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ABREVIATURAS

80HdG 8-hidroxi 2’-deoxiguanina

80OHdGTP 8-hidroxi 2’-deoxiguanosina trifosfato

A Adenina

AFAP poliposis adenomatosa familiar atenuada

APC gen adenomatous polyposis coli (MIM611731)

AXINA1 gen axina 1 (MIM603816)

AXINA2 gen axina 2 (MIM604025)

BAX gen BCL2-associated X protein (MIM600040)

BER reparacion por escisién de bases (base excision repair)

BMPR1A gen bone morphogenetic protein receptor, type IA (MIM601299)

BRAF gen v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (MIM164757)

BSA Bovine Serum Albumin

BsaWI endonucleasa de Bacillus stearothermophilus W1718 (Z. Chen)

C Citosina

CASP5 gen caspase 5, apoptosis-related cysteine peptidase (MIM602665)

CCND1 gen ciclina D1 (MIM168461)

CCR cancer colorrectal

cDNA DNA complementario

CEU(CEPH) residentes en Utah descendientes de individuos del Norte y Oeste de
Europa

CIN inestabilidad cromosémica (chromosomal instability)

CIMP fenotipo metilador de islas CpG (CpG island methylator phenotype)

CTNNB1 gen B-catenina (cadherin-associated protein) (MIM116806)

DAB 3,3'diaminobencidina

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DCC gen deleted in colorectal carcinoma (MIM120470)

DGGE denaturing gradient gel electrophoresis

DNA acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

EDTA K3 acido etilendiaminotetraacético tripotasico

EGFR gen epidermal growth factor receptor (MIM131550)

ENG gen edoglina (MIM131195)

EPCAM(TACSTD1) gen epithelial cell adhesion molecule (MIM185535)

FAM Carboxifluoresceina

FAP poliposis adenomatosa familiar
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FEN1
FOX03
G
GWAS
HCSC
HNPCC
HSF

IC
KRAS
LIG1
LIG3
LOH
MAF
MAP
MAPK
MGMT
MLH1
MLPA
MMR
MSH2
MSH6
MSI
MSS
MTH1(NUDT1)
MUTYH
MYC
NCBI
NMD
0GG1
OR
PCNA
PCR
PDB
PI3K
PMS2
POLB
Polyphen
PQS

gen flap structure-specific endonuclease 1 (MIM600393)

gen forkhead box 03 (MIM602681)

Guanina

estudios pangendmicos de asociacion

Hospital Clinico San Carlos

cancer colorrectal hereditario no polipdsico

Human Splicing Finder

intervalo de confianza

gen v-Ki-ras2 oncogene homolog (MIM190070)

gen ligase |, DNA, ATP-dependent (MIM126391)

gen ligase lll, DNA, ATP-dependent (MIM600940)

pérdida de heterocigosidad (loss of heterozygosity)
frecuencia del alelo minoritario

poliposis asociada al gen MUTYH

mitogen-activated protein kinases

gen 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase (MIM156569)
gen mutL homolog 1 (E. coli) (MIM120436)

multiplex ligation-dependent probe amplification

Mismatch Repair

gen mutS homolog 2 (E. coli) (MIM609309)

gen mutS homolog 6 (E. coli) (MIM600678)

inestabilidad de microsatélites

estabilidad de micosatélites

gen nudix - type motif 1 (MIM600312)

gen mutY homolog (E. coli) (MIM604933)

gen v-myc myelocytomatosis oncogene homolog (avian) (MIM190080)
National Centre for Biotechnology Information (US)

Nonsense Mediated Decay

gen 8-oxoguanine DNA glycosylase (MIM601982)

Odd Ratio

gen proliferating cell nuclear antigen (MIM176740)

reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
Protein Data Bank

gen phosphatidylinositol 3-kinase (MIM171834)

gen postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisiae) (MIM600259)
gen polymerase (DNA directed), beta (MIM174760)
Polymorphism Phenotyping

Protein Quaternary Structure database
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PTEN
RNA
ROS
SIFT
SMAD?2
SMAD3
SMAD4
SNP
SPJ

SIP
STK11 (LKB1)
T

TBS
TCF4
TGFB
TGFBR2
TMA
TP53
TSG
UniProt
WGH
Wnt
X2
XRCC1

gen phosphatase and tensin homolog (MIM601728)
acido ribonucleico

especies reactivas de oxigeno

Sorts Intolerant From Tolerant

gen SMAD family member 2 (MIM601366)
gen SMAD family member 3 (MIM603109)
gen SMAD family member 4 (MIM600993)
Single Nucleotide Polymorphism

sindrome de Peutz-Jeghers

sindrome de poliposis juvenil

gen serine/threonine kinase 11 (MIM602216)
Timina

Tris Buffer Salino

gen transcription factor 4 (MIM602272)
transforming growth factor beta

gen transforming growth factor, beta receptor Il (MIM190182)
tissue microArray

gen tumor protein p53 (MIM191170)

gen supresor de tumor

Universal Protein resource

Western General Hospital

wingless-type MMTV integration site family

test de la chi cuadrado

gen X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster

cells 1 (MIM194360)
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1. CANCER COLORRECTAL

El CCR es una de las enfermedades neoplasicas mas preocupantes en todos los
paises desarrollados. En Espafia, es el tercer tipo de neoplasia mas frecuente en
hombres (después de prdstata y pulmdn) y el segundo en mujeres (después de
mama). En el afio 2008 se diagnosticaron 28.551 nuevos casos y 14.303
personas murieron a causa del CCR [1]. Tanto la incidencia como la mortalidad
han ido aumentando a lo largo de los ultimos afios y se estima que en el afio
2020 el numero de casos nuevos ascienda a 35.196 y 17.530 personas mueran
de CCR [1].

Los nuevos avances tecnoldgicos y farmacéuticos han permitido mejorar la
sensibilidad de los métodos de deteccidn y la eficacia en los tratamientos del
CCR conduciendo a una mejora en las tasas de supervivencia. Sin embargo, la
incidencia del CCR ha ido aumentando progresivamente en los paises
desarrollados; probablemente debido a un aumento de la esperanza de vida y
también a un cambio en los habitos de vida y de alimentacidn que marca la
sociedad actual [2]. Esto hace que el CCR se siga situando entre las principales
causas de morbilidad y mortalidad en nuestra sociedad. Por lo tanto, todo
conocimiento que se pueda aportar sobre su etiologia, bases moleculares,
nuevas terapias y métodos de deteccidn precoz cobra vital importancia para

reducir el alcance de esta enfermedad.

1.1. Etiologiay factores de riesgo

Se sabe que el CCR es un proceso secuencial de cambios genéticos que afectan
al los patrones de proliferacién y division celular, pero la etiologia del cancer,

en la mayoria de los casos, permanece sin definir.

Existen numerosos factores de riesgo que se creen que puedan afectar al
desarrollo de CCR y que pueden ser modificables como la dieta o el estilo de
vida. Se cree que una dieta baja en carnes rojas y alcohol, y alta en frutas y
verduras podria prevenir la aparicion del CCR al igual que el aumento en la
actividad fisica [3].

Otros factores como la presencia de pdlipos en el intestino, diagndstico de

enfermedad inflamatoria intestinal, cirugia mayor, antecedentes personales de

~ | Introduccion
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CCR o haber recibido radiacién previa podrian contribuir a aumentar el riesgo
de padecer CCR [4].

Hay dos factores de riesgo establecidos, son la edad y la predisposicidon
genética. La vasta mayoria de los CCR ocurren en individuos mayores de 50
anos. Concretamente, en Espafia, mas de la mitad de los casos totales de CCR
ocurren en individuos mayores de 70 anos, y aproximadamente el 75% de los
casos ocurren a una edad superior a los 65 afos. Solamente el 5% de los casos
ocurren por debajo de los 50 afios [1].

Respecto a la predisposicion genética, los familiares de primer grado de
individuos que hayan padecido CCR tienen un riesgo del 15-20%, segun
aumenta el numero de familiares afectados aumenta el riesgo, y si se detectan
alteraciones genéticas en genes conocidos de susceptibilidad al CCR el riesgo
de sufrir CCR se situa en torno al 70-95% [4].

1.2. Carcinogénesis colorrectal

La carcinogénesis es el proceso mediante el cual una célula normal se
transforma en célula cancerosa. Se caracteriza por ser un proceso secuencial
donde la célula va adquiriendo ciertas capacidades que le van a permitir, en
ultima instancia, proliferar ilimitadamente y diseminarse.

Recientemente se ha propuesto que la inestabilidad gendmica acompafiada de
inflamacién continua serian procesos desencadenantes del proceso
carcinogénico [5]. El microambiente que proporcionan las células del sistema
inmune junto con alteraciones secuenciales en el genoma producidas por una
inestabilidad gendmica (bien debida a fallos enddgenos o a agentes externos)
van a permitir que la célula adquiera las caracteristicas necesarias para
malignificarse: activacidon sostenida de las sefales proliferativas, evasion de los
inhibidores de crecimiento, evasion de la muerte celular, inmortalidad,
activacion de la angiogénesis, capacidad de invasidn y metastasis,
reprogramaciéon del metabolismo energético y evasion del sistema

inmunoldgico [5].

El modelo mds completo de carcinogénesis donde se muestra la relacién entre
la progresion fenotipica del tumor y los cambios genéticos es precisamente el

CCR. Esto es asi porque el epitelio coldnico es relativamente facil de acceder a
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través de colonoscopias y porque el CCR es muy frecuente en paises
desarrollados permitiendo el estudio de un gran numero de tumores en
distintos grados de progresion.

En 1990 Fearon y Vogelstein [6] presentaron un modelo genético de
carcinogénesis colorrectal en el que proponian la participacion de los

siguientes procesos moleculares:

. Los tumores colorrectales surgen como resultado de la activacién de
oncogenes como KRAS e inactivacion de genes supresores de tumor
como APC, TP53, DCCy SMADA.

. Para la formacion de un tumor maligno se requieren mutaciones en al

menos 4 o 5 genes.

. Aunque las alteraciones genéticas ocurren preferentemente en un orden
secuencial, la acumulacién de estas mutaciones, y no el orden en que

sucedan, es la responsable de las propiedades bioldgicas del tumor.

. En algunos casos, los genes supresores de tumor pueden actuar de una
manera “no recesiva” a nivel celular; parecen perder su funcién incluso

en heterocigosis.

TGFPR2
APC EGFR SMAD2
CTNNB1 KRAS PIK3CA SMAD3 PT53
AXIN2 BRAF PTEN SMAD4 BAX
WNT pathway EGFR signaling TGF-$ response Loss of p53 EMT, MMPs,
activation activation inactivation function ICAMs

Normal Early Intermed late
epithelium ¥ adenoma » " adenoma » adonm " ’m

Modificada de FearonE. R. (2011) Molecular Genetics of Colorectal Cancer. Annu Rev. Pathol. Mech Dis 6:479-507

Figura 1: Modelo actual de carcinogénesis colorrectal [7]. Rutas implicadas en el
proceso y principales oncogenes (azul) y genes supresores de tumor (rojo) alterados
en CCR.

EMT: transicidon epitelio-mesénquima, MMPs: metaloproteinasas de matriz, ICAMs: moleculas de
adhesidn intercelular
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Posteriormente se ha ido completando este modelo segin se ha ido
profundizando en las alteraciones somadticas dirigentes (necesarias para el
progreso tumoral) y las causas de inestabilidad gendmica que van a facilitar
estas alteraciones. Se define asi un modelo multiple y secuencial de

carcinogénesis colorrectal (figura 1).

1.2.1. Mutaciones somaticas:

En un tumor colorrectal se pueden encontrar mas de 80 mutaciones
somaticas en zonas codificantes, pero de ellas, tan solo 15 o menos se repiten
en una proporcidon alta de tumores [8]. Son estas mutaciones las que
realmente van a dirigir la iniciacion, progresion o mantenimiento del tumor vy
se denominan “mutaciones dirigentes” para distinguirlas del resto de
mutaciones “pasajeras” que no contribuyen al proceso carcinogénico [9].

En CCR se han ido definiendo estos genes y descifrando las distintas rutas de
transduccion de sefales afectadas en cada paso de la progresidon tumoral.
Estas rutas afectadas son precisamente las que van a regular procesos de
proliferaciéon, diferenciacidon, apoptosis y metdstasis. Al desregularse van a ir
confiriendo al tumor todas las facultades necesarias para malignizarse (figura
2).

Hay 4 vias fundamentales que se han visto alteradas en la mayoria de los CCR
esporadicos (o al menos en un porcentaje muy grande) que son la via Wnt, via
MAPK, via TGFB y p53 (producto del gen PT53). La via Wnt define el paso de
epitelio normal a displasico, alteraciones en la via de las MAPK conducen a la
formacion del adenoma, y p53 es clave en el paso adenoma-carcinoma. Las
mutaciones somaticas que afectan a estas vias y que se han encontrado con

mas frecuencia en CCR se sefalan en la tabla 1.

A continuacién se describe la via Wnt ya que uno de los objetivos de esta

tesis es precisamente el estudio de esta via en tumores CCR.
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Tabla 1: Mutaciones somaticas mas frecuentes en la carcinogénesis colorrectal y
rutas afectadas.

GEN TIPO FREC.(%) TIPO DE MUTACION RUTA ALTERADA  EFECTO EN LA RUTA
APC GST  70-80 fs, pm, del, LOH Wnt N proliferacion
CTNNB1 0OG <5 pm, del Whnt M proliferacion
AXIN2 GST <5 fs Wnt " proliferacion
KRAS 0G 40 pm MAPK " proliferacion
BRAF 0G 5-10 pm MAPK " proliferacion
PIK3CA 0G 15-25 pm PI3K /N supervivencia
PTEN GST 10 pm, del PI3K ‘N supervivencia
EGFR 0G 5-15 amp PI3K, MAPK M proliferacion
“Nsupervivencia
PT53 GST 60-70 pm, LOH CICLO CELULAR J apoptosis
TGFB2R  GST  10-15 fs, pm TGFB J apoptosis
SMAD2  GST 5-10 pm, del, LOH TGFB L apoptosis
SMAD3 GST 5 pm, del TGFB J apoptosis
SMAD4 GST 10-15 pm, LOH TGFB J apoptosis
PT53 GST 60-70 pm, LOH CICLO CELULAR Jd apoptosis
BAX GST 5 fs CICLO CELULAR J apoptosis
cmMYC oG 5-10 amp CICLO CELULAR /M supervivencia
CCNE1 (0]€) 15-25 amp CICLO CELULAR L apoptosis
FBXW7 GST 20 pm, del CICLO CELULAR J apoptosis
“Nsupervivencia
CDK8 oG 10-15 amp Whnt M proliferacion

GST: gen supresor de tumor, OG: oncogén, fs: mutacién que implica un cambio en la pauta de
lectura, pm: mutacién puntual, del: delecién, LOH: pérdida de heterocigosidad, amp: amplificacion.

1.2.1.1. Viawnt

Segun los modelos actuales, basados en Fearon y Volgestein [6], la primera
ruta implicada en el proceso de carcinogénesis colorrectal que es necesaria
para que se produzca el paso de epitelio normal a adenoma, es la via Wnt.

La via Wnt regula funciones de crecimiento, apoptosis y diferenciacion
celular [10]. Es particularmente relevante en la embriogénesis y también en
las células madre del epitelio colénico que se encuentran en la base de las
criptas del colon [11]. El funcionamiento normal de la via Wnt se explica en

la figura 2.
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Figura 2: Via Wnt [12]. En ausencia de sefial Wnt, un complejo formado por apc,
gsk3B y CK1 acoplado a la proteina adaptadora (scaffold) axina, permite la
fosforilacion de B-catenina por GSK3. B-catenina fosforilada se une a un complejo
de ubiquitinacién y es dirigida al proteosoma donde se degrada. En el nucleo, los
genes diana de la ruta estan reprimidos por Groucho que se une a TCF. En presencia
de sefial, se produce la fosforilacién del extremo citoplasmico de LRP permitiendo la
unién de Dishevelled (Dsh) con axina y previniendo asi la fosforilaciéon de B-catenina
por GSK3. B-catenina escapa a la degradacion y se acumula en la célula, entra en el
nucleo donde desplaza a Groucho e interacciona con factores de transcripcidn de la
familia TCF/LEF uniéndose al DNA y estimulando la expresion de genes diana.

La desregulacion de esta via conlleva a una activacion constante de la B-
catenina (producto del gen CTNNB1) y por tanto, a una estimulacion
constante de los factores de proliferacidon que esta via regula produciéndose
un foco displasico en las criptas del epitelio colénico.
La mutacion mdas comun en el CCR es la inactivacion del gen supresor APC, de
tal manera que la proteina que codifica (apc) no va a unirse a la B-cateninay
ésta va a permanecer constitutivamente activada [13] (figura 2).
Aproximadamente el 60-80% de los tumores colorrectales esporadicos
presentan inactivacién del gen APC [14, 15], bien por pérdida del fragmento
cromosomico 5q (donde se localiza) o bien por una mutacién que produzca
una proteina truncada [15].
Dentro de los CCR que no presentan mutaciéon en APC, el 48% presentan
mutacion en CTNNB1 [16].
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Con mucha menos frecuencia se han observado mutaciones en otros genes
implicados en esta via como la AXINA1, AXINA2 o TCF4, y que también

conllevan a la activacion constitutiva de la via [7].

1.2.2. Inestabilidad genomica:

En definitiva, la formacidn de un carcinoma viene condicionada por el
acumulo al azar de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumor.
Cuando un tumor sélido es diagnosticado se observan multiples alteraciones
genéticas en las células tumorales lo que sugiere que la tasa de mutaciones en
estas células esté aumentada [17]. En el CCR se han descrito distintas formas
de inestabilidad gendmica que aumentan la tasa de mutacién, y son estas
formas de inestabilidad las que definen las principales rutas carcinogénicas en
el CCR.

1.2.2.1. Inestabilidad cromosdmica: CIN

CIN hace referencia a una tasa elevada de ganancias o pérdidas de grandes
regiones cromosémicas resultando en un desequilibrio en el nimero de
cromosomas (aneuploidia), amplificaciones de grandes zonas cromosémicas
y LOH. Alteraciones en genes implicados en la segregacion cromosdmica,
regulacion telomérica y respuesta al dafio en el DNA son responsables de CIN
[12].

CIN se detecta en el 65-70% de los CCR [12] constituyendo la principal ruta
de carcinogénesis colorrectal con mutaciones somaticas preferentes en el
gen APC y pérdidas de los fragmentos 17p y 189 que contiene a los genes
TP53 y SMAD2, 3y 4 respectivamente.

1.2.2.2. Inestabilidad de secuencias microsatélites: MSI

La DNA polimerasa es especialmente susceptible a cometer errores en
secuencias nucleotidicas repetitivas (microsatélites) durante la replicacion.
La via MMR (figura 3) es la encargada de corregir los fallos por
desapareamiento que pueda cometer la polimerasa. Fallos en este sistema
de reparacidon conllevan sobre todo a una inestabilidad en el nimero de
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repeticiones de microsatélites [18]. El genoma humano presenta un elevado
numero de secuencias microsatélites tanto en zonas génicas como en zonas
intergénicas, por lo que un fallo en su reparacion (fenotipo MSI) produciria
un aumento en la tasa de mutaciones en aquellos genes diana que
contengan secuencias microsatélites. Algunos oncogenes y genes supresores
de tumor contienen microsatélites en su zona codificante y es frecuente su
alteracién en tumores MSI; seria el caso de los genes TGFBR2, TCF4, BAX,
MSH6, CASP5 entre otros [19].
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Figura 3: Sistema MMR de reparacion de DNA [20]. A) El heterodimero formado
por Msh2-Msh6 reconoce un desapareamiento producido por un error de la DNA
polimerasa y se ancla al DNA en ese punto (paso dependiente de una molécula de
ATP). A este complejo anclado se le une un complejo formado por Mlh1-Pms2 con
gasto de una molécula de ATP. El complejo resultante (complejo MMR) se mueve a
lo largo de la cadena de DNA hasta encontrar al complejo de la DNA polimerasa. B)
Se unen la exonucleasa 1 y Pcna. Todo este complejo elimina la hebra hija hasta el
punto de desapareamiento. Entonces el complejo se suelta y la polimerasa
resintetiza la nueva hebra corrigiendo asi el desapareamiento.

Se piensa que las alteraciones del sistema MMR en los tumores MSI ocurren
en una etapa temprana de la carcinogénesis, incluso antes que la alteracién
en la via Wnt, de tal manera que mutaciones de la via Wnt en este grupo de
tumores serian debidas a la inestabilidad a microsatélites mostrando un

patrén mutacional distinto a los tumores CIN [21].
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El 15% de los CCR presentan MSI [20]. Estos tumores muestran un patrén
distinto de carcinogénesis respecto a los tumores CIN observandose una
mayor prevalencia de mutaciones somaticas en TGFBR2 y BAX.

El 20% de los tumores MSI se deben a mutaciones germinales en los
principales genes de la via MMR como son MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 [20].
Un pequeno porcentaje de éstos se debe a epimutaciones constitucionales
en los genes MLH1 y MSH2 [22]; lo que conduce a una hipermetilacidon del
promotor en uno de los alelos de estos genes en tejido somatico normal
aumentando asi la predisposicién genética al cancer. Se sabe que el
silenciamiento de MSH2 via germinal se asocia a una delecién en el extremo
3’ del gen EPCAM (TACSTD1) [23] pero no se conoce la causa del
silenciamiento del gen MLH1 en la linea germinal [22].

El resto de tumores MSI (80%) se deben al silenciamiento somatico del gen
MLH1 por la hipermetilacion del promotor debida a un fenotipo metilador
[24].

1.2.2.3. Fenotipo metilador de las islas CpG: CIMP

En muchos CCR se ha observado un aumento en la metilacién del genoma
tumoral que se acompaia de un aumento de la metilacion en tejido normal y
gue se asocia con la edad [24]. En este caso, la metilacidon en regiones
promotoras provocaria el silenciamiento de los genes correspondientes
pudiendo contribuir al proceso carcinogénico si se trata de oncogenes o
genes supresores de tumor.

Pero en una minoria de los CCR esporadicos (aproximadamente el 25%) se
observa una hipermetilacion concominante de ciertos promotores que
contienen islas CpG y que no se acompafia de una mayor metilaciéon en el
tejido normal [24]. No se conocen los mecanismos que conllevan a esta
hipermetilacion pero se sabe que conlleva a otras formas de inestabilidad
(CIMP) que pueden provocar el silenciamiento en algunos genes
reparadores, como MLH1 o MGMT, provocando asi una inestabilidad
genética.

Estos tumores siguen un patrén de carcinogénesis distinto viéndose
afectados con frecuencia genes como APC, MLH1, BRAF, KRAS pero muy
raramente el gen TP53 [25].
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1.2.2.4. Defectos en la via BER

Una de las alteraciones mas importantes causadas en el DNA por el dafio
oxidativo es la modificacidon de la G a 80HdG. Esta base se aparea con la A
con la misma afinidad que lo hace con la C provocando transversiones G>T
[26].
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Figura 4: Sistema BER de reparacion de DNA [27]. La enzima
glicosilasa Oggl reconoce los apareamientos 80HdG con citosina y
elimina la 80HdG. La glicosilasa Myh reconoce los apareamientos
80HdG con adenina y elimina la adenina. La enzima reparadora hMth1
hidroliza los nucleétidos trifosfato oxidados como el 80OHAGTP
eliminandolos asi del pool de nucleétidos e impidiendo que se
incorporen al DNA.

El sistema BER es el responsable de reconocer y reparar la 80OHdG (figura 4).
Un déficit en esta via provocaria el aumento de la tasa de mutaciones G>Ty
por tanto una inestabilidad genética.

Se ha visto que una pequefia proporciéon de tumores CCR presentan un

aumento de transversiones G>T en genes implicados en la carcinogénesis
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colorrectal como APC y KRAS debido a alteraciones germinales bialélicas en
el gen MUTYH [28].

Todas estas formas de inestabilidad no son excluyentes, sino que una
inestabilidad puede conducir a otra encontrandose con frecuencia tumores

que presentan varias formas de inestabilidad genética (figura 5).
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Walther A. et al. (2009) Nat Rev. Cancer. 9:489-499

Figura 5: Diagrama de Venn para los tres principales tipos de inestabilidad
genética en CCR [29]. Aproximadamente el 17% de los CCR son MSI, el 60% CIN y el
20% CIMP. Alrededor de un cuarto de los MSI son también CIN. La mayoria de los
CCR CIMP son también MSI. Se han descrito casos que muestran los tres tipos de
inestabilidad. El grupo de tumores que no presenta ninguno de estos tres tipos de
inestabilidad estaria compuesto por CCR con inestabilidad en la via BER (mutaciones
bialélicas en MUTYH) y otras formas no detectadas de inestabilidad genética.

MSI: inestabilidad de microsatélites, CIMP: fenotipo metilador de islas CpG, CIN: inestabilidad
cromosémica, “triple negative”: tumores en los que no se ha detectado ninguno de los tres tipos de
inestabilidad anteriores. Todos los nimeros indican porcentaje sobre el total de CCR.

1.3. Susceptibilidad genética al CCR

La penetrancia de un alelo se define como la frecuencia en la que los individuos
portadores del alelo muestran el fenotipo asociado. Si la penetrancia de un
alelo es completa, entonces todos los individuos portadores de ese alelo

mostraran el fenotipo. Se habla de penetrancia incompleta cuando no siempre
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se expresa el fenotipo en individuos portadores, esto se puede deber bien a
factores ambientales o a otros factores genéticos.

Los alelos de susceptibilidad al cancer se pueden dividir en alelos de alta,
moderada y baja penetrancia. Los alelos de alta penetrancia dan lugar a
perfiles de herencia mendeliana dominantes o recesivos. Los alelos de
penetrancia moderada confieren un riesgo algo menor presentando algunos
portadores el fenotipo asociado y otros no, entonces nos encontraremos ante
patrones de herencia no demasiado clara. Finalmente, pocos individuos

portadores de alelos de baja penetrancia van a mostrar el fenotipo asociado.

Hasta ahora, los alelos de alta penetrancia identificados en CCR se han logrado
detectar porque afectan a un numero relativamente grande de familias que se
han podido agrupar vy asi identificar al gen mediante estudios de ligamiento. No
en todas las familias con patron de herencia mendeliano se han identificado
el/los alelos de riesgo a CCR. Posiblemente, distintos alelos raros (frecuencia
alélica menor del 1%) de alta penetrancia que no se han podido identificar
estén actuando en un numero muy reducido de familias, de ahi su dificultad
para detectarlos por estudios de ligamiento [30]. En estos casos, una
aproximacion mediante genes candidatos o secuenciacion del exoma completo
serian las estrategias mds adecuadas para intentar identificar los alelos de
susceptibilidad al CCR.

Familias que muestran agregacién pero no de una forma mendeliana, podrian
ser explicadas por alelos de moderada penetrancia y/o alelos de baja
penetrancia que pueden ser identificados por estudios caso-control en alelos
de genes candidatos, o bien por el analisis de muchas variantes mediante

estudios pangendmicos (GWAS) [30].

Hay un modelo poligénico que explica la distribucién normal de la
susceptibilidad genética al cancer en poblacidon control y poblaciéon afectada
mediante distintas combinaciones de alelos de alta y baja penetrancia en cada
individuo [31, 32] (figura 6); dentro de la poblacién control la mayoria de los
individuos presentarian combinaciones en las que los alelos de baja
penetrancia serian los mayoritarios mientras que en la poblacién afectada la

mayoria de los individuos serian portadores de combinaciones en las que los
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alelos de alta penetrancia serian los mayoritarios. Los individuos con el menor
riesgo serian portadores de alelos de baja penetrancia mientras que los

individuos con mayor riesgo serian portadores de alelos de alta penetrancia.
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Figura 6: Modelo poligénico de susceptibilidad al cancer [32]. La susceptibilidad
genética al cancer, tanto en poblaciéon normal como en poblacién afectada, sigue una
distribucién normal segun la proporcién de alelos de alta (morados) y baja (azules)
penetrancia que presente cada individuo.

En la figura 7 se muestran los distintos alelos de alta y baja penetrancia
descritos en CCR y como la interaccion entre estos factores y factores

ambientales da lugar a un modelo continuo de CCR.
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Figura 7: Contribucion genética al CCR [33]. Alelos de alta penetrancia son los
principales responsables de la susceptibilidad al CCR en sindromes hereditarios, en
este caso los factores ambientales tienen una influencia pequefia sobre el riesgo a
desarrollar CCR. Sin embargo, alelos de baja penetrancia contribuyen al Ia
susceptibilidad al CCR de una manera aditiva interaccionando con otros alelos y con
factores ambientales en CCR esporadico.

1.4. Clasificacion del CCR

Tradicionalmente el CCR se ha dividido en CCR esporadico y CCR familiar.

Se considera cancer esporadico cuando se presenta en pacientes sin ninguna
historia familiar de CCR y seguramente sean los factores ambientales junto con
alelos de baja penetrancia los que jueguen un papel fundamental. Tampoco se
pueden descartar en este grupo casos hereditarios que no se detecten debido
a una falta de informacion [33]. Dentro del CCR esporadico se engloban los dos
grandes grupos de tumores que presentan CIN y tumores que presentan CIMP,
representando estos ultimos aproximadamente el 25% de los casos de CCR

esporadicos [24].
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El CCR familiar lo podemos subdividir en varios subgrupos. Primero estaria el
cancer familiar hereditario que implicaria mutaciones genéticas o
epimutaciones de alta penetrancia y que engloba aproximadamente al 3-5% de
los todos los casos de CCR [34]. El resto serian casos de agregacion familiar que
serian debidos bien a alelos de moderada-baja penetrancia y/o a factores
ambientales comunes que estén actuando en la familia. Tampoco se pueden

descartar casos de agregacion familiar debidos al azar.

En la figura 8 se muestra la frecuencia relativa de los distintos tipos de CCR.

CIN
CIMP

60

agregacion

W FAP/AFAP

u MAP
hamartomosis

B HNPCC-MSI

B HNPCC-X

Figura 8: Tipos de CCR. Los numeros indican el porcentaje relativo a los
casos totales de CCR.

1.4.1. Cancer colorrectal hereditario

Se debe a mutaciones en genes que van a conferir un riesgo alto de padecer
CCR en comparaciéon con la poblacion normal, es decir; muestran una alta
penetrancia. Los genes afectados se comportan como genes supresores de
tumor y la mutacién se presenta en heterocigosis en via germinal. El aumento
del riesgo radica en que tan solo se necesita un evento mutacional en el alelo
no portador para que se inactive el gen desencadenando el proceso
carcinogénico segun el modelo de Knudson [35] (figura 9).

Los alelos de alta penetrancia en CCR son muy poco frecuentes explicando tan

solo el 5% o menos de todos los casos de CCR [7].
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Figura 9: Hipotesis de Knudson [35]. Para que un TSG desencadene un proceso
carcinogénico es necesario que se inactiven sus dos alelos a nivel somatico
mediante dos eventos independientes. Estos eventos pueden ser mutaciones
genéticas, silenciamiento epigenético o LOH. a) Individuos con dos alelos normales
para el gen supresor necesitan dos eventos independientes para inactivarse. b)
Individuos con una mutacién germinal en uno de los alelos solo necesitaran solo un

evento para inactivarse.

Dentro del CCR hereditario podemos distinguir entre CCR hereditario
polipdsico, no polipdsico (HNPCC) y poliposis hamartomosa segun el cuadro

clinico de poliposis intestinal que presenten los pacientes afectados.

1.4.1.1. CCR hereditario polipdsico

1.4.1.1.1. Poliposis adenomatosa familiar: FAP

Sindrome autosémico dominante que engloba aproximadamente el 0,5% de
todos los CCR [7].
La FAP es debida a mutaciones en via germinal del gen APC. Como se

explica en un capitulo anterior, APC es clave en la iniciacién del proceso
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carcinogénico y su inactivacion conduce al desarrollo de adenomas
tempranos [6].

En rasgos generales se caracteriza por presentar de cientos a miles de
polipos adenomatosos intestinales que aparecen a lo largo de la tercera o
cuarta década de vida. El riesgo acumulado a desarrollar CCR a los 50 aios
es del 95% y presenta una penetrancia completa mostrando una edad
media de diagnodstico de CCR de 39 afios [36].

La gravedad de la poliposis se asocia a la localizacion de la mutacién. Las
mutaciones en el codén 1309 son las mas agresivas desencadenandose una
poliposis del orden de varios miles de pdlipos durante la segunda década de
vida y adelantandose la edad de aparicién del CCR [37]. Mutaciones que se
sitian en el extremo 3’ 0 5’ del gen producen un cuadro clinico mucho mas
atenuado con poliposis del orden de aproximadamente 100 pdlipos y una
edad de aparicidon del CCR retrasada 15 afios respecto a la FAP clasica. A
esta variante se la denomina Poliposis Familiar Atenuada (AFAP) [37].

Otras variantes clinicas que se pueden presentar son el Sindrome de
Gardner en el que también se manifiestan osteomas, tumores de tiroides y
de tejidos blandos y el Sindrome de Turcot que también se acompafia de

tumores en el Sistema Nervioso Central [38].

1.4.1.1.2. Poliposis asociada a MUTYH: MAP

Sindrome autosdomico recesivo que explica alrededor de 0,5% de los casos
de CCR [39].

La MAP es debida a mutaciones bialélicas en linea germinal en el gen
MUTYH implicado en la reparacion de nucledsidos modificados por el dano
oxidativo (80HdG principalmente). Su déficit implicaria un aumento en la
tasa de transversiones G>T pudiendo afectar a genes clave en el proceso de
carcinogénesis como son APCy KRAS [28].

Dos mutaciones con cambio de sentido son las mds prevalentes (G396C y
Y179C) constituyendo mds del 70% de todas las mutaciones descritas en
MUTYH y asociadas a CCR [40]. Estas mutaciones provocan distintos efectos
en la estabilizacién, localizacién y funcién de la proteina lo que aumenta la
tasa de transversiones y por consiguiente la probabilidad de mutacién en

oncogenes o genes supresores de tumor (ver figura 4).
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La manifestacion clinica es muy parecida a la AFAP presentando, en la
mayoria de los casos entre 10-100 podlipos adenomatosos y una penetrancia
del 100%. Se ha visto que la edad de aparicidon de la poliposis es mas tardia
que en la AFAP (tercera o cuarta década) [40, 41].

1.4.1.2. CCR hereditario no polipdsico: HNPCC

1.4.1.2.1. Sindrome de Lynch (HNPCC-MSI)

Es el sindrome mas frecuente en CCR hereditario y representa

aproximadamente el 3% de todos los CCR [42].

Caracteristicas clinico-patologicas:

Las principales caracteristicas clinico-patoldgicas del sindrome de Lynch son
[42]:

Patron de herencia autosdmica dominante asociada a mutaciones en los
genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2.

. Riesgo aumentado de CCR (riesgo acumulado del 80% a los 70 anos) y
edad media de diagndstico de CCR adelantada con respecto a la poblacién

normal (45 afios frente a 65 afios en poblacién normal).

. Los tumores se localizan en el colon proximal (ascendente y transverso)

en el 70% de los casos.

Hay un aumento de casos de tumores sincrénicos y metacrdnicos con

respecto a la poblacién normal.

. Aumento del riesgo de ciertos tumores extracolénicos. Principalmente
cancer de endometrio (60%) y en menor medida otros como cancer de
ovario (15%), estémago, intestino delgado, tracto hepatobiliar, pancreas,

uréter, pelvis renal y Sistema Nervioso Central.

Mejor prondstico que el CCR esporadico cuando se compara segun edad

y estadio del tumor.
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. Carcinogénesis acelerada con respecto al CCR esporadico. La
transformacion del adenoma a carcinoma ocurre en 2-3 aflos mientras que

en CCR esporadico se necesitan 8-10 afios.

. Los tumores suelen presentar una histologia poco diferenciada, con
exceso de moco, células en anillo de sello, infiltracion linfocitica, genomas
diploides y MSI.

Alteraciones genéticas germinales:

Mutaciones en los genes implicados en la via MMR (ver figura 4) son las
causantes del Sindrome de Lynch. Aproximadamente el 90% de las
mutaciones descritas se localizan en los genes MLH1 y MSH2 y el resto se

sitian mayoritariamente en MSH6 [43].

[ 3 Nonsense
£ Framesheft
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!

de la Chapeiie. (2004) Nature Reviewsd:769-780.

Figura 10: Distribucion del tipo de mutaciones en los
genes MMR en el Sindrome de Lynch [33].

La mayoria de las mutaciones encontradas en los genes MMR son
mutaciones sin sentido (cambio de aminoacido) o que conllevan a un
cambio en la pauta de lectura (pequenas inserciones o deleciones) (figura
10). Los grandes reordenamientos son menos frecuentes representando el
10-20% de las mutaciones descritas en MSH2 y mucho menos en MLH1
[33].
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Segln sea el gen afectado se pueden apreciar ligeras diferencias respecto al
fenotipo familiar [43]. En general, mutaciones en los genes MLH1 y MSH2
provocan el tipico cuadro de Lynch con un riesgo acumulado en torno al
80% de padecer CCR a los 70 afnos y una edad media de diagndstico de
cancer de aproximadamente 45 afos [43]. Las mutaciones en MLH1 se
asocian mas con CCR de tal manera que la mayoria de estas familias
cumplen los criterios estrictos Amsterdam | (ver mas adelante) y las familias
con mutacién en MSH2 suelen presentar mas variedad de tumores
extracoldnicos [44]. Familias con mutaciones en MSH2 suelen presentar con
mayor frecuencia el Sindrome de Muir-Torre [45]; variante que ademas de
los tumores asociados al Sindrome de Lynch también presenta un riesgo
aumentado a desarrollar tumores sebaceos y queroacantomas.

Las mutaciones en MSH6 suelen ser mas benignas; presentando una edad
media de diagndstico de cancer mayor que las familias con mutacion en
MLH1 o MSH2. Una caracteristica de estas familias es que las mujeres
presentan un menor riesgo de CCR que las familias MLH1 o MSH2 pero un
mayor riesgo de cancer de endometrio (70% a los 70 afios) con una edad
media de diagndstico disminuida [46].

Mutaciones en PMS2 dan lugar a fenotipos atenuados con historias
familiares menos marcadas y edades medias de diagndstico algo mas
tardias [47].

Diagndstico clinico-molecular:

Es beneficioso detectar familias con Sindrome de Lynch y encontrar las
mutaciones que lo causan no solo para conocer mejor la enfermedad sino
para detectar pacientes portadores y por lo tanto de alto riesgo vy
discriminar aquellos que no lo sean dentro de una familia. Esto va a permitir
dirigir los programas de seguimiento y control de una manera

individualizada y mas eficiente.

El diagndstico del Sindrome de Lynch lo determina el hallazgo de una
mutacién germinal en uno de los cuatro genes implicados.

Teniendo en cuenta que el Sindrome de Lynch explica tan solo el 3% de
todos lo CCR, es necesario realizar una seleccion de familias candidatas al

estudio genético de los genes MMR.
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Hoy en dia se realizan tres preselecciones con el fin de aumentar el valor
predictivo positivo a la hora de realizar los estudios genéticos.

1.- Analisis de la historia familiar y criterios clinicos de seleccidn de familias.
2.- Estudio de la inestabilidad de microsatélites.

3.- Analisis por inmunohistoquimica de |la expresion de las proteinas MMR.

1.- Analisis de la historia familias y Criterios cinico de seleccidon de familias.

Para intentar consensuar criterios a la hora de seleccionar este tipo de
familias y asi poder realizar estudios comparativos entre centros distintos,
en 1991 se crearon los criterios clinicos Amsterdam | [48] (tabla 2). Estos
criterios fueron bien aceptados por la comunidad cientifica pero dejaban
fuera muchas familias con Sindrome de Lynch por no incluir las
manifestaciones extracoldnicas. En 1999 se revisaron los criterios
incluyendo los canceres asociados y se denominaron criterios Amsterdam |l
[49] (tabla 2).

Por otro lado en 1997, con el objetivo de crear unos criterios que fuesen
capaces de detectar todas las familias potencialmente portadoras de Lynch,
y que por lo tanto fuesen candidatas al estudio de inestabilidad, se crearon
unos criterios clinicamente menos estrictos que los criterios Amsterdam vy
que ademads incluyesen las caracteristicas moleculares de este tipo de
tumores. Estos son los criterios de Bethesda [50] que se revisaron en 2004
[51] (tabla 2).

Como métodos de seleccidn para detectar posibles familias Lynch, los
criterios de Bethesda tienen una sensibilidad mucho mas elevada que los
criterios Amsterdam Il (90% frente al 40% en Amsterdam IlI) aunque sin
embargo, estos Ultimos muestren un valor predictivo positivo mayor (50%
frente al 10-20% en Bethesda) [52]. Esto hace que los criterios de Bethesda
sean mas adecuados como método de seleccién en consultas de consejo
genético para un posterior analisis de inestabilidad a microsatélites. Y en
cambio, los criterios Amsterdam Il son mads adecuados para realizar

estudios comparativos.
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Tabla 2: Criterios cinicos de seleccion de familias HNPCC.

CRITERIOS AMSTERDAM | [48]

Al menos 3 familiares afectados de CCR
Al menos dos generaciones consecutivas afectadas
Uno de los familiares en primer grado de los otros dos
Al menos uno de los CCR diagnosticado antes de los 50 afios
Poliposis adenomatosa familiar descartada
Al menos 3 familiares afectados de CCR u otro tumor extracolénico asociado*
Al menos dos generaciones consecutivas afectadas
Uno de los familiares en primer grado de los otros dos
Al menos uno de los tumores diagnosticado antes de los 50 afios
Poliposis adenomatosa familiar descartada
*tumor asociado=endometrio, intestino delgado, uréter y pelvis renal
v" Cumplir al menos uno de los siguientes criterios:
= CCR diagnosticado antes de los 50 afios
=  Presencia de tumores sincronicos o metacronicos, colorrectales o
relacionados**, independientemente de |la edad de diagndstico
= CCR con histologia MSI-H*** diagnosticado antes de los 60 afios
=  Paciente con CCR y un familiar en primer grado con CCR o tumor relacionado**
con alguno de los dos tumores diagnosticado antes de los 50 afios
=  Paciente con CCR y dos o mas familiares en primer o segundo grado con CCR o
tumores relacionados**, independientemente de la edad de diagndstico
**tumor relacionado=endometrio, estomago, ovario, pancreas, uréter, pelvis renal,
tracto biliar, cerebro, intestino delgado, gldndulas sebdceas y queroacantomas
***Histologia poco diferenciada, con exceso de moco, células en anillo de sello,
infiltracién linfocitaria, patrén de crecimiento medular

S RRRRER
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En la consulta de Consejo Genético del Hospital Clinico San Carlos, se
seleccionan las familias que cumplen criterios de Bethesda para llevar a
cabo el estudio de inestabilidad e inmunohistoquimica. Segun el resultado
de estos dos estudios, se decide si llevar a cabo el estudio genético de los
genes MMR y qué gen estudiar. Si se observa el nimero inicial de pacientes
que acuden a la consulta y los que se les diagnostica finalmente de
Sindrome de Lynch, vemos que cuanto mas estricto sea el criterio de
seleccion mayor va a ser el porcentaje de familias con sindrome de Lynch

detectado aunque menor va a ser la sensibilidad (figura 11).



SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

100,0
50,0
— o MSI-MMR
0,0
R H MSS
AMST - msii HETH &
NING

1000 = : I
80,0 -+ , :
60,0 -
40,0 - .
20,0 + .
0,0 fae)

AMS

EEE NING

Figura 11: Valor predictivo positivo y sensibilidad de los distintos criterios de
seleccion. Datos recogidos de la consulta de Consejo Genético del Servicio de
Oncologia del Hospital Clinico San Carlos, Madrid.

2.- Estudio de inestabilidad a microsatélites.

El estudio de inestabilidad consiste en analizar la longitud de ciertos
microsatélites, que sean dianas de inestabilidad conocidas, en DNA tumoral
y DNA germinal para detectar la presencia de alelos alterados en el DNA
tumoral con respecto al DNA germinal. Se ha establecido un panel de cinco
miscrosatélites distintos (BAT25, BAT26, D25123, D55346 y D175250) que es
recomendable analizar para establecer si un tumor presenta o no
inestabilidad a microsatélites [53]. Un tumor podra presentar una
inestabilidad alta a microsatélites (MSI-H), inestabilidad baja (MSI-L) o no
presentard inestabilidad (MSS) dependiendo del nimero de microsatélites
alterados que presente. Los tumores MSS no muestran ninguno alterado
mientras que los MSI-H muestran al menos dos microsatélites alterados de
los cinco microsatélites propuestos por Boland [53]. Los tumores MSI-H son
los tumores asociados al Sindrome de Lynch y candidatos para su estudio

genético.
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3.- Andlisis por inmunohistoquimica de la expresidon de las proteinas MMR.

Los criterios de Bethesda [51] son muy poco restrictivos, y el analisis de
microsatélites, aunque tenga una elevada sensibilidad para detectar
Sindrome de Lynch, no es muy especifico ya que la inestabilidad a
microsatélites también puede deberse a otras causas distintas como Ia
metilacién del promotor MLH1 [54]. Ademas, se han visto que las familias
con mutacion en el gen MSH6 presentan tumores MSI-L (solo un
microsatélite alterado) en una proporcién nada despreciable (25%) [46] lo
gue hace que en estos casos el analisis de inestabilidad pierda sensibilidad.

Por estas razones, el andlisis por inmunohistiquimica de la expresion de
cada una de las proteinas codificadas por los genes MLH1, MSH2, MSH6 y
PMS2 en tejido tumoral es una prueba complementaria que aumenta
mucho la especificidad en cuanto a la seleccion de familias candidatas a
padecer Sindrome de Lynch [55, 56]. Una mutacidn en cualquiera de estos 4
genes provoca la inactivacion del gen y la pérdida de expresion de la
proteina correspondiente orientando de esta manera el estudio genético

que determinara, en ultima instancia, el diagndéstico de Lynch.
Estas tres pruebas son complementarias y la realizacién de todas ellas
contribuye a aumentar mucho el valor predictivo positivo del estudio

genético.

Alteraciones genéticas somaticas:

A consecuencia de la disfuncion en la via de reparacion MMR algunos genes
que contienen secuencias microsatélites van estar alterados con mads
frecuencia en este tipo de tumores. Al final, las vias alteradas serian las
mismas pero los genes alterados no.

En la via Wnt, via iniciadora del proceso carcinogenético, se observan
mutaciones en APC en la mayoria de los tumores esporadicos estables,
mientras que en los tumores MSI nos encontramos con el 20-50% de
mutaciones en APC y no es raro observar mutaciones en los genes CTNNB1,
AXINA1 o AXINA2 [57].

En la via TGFB se observa una frecuente pérdida de SMAD2, 3y 4 en CCR

esporadico MSS mientras que en los tumores MSI se observa con frecuencia
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alteraciones en el gen TGF62R. Como mecanismo de evasidon de Ia
apoptosis, en la gran mayoria de los tumores esporadicos MSS se observa
una pérdida del gen PT53 mientras que en los MSI se observan mas

alteraciones en el gen antiapoptético BAX [19].

1.4.1.2.2. Cancer colorrectal familiar tipo X: HNPCC-X 6 FCC-X

El valor predictivo positivo de los criterios clinicos de seleccion Amsterdam |
y Il no es total y aproximadamente la mitad de las familias que cumplen
estos criterios estrictos no presentan alteracion en los genes de la via MMR
ni inestabilidad a microsatélites (HNPCC-X) [52].

Este grupo de familias es un problema importante en las consultas de
consejo genético. Son familias con un riesgo aumentado de padecer CCR
pero no se conocen los factores de riesgo, por lo que no se pueden
discriminar entre individuos de alto y bajo riesgo.

En la consulta de consejo genético del Servicio de Oncologia del Hospital
Clinico San Carlos, el 35,5% de las familias que cumplen los criterios
estrictos Amsterdam I/Il no presentan inestabilidad de microsatélites ni
alteraciones en los genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2 (ver figura 11). Es
importante el estudio de estas familias para entender los mecanismos
subyacentes de su carcinogénesis colorrectal y poder ofrecer nuevas dianas
terapéuticas potenciales. Asi mismo, la busqueda de genes de
susceptibilidad al cancer en estas familias permitiria la identificacion de
individuos de alto riesgo que se beneficiarian de un seguimiento mas

exhaustivo o de la toma de medidas profilacticas.

En el afio 2005 se describid la incidencia de cancer en este tipo de familias
[58]. Lindor y colaboradores observaron que familias Amsterdam | sin
alteracion en la via MMR presentan una incidencia moderadamente
aumentada para CCR pero no para otro tipo de tumores extracoldnicos, y
que ademds, la edad media de aparicién de CCR en estas familias (61 afios)
es considerablemente mayor que en las familias Lynch (HNPCC-MSI) (49
anos). Lindor y colaboradores sugirieron que estas familias HNPCC sin
alteracion en la via MMR estarian formadas por un grupo heterogéneo de

familias con agregacion de tumores debida al azar en algunos casos, estilos
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de vida compartidos en otros, factores genéticos desconocidos o por
combinaciones de estos tres factores. Sugirieron también el término
“cancer colorrectal familiar tipo X” (FCC-X o HNPCC-X) para diferenciar a
estas familias de las familias HNPCC-MSI con alteracién genética detectada
en alguno de los genes de la via MMR (Sindrome de Lynch).

A partir de aqui varios estudios clinicopatoldgicos se han llevado a cabo en
tumores HNPCC-X observandose siempre una edad de aparicion del CCR
mas tardia que las familias HNPCC-MSI, localizaciéon del tumor
preferentemente distal (colon izquierdo), baja proporcién de tumores
mucinosos y ausencia de infiltrado linfocitario [59-62]. Los resultados de

estos estudios se resumen en la tabla 3.

Tabla 3: Caracteristicas clinicopatolégicas de familias HNPCC que no muestran
alteracion en la via MMR.

AUTORES C.C. F.HNPCC EDAD CCR T.HNPCC LD. MUC. IL.
(%) Dx (%) (%) (%) (%) (%)

Lindor [58] X 44 60,7 43 12,5

Mueller-Koch [59] X 40 55 78,8 9,1 79

Llor [60] X 60 60,2 si 86,7 14,13 0

Valle [61] X 40,6 53 45,8 16,6 79,2 12,5

Abdel-Rahman [62] MS 53,7

Sanchez de Abajo [63] MS 52 61,4

Goel [64] X 51 57 80

C.C.: criterios de seleccion de familias, X: criterios Amsterdam I/1l, MSS: criterios Amsterdam I/Il y
Bethesda, F.HNPCC: porcentaje del total de familias HNPCC, EDAD Dx: edad media de diagndstico
de CCR, CCR: riesgo de CCR, T.HNPCC: riesgo de cualquier otro tumor asociado a HNPCC, L.D.:

localizacidon distal, MUC.: tumores mucinosos, IL.: infiltracién linfocitica

A nivel molecular, hay dos estudios publicados que analizan los cambios
somaticos en tumores HNPCC (segun criterios Amsterdam o Bethesda) sin
alteracion en la via MMR (designadas en esta tesis como HNPCC-MSS, para
distinguirlas de las familias HNPCC-X, ya que no todas cumplen criterios
Amsterdam | o Il) [62, 63]. Ambos autores observan un porcentaje bajo
(39% Abdel-Rahman y 36% Sanchez de Abajo) de tumores HNPCC-MSS con
B-catenina expresada en el nucleo indicando una baja activacién de la via
Whnt. En cuanto a la tasa de mutaciones somaticas en KRAS los dos estudios
difieren (17% Abdel-Rahman y 40,3% Sanchez de Abajo) pero ambos

detectan un porcentaje muy bajo de mutaciones en el gen BRAF (4 y 3,5%
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respectivamente). Abdel-Rahman y colaboradores observan ademds una
mayor proporcion de tumores con el gen PT53 alterado en relacién a los
HNPCC-MSI y un porcentaje alto de tumores que presentan inestabilidad
cromosomica (CIN) (44%).

Mas recientemente se han hecho estudios de metilacion en tumores
HNPCC-X estrictos encontrando una mayor proporcién de tumores que
presentan hipometilacion global en comparacion con tumores Lynch o
esporadicos [64].

Los datos de estos trabajos se resumen en la tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas moleculares de familias HNPCC que no muestran
alteracion en la via MMR.

AUTORES CRIT. Bcat. p53 KRAS BRAF CIN+ MET.
(%) (%) (%) (%) (%)

Abdel-Rahman [62] MSS 39 44 17 4 44

Sanchez de Abajo [63] MSS 36,4 40,3 3,5

Goel [64] X 31,8 0 100

CRIT: criterios de seleccién de familias, X: criterios Amsterdam 1/1l, MSS: criterios Amsterdam /Il y
Bethesda, Bcat.: expresidn nuclear de B-catenina, p53: expresion positiva de p53, KRAS: mutacion

somatica en KRAS, CIN+: inestabilidad cromosdmica, MET.: hipometilacion global

Tanto las diferencias clinicopatolégicas como las diferencias moleculares
encontradas en estos tumores permiten clasificarlos como una entidad
distinta dentro de las rutas carcinogénicas descritas hasta ahora sugiriendo
que nuevas formas de inestabilidad gendmica puedan estar actuando en

este grupo de familias.

1.4.1.3. Poliposis hamartomosa

Son sindromes muy poco frecuentes que se caracterizan por presentar un
numero elevado de pélipos hamartomosos en el intestino. Estos pdélipos son
benignos pero se ha visto que alguno de estos sindromes se acompafia
también de un riesgo aumentado a padecer CCR. En su conjunto, estos

sindromes explicarian menos del 0,1% de los CCR.
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1.4.1.3.1. Sindrome de Peutz-Jeghers: SPJ

Sindrome autosémico dominante que se caracteriza por la presencia de
multiples polipos hamartomosos a lo largo de todo el tracto gastrointestinal
que suelen producir obstruccion intestinal y sangrado a partir de la primera
década de vida. Se acompafia de pigmentacion mucocutanea y un riesgo
elevado a padecer canceres gastrointestinales y también otros
extracoldnicos como cancer de mama o de pdancreas [36]. Concretamente
se estima un riesgo del 39% de sufrir CCR a los 65 afos de edad [65].

La mayoria de los casos se asocia a una mutacién en el gen supresor de
tumor STK11 (LKB1) que codifica para una proteina implicada
principalmente en la regulacion de la polaridad celular y también en la

regulacion del ciclo celular y de la via Wnt [65].

1.4.1.3.2. Sindrome de Poliposis Juvenil: SJIP

Sindrome autosémico dominante que se caracteriza por presentar multiples
polipos hamartomosos en el tracto gastrointestinal normalmente
diagnosticados antes de la adolescencia. Presenta un riesgo del 39% de
sufrir CCR a lo largo de su vida y riesgos algo menores de sufrir cualquier
otro tipo de cancer gastrointestinal [66].

Se asocia mutaciones en los genes SMAD4, BMPR1A y ENG; los tres son
genes supresores de tumor implicados en la ruta de TGFB implicada en la

carcinogénesis colorrectal [67].

1.4.1.3.3. Sindrome de Cowden

Sindrome autosdémico dominante caracterizado por la presencia de
multiples polipos hamartomosos en distintos tejidos como mama, tiroides,
piel, Sistema Nervioso Central y tracto gastrointestinal. Se acompafiia de un
riesgo elevado de padecer distintos tipos de cdncer, sobre todo cancer de
mama, tiroides y endometrio [68]. Si existe un riesgo aumentado a padecer

CCR no esta claro.
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En el 80% de los casos se asocia a mutaciones en el gen PTEN; gen supresor
de tumor que actua regulando negativamente la ruta PI3K implicada en la

carcinogénesis colorrectal [68].

2. DANO OXIDATIVO

Se define como ROS a un grupo de moléculas derivadas del oxigeno (perdxidos y
radicales libres) que son altamente reactivas pudiendo oxidar a biomoléculas.
Los ROS se generan constantemente en la célula como subproductos del
metabolismo aerdbico pero también pueden tener un origen exdgeno a
consecuencia de la exposicidén a radiaciones ionizantes, drogas u otros agentes
oxidantes [69].

La primera linea de defensa contra el ataque de ROS son los antioxidantes, que
transforman a los ROS en especies menos reactivas. Cuando aumenta el
cociente entre ROS y moléculas antioxidantes se habla de un estrés oxidativo y
entonces el dafio de biomoléculas puede ocurrir.

El dano oxidativo puede afectar a lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Pero
quiza el dafo mas importante sea en el DNA ya que a diferencia de las
proteinas, lipidos y RNA, el DNA no se renueva y su daino puede ser deletéreo o
propagarse tras la division celular a no ser que sea reparado [70].

Dentro del dafio producido en el DNA, existen distintos de tipos de cambios
quimicos (oxidacién de bases, generacion de sitios abdasicos y roturas de cadena
sencilla) que pueden dar lugar a una inestabilidad gendmica conduciendo bien a
una muerte celular programada o a procesos carcinogénicos [69, 71].

Uno de los dafios mas importantes en el DNA debido a la oxidacion por ROS es
la modificacién de la guanina a 80HdG, ya que es el producto mas abundante y
estable [72].

La 80HAG se genera tanto en el DNA como en el pool de nucledtidos celular. Su
poder mutagénico radica en su capacidad para aparearse tanto con la adenina
como con la citosina durante el proceso de replicacién del DNA, de tal manera
gue conduce a un incremento en la tasa de transversiones G>T [26]. Aumentos
de los niveles de 80HdG se han observado en diversos tipos de cancer [73] y

particularmente en cdncer colorrectal [74, 75].
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En la célula existen distintos mecanismos que van a combatir el dano oxidativo
una vez producido [76]:

1.- Arresto del ciclo celular para dar tiempo a la reparacién del dafio antes de
comenzar su siguiente ciclo de replicacion y divisidn celular.

2.- Reparacion del daino mediante vias reparadoras.

3.- Si el dafio del DNA es muy grande se ponen en marcha mecanismos de

apoptosis.

2.1. Vias de reparaciéon BER

La via BER es la encargada de reparar las bases oxidadas en el DNA. Esta via de
reparacion es iniciada por distintas DNA glicosilasas substrato especificas que
reconocen la base dafada y la eliminan del DNA mediante la hidrolisis del
enlace N-glicosilico que une la base al azucar fosfato. Se genera asi un sitio
abasico que posteriormente es rellenado por una polimerasa y una ligasa
mediante dos estrategias distintas; una ruta corta en la que solamente el sitio
abasico es resintetizado mediante la polimerasa B (producto del gen POLB) y la
DNA ligasa Il (producto del gen LIG3) asociadas al producto del gen XRCC1 y
una ruta larga en la que varios nucleétidos vecinos son también resintetizados
por medio de varias DNA polimerasas dependientes de los productos de los
genes PCNA, FEN1 y la LIG1 [77, 78] (figura 12).

Dos DNA-glicosilasas distintas son las encargadas de reparar especificamente la
80HdG incorporada en el DNA:

Oggl (gen OGG1) es una DNA-glicosilasa bifuncional (con actividad glicosilasa-
liasa) que reconoce e hidroliza especificamente la 80HdG cuando se encuentra
emparejada con C generando un sitio abasico que posteriormente corta gracias
a su actividad liasa [79].

MutY (MUTYH) es una DNA-glicosilasa monofuncional que reconoce e hidroliza
especificamente la A emparejada con 80OHdG generando un sitio abasico [80].
Se ha visto que los sitios abasicos generados por Oggl siguen una ruta corta de
resintesis dependiente de Xrccl mientras que aquellos generados por MutY se

resintetizan siguiendo una ruta larga dependiente de PCNA [81].
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Figura 12: Via de BER [78]. Distintas DNA-glicosilasas reconocen
especificamente bases modificadas y generan sitios abasicos
mediante hidrdlisis del enlace N-glicosidico. Se genera un corte en el
sitio abdsico gracias a la actividad liasa de algunas DNA glicosilasas
bifuncionales o gracias a la endonucleasa APEX1 en el caso de DNA
glicosilasas monofuncionales. A partir de aqui el sitio abasico se va a
regenerar por dos vias distintas dependiendo de la DNA glicosilasa
que haya iniciado el proceso de reparacion: a) Ruta corta (caso de
Oggl) en la que la DNA polimerasa B regenera el nucleétido
correspondiente y la DNA ligasa Ill completa la reparacién. b) Ruta
larga (caso de hMutY) en la que varias DNA polimerasas estimuladas
por PCNA van a resintetizar entre 3-6 nucleétidos vecinos. La
endonucleasa FEN1 escinde los nucleétidos antiguos y la ligasa |
completa el proceso sellando el corte.

OGG1: 8-hidroxiguanina DNA-glicosilasa; MUTYH: adenina DNA-glicosilasa
homodloga de MutY; APEX1: endonucleasa 1; POLB: DNA polimerasa 3; POLD: DNA
polimerasa 6; FEN1: endonucleasa 1 especifica de estructura flap; LIG3: DNA ligasa

Ill; LIG1: DNA ligasa I; PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular; XRCC1:
proteina reparadora de DNA XRCC1.
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Una tercera enzima; Mthl (MTH1(NUDT1)) hidroliza directamente la 8OHdGTP
originada en el pool de nucleétidos celular previniendo su incorporacién al
DNA naciente [82].

La accidn conjunta de estas tres enzimas constituye el principal mecanismo

reparador de la 80OHdG en mamiferos (ver figura 4).

Una deficiencia en estas enzimas reparadoras aumentaria la tasa de
transversiones G>T lo que también podria aumentar el riesgo de cancer. Por
este motivo los genes que codifican estas proteinas son buenos candidatos
para la buisqueda de variantes genéticas que puedan estar asociadas al riesgo
de cancer.

Durante estos ultimos afios se han ido encontrando evidencias que relacionan
estas enzimas con el riesgo de padecer cancer:

El gen MUTYH se ha asociado al sindrome de MAP [28] que ya se ha descrito en
un apartado anterior, el gen OGG1 se ha localizado en la regidn cromosdmica
3p26.2 [83] la cual se ha visto que presenta LOH en muchos tumores [84].
También se ha observado un aumento de transversiones G>T y elevados
niveles de 80HdG en lineas celulares colorrectales que no presentan
inestabilidad a microsatelites ni inestabilidad cromosdmica [85, 86].

Por otro lado se han publicado numerosos estudios de asociacion de
polimorfismos encontrados en genes de la via BER que actian como factores
de riesgo en diferentes tipos de cancer [87-98]. Particularmente en cancer
colorrectal, se han publicado estudios sobre variantes de genes implicados en
la via BER en distintas poblaciones que en algunos casos muestran asociacion y
en otros no [28, 41, 99-105].

3. HAPLOTIPO YIN-YANG

En el estudio de enfermedades complejas, como es el caso del cancer, los
estudios de asociacién (estudios caso-control) son herramientas muy
importantes ya que nos permiten estimar el impacto de una variante genética
en el riesgo a desarrollar una enfermedad dada en la poblacidn de estudio.

Durante las ultimas décadas se han encontrado numerosos SNPs asociados a

enfermedades complejas. La base de esta asociacion SNP-enfermedad radica no
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solo en la posibilidad de una accién directa del SNP sobre el riesgo a desarrollar
la enfermedad, sino también en la posibilidad de asociacion del SNP con Ia
alteracion genética causante de la enfermedad.

De la misma manera también se han encontrado haplotipos que han mostrado
asociacion con enfermedades mediante estudios caso-control. Un haplotipo se
puede definir como una combinacion de alelos (SNPs) en una regidn
cromosémica (de tamafio variable) que se suele transmitir en bloque debido a
su baja frecuencia de recombinacién genética durante la meiosis. Si una
mutacién ocurre en un haplotipo dado, esta mutaciéon se asociard a este

haplotipo hasta que nuevos eventos mutacionales o de recombinacidn ocurran.

Dado el alto nimero de polimorfismos en el genoma humano, cabria esperar
una variabilidad muy grande de haplotipos distintos para una region
cromosémica dada. Pero esto no es siempre asi; hace unos anos se han
identificado numerosas regiones cromosémicas (aproximadamente el 75-80%
del genoma humano) que muestran un patrén de haplotipos particular llamado
“Yin-Yang”. Los haplotipos Yin-Yang son pares de haplotipos que difieren en
cada uno de los SNP que conforman el haplotipo. Son haplotipos totalmente
complementarios y que ademas representan a la mayoria de los haplotipos
existentes en esa regidn en particular [106].

Este patron de haplotipos es sorprendente ya que seria justo lo contrario de lo
gue uno se esperaria encontrar bajo la hipdtesis de un origen de haplotipos
mediante un proceso secuencial de mutaciones [107]. Se ha sugerido que el
origen de los haplotipos Yin-Yang puede radicar en un efecto fundador debido a
la mezcla de dos poblaciones bien diferenciadas sumado a un efecto de
seleccion o deriva genética [107].

Que solo dos haplotipos expliquen la mayor parte de la variabilidad haplotipica
en una region cromosémica dada, implica que una buena parte de la poblacion
presentard un diplotipo homocigoto para alguno de los dos haplotipos Yin o
Yang. Se podria uno plantear que la similitud entre cromosomas homadlogos en
una regiodn particular podria favorecer procesos de recombinacion homdloga
gue en Ultima instancia podrian conducir a la inactivacién de genes supresores
de tumor aumentando la susceptibilidad al cancer. De hecho, al comparar las
frecuencias de recombinacion en SNPs con MAF menor de 0,1% y localizados en
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regiones con patréon Yin-Yang y regiones sin patron Yin-Yang, se observa una
mayor recombinacion en zonas Yin-Yang [106].

Se ha observado un patron de haplotipos Yin-Yang en numerosos genes
implicados en cancer tanto en poblacién CEU(CEPH) [108, 109] como en

poblacion espafiola [110].

Como apartado anexo al objetivo principal de esta tesis, se ha incluido un nuevo
abordaje de los estudios caso-control en el que lo que se quiere analizar no es
una variante genética sino una variante estructural como puede ser el diplotipo
Yin-Yang en genes supresores de tumor y su asociacion o no al riesgo de

padecer cancer.
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1)

2)

3)

El primer objetivo de esta tesis es analizar la implicacidon de la principal
via de reparacion de la 80OHdG en la carcinogénesis colorrectal en un
grupo bien definido de familias como son las familias HNPCC-X pero
cuyas causas de susceptibilidad son desconocidas. Para intentar cumplir
este objetivo se han seguido dos lineas de estudio:

a) Busqueda y analisis de variantes en los genes OGG1, MUTYH y MTH1

en familias HNPCC-X
b) Estudio del dafio oxidativo producido por 80HdG en el DNA de

tumores correspondientes a familias HNPCC-X

Como segundo objetivo se pretende analizar el estado de la via Wnt en
tumores HNPCC-X y HNPCC-MSI y establecer diferencias en cuanto a la
expresion de distintas proteinas relacionadas con esta via: B-catenina
(CTNNB1), c-myc (MYC), ciclina D1 (CCND1) y foxO3 (FOXO03).

El tercer y ultimo objetivo consiste en indagar en nuevas posibles formas
de inestabilidad genética que puedan actuar en el CCR y mas
particularmente en este grupo de familias. Para ello se postula que la
similitud entre regiones cromosémicas homologas pueda afectar a la tasa
de recombinacién y por tanto pueda favorecer la inactivacion de genes
supresores de tumor desencadenando procesos carcinogénicos. Para
testar esta hipodtesis se elige el diplotipo Yin-Yang del gen APC como
variante genética y se estudia su asociacion con CCR en familias HNPCC-

X, y una serie de CCR esporadico-MSS.
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1. POBLACIONES Y CRITERIOS DE SELECCION

1.1. Poblacion de estudio HNPCC-X

Para el presente estudio se seleccionaron familias atendidas durante los anos
1999-2010 en la Consulta de Consejo Genético del Servicio de Oncologia del

HCSC. Los criterios de seleccion fueron los siguientes:

Tabla 5: Criterios de seleccion para familias HNPCC-X.

AMSTERDAM | [48]

Al menos 3 familiares afectados de CCR.

Al menos dos generaciones sucesivas deben estar afectadas.

Al menos dos de los familiares afectos deben estar emparentados en primer grado.
Al menos uno de los tumores debe ser diagnosticado antes de los 50 afios.

La Poliposis Familiar Adenomatosa debe ser excluida.

AMSTERDAM [49]

Al menos 3 familiares afectados de CCR u otro tipo de tumor asociado al Sindrome de
Lynch (cdncer de endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal).

Al menos dos generaciones sucesivas deben estar afectadas.

Al menos dos de los familiares afectos deben estar emparentados en primer grado.
Al menos uno de los tumores debe ser diagnosticado antes de los 50 afios.

La Poliposis Familiar Adenomatosa debe ser excluida.

Al menos 3 familiares afectados de CCR u otro tipo de tumor asociado al Sindrome de
Lynch (cancer de endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal). Se incluye
también el cancer gastrico como sindrome asociado.

Al menos dos generaciones sucesivas deben estar afectadas.

Se acepta que no haya dos familiares afectos emparentados en primer grado si el
numero de casos en la familia es elevado en al menos dos generaciones sucesivas y
existe una fuerte sospecha de herencia vertical.

Al menos uno de los tumores debe ser diagnosticado antes de los 55 afios.

La Poliposis Familiar Adenomatosa debe ser excluida.
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Criterios Clinicos:

Se seleccionaron familias que al menos cumpliesen uno de los siguientes
criterios clinicos:

1.-Criterios Amsterdam | [48] (tabla 5).

2.-Criterios Amsterdam Il [49] (tabla 5).

3.-Criterios de Alto Riesgo (definidos para este estudio). Basicamente consisten
en los mismos criterios Amsterdam pero menos estrictos en cuanto a la edad
de diagndstico e incluyendo el cdncer gastrico como cdncer HNPCC asociado
(tabla 5).
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Criterios Moleculares:

Dentro del grupo de familias que cumplen los criterios clinicos establecidos en
el apartado anterior, se tuvieron en cuenta los siguientes criterios moleculares:
1.- Ausencia de inestabilidad de microsatélites en los tumores seleccionados.
2.- Expresion positiva demostrada de las proteinas reparadoras Mlhl, Msh2,
Msh6 y Pms2 o en su defecto ausencia de mutacion patogénica en los genes
MLH1, MSH2 y MSH6.

En dos familias (CC-26 y CC-160) no se pudieron llevar a cabo estudios de
inestabilidad e inmunohistoquimica por falta de muestra tumoral y solo se
realizaron estudios genéticos en los genes MLH1, MSH2 y MSH6 en los

familiares afectados.

En total se reunieron 42 familias HNPCC-X de las cuales 29 cumplen criterios
estrictos Amsterdam I/1l y 13 cumplen los criterios de Alto Riesgo establecidos
para este estudio. Los individuos afectados de estas familias presentan edades
de aparicién del cancer que van desde los 28 hasta los 84 afios con una media
de 56,7+6,3. Los datos descriptivos de cada una de las familias se muestran en
el anexo 1. Y los datos de los familiares participantes en el estudio se indican

en el anexo 2.

Las técnicas empleadas para los andlisis moleculares que han ayudado a la
seleccion de estas familias se muestran en el apartado 1.6.
Para realizar este estudio se pidieron consentimientos informados a todos los

participantes y se revisaron las historias personales y familiares de cancer.

1.2. Poblacion HNPCC-MSI

Para los distintos estudios, se incluyé una poblacidon de pacientes HNPCC-MSI
atendidos en la consulta de Consejo Genético del HCSC entre los afios 1999-
2010. Los criterios clinicos de seleccion de estos pacientes fueron los mismos
que los empleados para la seleccion de familias HNPCC-X y los criterios
moleculares fueron los siguientes:

1.-Presencia de inestabilidad de microsatélites en tumores seleccionados.
2.-Deteccidon de mutacién patogénica en alguno de los genes integrantes de la
via MMR: MLH1, MSH2, y MSH6.
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En total se reunieron 48 familias HNPCC-MSI de las cuales 43 cumplen criterios
estrictos Amsterdam I/Il y 2 cumplen los criterios clinicos de Alto Riesgo
establecidos previamente para la seleccidon de familias HNPCC-X. Los individuos
afectados de estas familias presentan edades de aparicion del cancer que van
desde los 15 hasta los 75 afos con una media de 46,2+4,8. Los datos
descriptivos de cada una de las familias se muestran en el anexo 3 y los datos

de los familiares participantes en el estudio se indican en el anexo 4.

Las técnicas empleadas para los analisis moleculares que han ayudado a la
seleccion de estas familias se muestran en el apartado 1.6.
Para realizar este estudio se pidieron consentimientos informados a todos los

participantes y se revisaron las historias personales y familiares de cancer.

1.3. Poblacion MUTYH

Para el analisis del dafio oxidativo se incluyeron 29 tumores colorrectales
pertenecientes a 28 pacientes escoceses portadores de mutacién patogénica
en el gen MUTYH. 15 de estos pacientes presentan mutacién bialélica en el gen
MUTYH y de éstos, 13 han sido diagnosticados de MAP. Los 13 pacientes
restantes son portadores de mutacién monoalélica y no presentan poliposis. La
edad de aparicion del cdncer se sitla entre 20 y 78 afios con una media de
51,2+12,7. En el anexo 5 se describen estos pacientes.

Se dispusieron de cortes de tumor en parafina de 21 tumores distintos y de

DNA tumoral de 17 tumores.

También se incluyeron 5 cortes parafinados de tumores esporddicos de colon
pertenecientes a pacientes escoceses sin mutaciéon germinal detectada en
MMR o MUTYH (CCResp-SC).

Estas muestras han sido cedidas por la Dra. Susan Farrington, “Colon Cancer

Genetics Group”, Western General Hospital, Edinburgh, UK.

& | Material y Métodos



& | Material y Métodos

SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

1.4. Poblacion CCR esporadico: CCR-ESP

Para los distintos estudios de asociacidn, se incluyeron 218 muestras de DNA
de sangre periférica de pacientes con CCR esporadico diagnosticados entre los
aflos 1998 y 2005 en el Hospital Clinico San Carlos y bajo consentimiento
informado de cada participante. Las edades de diagndstico en esta poblacidn
oscilan entre 25 a 90 afos con una media de 68+14 afios. La proporcién de

mujeres esta en torno al 45%.

1.5. Poblacion control

Como poblacion control en los estudios de asociacidn, se incluyeron 276
muestras de DNA de sangre periférica de voluntarios sin historia personal de
cancer.

La poblacién control fue reclutada en el centro de extracciones del HCSC previo
consentimiento informado de cada uno de los participantes. Raza, edad y sexo
son comparables a los de la poblacion de estudio. La edad media se sitla en

torno a 63,2+18,3 afios y la proporcion de mujeres en torno al 64%.

Para el estudio de los haplotipos Yin-Yang se incluyeron 129 muestras mas de
DNA de sangre periférica de voluntarios sin historia personal de cancer. De la
misma manera, estas muestras fueron reclutadas en el centro de extracciones
del HCSC previo consentimiento informado de cada uno de los participantes. La
edad media de los 405 participantes se situa en torno a 53,53+18,8 afios y la

proporcion de mujeres en torno al 67%.

1.6. Analisis moleculares en familias HNPCC-X y HNPCC-MSI
1.6.1. Inestabilidad de microsatélites

Para la determinacidén de la inestabilidad de microsatélites en tumores CCR se
analizdé el panel de 5 marcadores de Bethesda (BAT25, BAT26, D5S346,
D2S123 y D17S250) [53]. La amplificacion vy visualizacion de estos
microsatélites se llevd a cabo de acuerdo a protocolos establecidos

previamente en nuestro laboratorio [56].
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Los tumores que mostraron inestabilidad en al menos 2 microsatélites se
consideraron MSI, y solo aquellos que no mostraron ningun microsatélites
alterado se consideraron MSS. Los tumores con un solo microsatélite

inestable (MSI-L) no se consideraron en este estudio.

1.6.2. Estudio de expresion de las proteinas Mlh1l, Msh2, Msh6 y Pms2

La expresion de las proteinas Mlh1, Msh2, Msh6 y Pms2 en tejido tumoral se
analizé por inmunohistoquimica en cortes de 3 um de grosor de bloques de
tumor parafinado y de acuerdo a protocolos establecidos previamente en
nuestro laboratorio [56]. El porcentaje de nucleos positivos fue evaluado por
dos patdlogos distintos. Mas de un 10% de nucleos tefiidos se consideré como

indicador de expresion positiva.

1.6.3. Busqueda de mutaciones en los genes MMR

Se analizaron todas las secuencias codificantes y uniones intréon-exén de los
genes MLH1, MSH2 y MSH6 por DGGE y se secuenciaron de acuerdo a
protocolos establecidos previamente en nuestro laboratorio [111, 112].

También se buscaron reordenamientos gendmicos en los genes MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 mediante MLPA con los kits PO03 y PO0O8 (MRC-Holland) segun

el protocolo facilitado por el fabricante.

2. OBTENCION DE MUESTRAS

2.1. Sangre

A cada participante se le extrajeron 10 mL de sangre venosa periférica en tubos

con anticoagulante EDTA K3 y bajo consentimiento informado.
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2.1.1. DNA

Se extrajo DNA de cada muestra de sangre periférica segun la técnica de
“Salting Out” [113] o bien con el extractor automatico MagnaPure® (Roche)
segun el protocolo recomendado por el fabricante.

La concentracidén y calidad del DNA se estimd con el espectrofotometro
NanoDrop® 1000 (Thermo Scientific).

2.1.2. RNA/cDNA

Se extrajo RNA total de cada muestra de sangre periférica con el extractor
automatico MagnaPure® (Roche) segun el protocolo recomendado por el
fabricante.

La concentracion y calidad del RNA se estimé con el espectrofotdémetro
NanoDrop® 1000 (Thermo Scientific).

Para la sintesis de cDNA a partir de RNA total se empled el kit “SuperScript™
First-Strand ~ Synthesis  System” (Invitrogen™) segun el protocolo
recomendado por el fabricante y utilizando hexameros aleatorios como

iniciadores de la sintesis de cDNA.

2.2. Bloques de tumor parafinado

Se solicitaron, bajo consentimiento informado, bloques de parafina
conteniendo tejido tumoral colorrectal perteneciente a familias HNPCC-X vy
HNPCC-MSI.

2.2.1. DNA de células tumorales

Para la extraccion de DNA tumoral se realizaron 6 cortes de 10 um de grosor
de tejido tumoral embebido en parafina. La zona tumoral fue delimitada
mediante una tincibn con hematoxilina-eosina por un patdlogo
experimentado asegurando un contenido tumoral minimo del 80%. La zona
de tejido no delimitada se elimind con una cuchilla llevdndose a cabo el

procedimiento de extraccién solamente en la zona tumoral sefialada.
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Para desparafinar el tejido se sumergieron los cortes en Xileno durante 15
minutos y posteriormente se limpiaron los restos de Xileno sumergiendo los
cortes en Etanol absoluto durante 15 minutos. Se recogié toda la muestra en
un tubo de 2 mLy se centrifugd 10 minutos a 13500 rpm. Se decantd y se lavd
el pellet con Etanol 70%. Tras volver a centrifugar a 13500 rpm durante 10
minutos se dejd secar el pellet a temperatura ambiente un minimo de 10
minutos.

En la gran mayoria de las muestras |la extraccion de DNA se hizo con el kit
”O,IAamp@ DNA FFPE Tissue” (Qiagen®) segun el protocolo facilitado por el
fabricante y mediante el procesador automatico “QlAcube” (Qiagen®).

En una minoria, la extraccion de DNA se llevd a cabo mediante una digestion
con proteinasa K (Roche) y purificacion con fenol/cloroformo segun
protocolos previamente descritos en nuestro laboratorio [114].

En cualquier caso, la concentracion y calidad del DNA se estimé con el

espectrofotdmetro “NanoDrop® 1000” (Thermo Scientific).

2.2.2. Tissue MicroArray

Un TMA consiste en una colecciéon de muestras de distintos tejidos en un solo
portaobjetos permitiendo asi el andlisis de un nimero elevado de tumores a
la vez. Las ventajas del TMA no solo son el ahorro de reactivos y de tiempo en
la obtencion de resultados sino también la disminucidn de la variacion inter-
ensayo permitiendo entonces una mejor comparacion entre las muestras.
Para facilitar los estudios de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica en
tumores CCR, se disefiaron dos TMA que incluyeron un total de 85 muestras
de tumores, por duplicado, pertenecientes a 69 familias distintas: 31 familias
HNPCC-X y 38 familias HNPCC-MSI.

Para la elaboracién del TMA se hicieron tinciones hematoxilina-eosina en
cortes de 4 um de cada uno de los bloques tumorales y un patélogo
experimentado valord y delimitd las zonas tumorales. Se recogieron cilindros
de tejido tumoral de 1 mm de didmetro de cada bloque y se distribuyeron en
un nuevo bloque de parafina virgen utilizando un “Tissue-Arrayer” (modelo
MTA1675 Beecher Instrument. Inc.) y dejando siempre una distancia de 0,5
um con las muestras adyacentes. En total, las muestras tumorales se

distribuyeron en dos TMAs (figura 13).
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Figura 13: Disefio de TMAs. a) Delimitacidon de la zona tumoral mediante tincién
con hematoxilina-eosina. b) Disefio de los TMAs 1 y 2. Cada TMA contiene dos
duplicados. Los circulos rojos simbolizan muestras de tumores HNPCC-X, los azules
son muestras de tumores HNPCC-MSI, los verdes muestras control de tejido normal
de colon y los amarillos muestras control de tejido tumoral de amigdala. La posicion
exacta de los tumores HNPCC-X en el TMA viene indicada en la tabla M2 y para los
tumores HNPCC-MSI en la tabla M4. Cada muestra equivale a un cilindro de tejido
de 1um de didmetro. La distancia entre muestras es de 0,5 um.

Finalmente se realizaron cortes de 3 um de grosor de cada bloque de TMA

para posteriores ensayos de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.

BUSQUEDA DE MUTACIONES GERMINALES EN GENES REPARADORES
DEL DANO OXIDATIVO

3.1. Amplificacion y secuenciacion de los genes OGG1l, MTH1 y
MUTYH

Se hizo el estudio genético de los genes implicados en la reparacion del la
80HdG en DNA de sangre periférica de los casos indice de las 42 familias
HNPCC-X seleccionadas. Se consideré como caso indice a aquel familiar que
presentase la edad mdas temprana de aparicion del cancer entre todos los

familiares participantes.

Se analizaron todas las secuencias codificantes y las uniones intréon-exén de los
genes OGG1, MTH1 y MUTYH mediante amplificacion por PCR y secuenciacion
capilar. Los cebadores utilizados tanto para amplificar estas regiones como
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para su posterior secuenciacidon se muestran en el anexo 6. Para su disefio se
empled el programa online Primer3 v.0.4.0 [115] bajo las condiciones
establecidas por defecto.

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de
25 plL conteniendo 50 ng de DNA gendmico, 1X PCR buffer (Ecogen SRL), 0,2
UM de cada cebador, 100 uM de cada deoxinucleétido (Promega), 1,5 mM
MgCl, y 0,5 Unidades de Eco-Taqg DNA polimerasa (Ecogen).

Las reacciones se sometieron al siguiente programa de amplificacion:
desnaturalizacidn inicial a 94 2C durante 4 minutos; 5 ciclos de amplificacidon
inicial con una desnaturalizacidon a 94 eC durante 30 segundos, hibridacién a 58
oC durante 30 segundos y extensiéon a 72 C durante 30 segundos; 30 ciclos de
amplificacién con una desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
hibridacion a 55 2C durante 30 segundos y extensiéon a 72 2C durante 30
segundos y una extension final de 7 minutos a 72 °C.

Los productos de amplificacidon fueron sometidos a electroforesis en geles de

agarosa al 2% y visualizados mediante tincién con Bromuro de Etidio.

Para su secuenciacion, los productos de amplificacién se diluyeron entre 2 y 10
veces de acuerdo a la intensidad de la banda amplificada. Se secuenciaron
ambas hebras, directa y reversa, de cada fragmento de amplificacion.

Las reacciones de secuencia se llevaron a cabo en un volumen final de 10 pL
conteniendo 1 uM del cebador, 8 uL del producto de amplificacién diluido y 1
uL de ABI Prism’ Big Dye® Terminator v1.1 Ready Reaction mix (Applied
Biosystems'™).

Las reacciones se sometieron al siguiente programa de amplificacion:
desnaturalizacion inicial a 94 2C durante 10 segundos; 25 ciclos de
amplificacién con un paso de desnaturalizacion a 94 2C durante 10 segundos,
hibridacién a 50 2C durante 10 segundos y extensidn a 60 2C durante 2 minutos
y una extension final de 7 minutos a 60 2C.

Los productos se purificaron mediante el kit BigDye® XTerminator™ (Applied
Biosystems'') segtin el protocolo facilitado por el fabricante y se sometieron a
secuenciacion capilar por los autoanalizadores ABI Prism” 310 o ABI Prism’

3130 (Applied Biosystems™') segtin las recomendaciones del fabricante.
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3.2. Analisis de variantes encontradas

Se hicieron los siguientes analisis in silico en cada una de las variantes
encontradas en los genes de reparacion de la 80HdG a través de distintos
programas online:

Se utilizo el programa de alineamiento de multiples secuencias ClustalW2 [116]
para poder estimar el grado de conservacion del aminoacido afectado. Para el
alineamiento de cada variante se incluyeron 10 proteinas homodlogas
pertenecientes a las especies Homo sapiens, Pan troglodites, Canis familiaris,
Mus musculus, Rattus norvegicus, Danio rerio, Xenopus tropicalis, Arabidopsis
thaliana, Saccharomyces cerevisiae y Streptococcus mutans y siempre bajo los
parametros establecidos por defecto en el programa.

Se utilizaron dos programas, Polyphen [117] y SIFT [118] , para estimar el
posible impacto de un cambio concreto de aminoécido en la estructura y/o
funcién de la proteina.

SIFT hace una prediccion del grado de tolerancia de un determinado cambio de
aminodacido basandose en multiples alineamientos con secuencias homologas
extraidas de la base de datos del NCBI. Se analizaron las substituciones
encontradas en las proteinas Oggl (gi:12653743), Mth1 (gi:40288286) y hMutY
(gi:21902514) bajo los parametros establecidos en el programa por defecto.
Polyphen clasifica la variante segun una estimacién de la probabilidad del dafio
en la estructura y/o funcion de la proteina. Esta clasificacion se hace teniendo
en cuenta los sitios especificos de la proteina (utilizando la base de datos
UniProt), el espectro de substituciones observadas en una posicién dada entre
proteinas homologas, y la estructura espacial de la proteina (segun las bases de
datos PDB o PQS) siempre que sea posible. Se analizaron las substituciones
encontradas en las proteinas Oggl (Acc 015527), Mth1 (Acc A4D205) y hMutY
(Acc 190358497) bajo los pardmetros establecidos en el programa por defecto.
El programa HSF (v.2.4.1) [119] se utilizd para estimar el efecto potencial de
cada una de las variantes sobre los donadores y aceptores de splicing del RNA
asi como la probabilidad de aparicidn de nuevas secuencias de splicing. Es una
herramienta que calcula las probabilidades de activacion o inhibicién de
secuencias de splicing por medio de dos algoritmos distintos (HSF y MaxEnt)
basados en la comparacién de multiples secuencias conseso de splicing. Se hizo

un andlisis de mutaciones de las variantes encontradas utilizando los
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transcritos ENST00000344629 (OGG1), ENST00000343985 (MTH1) vy
ENST00000372115 (MUTYH) y marcando un minimo de 100 nucledtidos

intrénicos en los extremos 3’ y 5’ de los exones.

3.2.1. Analisis de segregacion de variantes

Con el fin de analizar si las variantes encontradas segregan con la
enfermedad, se hizo el andlisis genético en todos los familiares
pertenecientes a las familias portadoras de variantes con una frecuencia
alélica menor del 5%.

El andlisis se llevd a cabo por secuenciacién directa del amplicon afectado

segun los protocolos descritos en el apartado 3.1.

3.2.2. Anadlisis de splicing en la variante 0GG1-R46Q

donadorde splicing il activo

donadorde splicing il inactivo
(retencionintron 1)

PCR1

Figura 14: Disefio de amplicones para el andlisis de splicing de la variante OGG1-
R46Q Esquema de las PCRs disefiadas para la amplificacion del cDNA de pacientes
portadores y no portadores de la variante OGG1-R46Q. Los exones se representan
en barras de distintos colores indicando el nimero correspondiente en su interior.
Los intrones se representan con lineas. En rojo se representa el transcrito esperado
de OGG1 en el caso de la inactivacién del donador de splicing i1 (retendria el intrén
1 completo).

Las lineas discontinuas indican un splicing alternativo que da lugar a la isoforma .

PCR1= PCR externa especifica de cDNA.

PCR2 y PCR3= PCR internas para la amplificacion selectiva de cDNA normal y cDNA portador de la
insercion del intrén 1 respectivamente.
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Para estudiar el grado de inactivacion del donador de splicing del exon 1 en
portadores de la variante OGG1-R46Q, se analizaron los transcritos a nivel de

cDNA mediante dos aproximaciones distintas que se detallan a continuacion.

3.2.2.1. Analisis de splicing por secuenciacion

Como se indica en las figuras 14 y 15, se amplific6 el cDNA con dos
cebadores situados entre el exén 1y exdn 4 de OGG1 (las secuencias de los
cebadores se muestran en el anexo 7).

En todos los casos las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un
volumen final de 20 pL conteniendo 1 pL de cDNA, 1X PCR Gold Buffer
(Applied Biosystems™), 0,2 uM de cada cebador, 100 uM de cada
deoxinucledtido (Promega), 2,5 mM MgCl,, 0,8 Unidades de AmpliTaq® Gold
DNA polimerasa (Applied Biosystems™).

Las reacciones se sometieron al siguiente programa de amplificacion:
desnaturalizacion inicial a 95 2C durante 10 minutos; 40 ciclos de
amplificacion con una desnaturalizacion a 94 9C durante 30 segundos,
hibridacion a 58 2C durante 30 segundos y extensidon a 72 9C durante 1
minuto; y una extension final de 7 minutos a 72 °C.

Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en geles de

agarosa al 2% y visualizados mediante tincién con Bromuro de Etidio.

PCR1 PCR
exonl-exond SECUENCIACION
4 oligointron1
_ 1079pb (t. 11) > [ SECUENCIACION
‘TTW  ssspb(t.N) >
purificacion banda
oligoexon2

Figura 15: Analisis de splicing de la variante OGG1-R46Q, por secuenciacion. A
partir de una amplificacion especifica de cDNA entre los exones 1y 4 se lleva a cabo
la secuencia de los dos productos de la PCR1. Para amplificar especificamente el
transcrito que contiene el intron 1 se emplea un cebador reverso contenido en el
intron 1. Para amplificar selectivamente el transcrito normal, se extrae la banda
correspondiente del gel de agarosa y se secuencia con un cebador reverso situado
en el exén 2.
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Para secuenciar la banda correspondiente al transcrito portador de la
insercion del intron 1 se diluyd el producto de amplificacién entre 2 y 10
veces de acuerdo a la intensidad de la banda mostrada en el gel de agarosa'y
se utilizd un cebador especifico situado en el intron 1 (5'-
CTACCCGTGCTTGTTTCCTC-3’) (figura 15).

La banda correspondiente al transcrito normal se aislé del gel de agarosa
mediante el kit de extraccion QUIAquick (Qiagen®) y segun el protocolo
proporcionado por el fabricante. Posteriormente se secuencid utilizando un
cebador reverso situado en el exén 2 (5-AGACAAGAGCCAGGCTAGCA-3')
(figura 15).

Todas las reacciones de secuencia se llevaron a cabo tal y como se describe

en el apartado 3.1.

3.2.2.2. Analisis de splicing por enzimas de restriccion

El producto de la PCR externa entre los exones 1y 4 (descrita en el apartado
anterior) se diluyé 500 veces y se utilizé como molde para dos PCRs internas
gue comparten un mismo cebador directo marcado en su extremo 5’ con el
fluorocromo FAM pero difieren en el cebador reverso (figura 14). Una
amplificacién se hizo entre los exones 1 y 3 (PCR2) para favorecer la
amplificacion del transcrito normal y la segunda PCR se disefio entre el exdn
1 y el intron 1 (PCR3) para amplificar selectivamente el transcrito que
contiene el intrén 1.

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo como se describe en el
apartado 3.2.2.1 y las secuencias de las parejas de cebadores utilizados se
muestran en el anexo 7.

El cambio R46Q (c.137 G>A) inactiva una diana de restriccion para BsaWI
permitiendo asi diferenciar el cambio tras una digestiéon enzimatica. Con este
fin, los fragmentos resultantes de cada amplificacién se digirieron con la
endonucleasa BsaWI| que reconoce y corta la secuencia 5'-WCCGGW-3’ en
DNA de doble cadena (W equivale a las bases A 6 T) (figura 16). Los
productos resultantes se visualizaron por electroforesis capilar.

Las reacciones de digestion se llevaron a cabo en un volumen final de 10 uL
conteniendo 1X Buffer 4 (New England Biolabs®), 1X BSA (New England
Biolabs’) y 5 Unidades de BsaWI (New England Biolabs’). La incubacion se
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hizo a 60 2C durante 16 horas. Cada producto de digestidon se diluyd en agua
50 veces y se afadieron 2,5 plL de esta dilucion en 30 pL de formamida HI-
DI™ (Applied Biosystems™) y 0.2 pL de marcador de peso molecular
GeneScan™-500 LIZ (Applied Biosystems'™). Se desnaturalizé a 95 °C
durante 4 minutos y se sometio a electroforesis capilar en un autoanalizador
ABI Prism~ 3130 (Applied Biosystems™) segin las recomendaciones del

fabricante.
PCR1
exonl-exond
o~
‘_ 1079pb (t. 11)
‘T s58pb (t.N)
PCR2 PCR3
exonl-exon3 exonl-intron1
t.N t.11
-
131pb
DIGESTION
BSAWI
v - v -
TeT Thccealtee Acc A TCT TEC cealree Acec 'R
46R alelosilvestre 104bp 46R alelosilvestre 104bp
v e v 4
TCT MM cAGlTee Ace D TeT TEccacltee Ace T
46Q alelo mutado 482bp 46Q alelo mutado 131bp

Figura 16: Analisis de splicing de OGG1-R46Q por enzimas de restriccion. A partir
de una amplificacion especifica de cDNA entre los exones 1y 4 se llevan a cabo dos
PCR internas para amplificar selectivamente el transcrito normal (PCR2) y el
transcrito con el intrén 1 (PCR3). Para averiguar la procedencia de los transcritos,
los productos de cada PCR se digieren con la endonucleasa de restriccion BsaWI que

va a reconocer al alelo silvestre (c.137G) pero no al alelo mutado (c.137A).
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3.2.3. Estudios de asociacion caso-control

Se hicieron estudios de asociacion en las variantes frecuentes encontradas en
los genes OGG1, MTH1 y MUTYH, tanto en la poblacién HNPCC-X como en las
poblaciones HNPCC-MSI y CCR-ESP. También se analizé la variante OGG1-

R46Q en la poblacién control.

a) b)
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vy (] -'l:'. [ < ¥ =
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* 9 ...... .
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Figura 17: Ensayos de genotipado Tagman®. a) Brevemente, consisten en una
reaccion de PCR en la que se afladen dos sondas de 18-22 pares de bases que
reconocen especificamente los distintos alelos del SNP a genotipar. Cada sonda va
marcada en su extremo 5’ con un fluorocromo (VIC para un alelo y FAM para el otro) y
en el extremo 3’ poseen un inhibidor de la fluorescencia. Cuando la polimerasa avanza
y llega hasta la sonda hibridada, la hidroliza gracias a su actividad exonucleasa 5’-3’
liberando el fluorocromo y provocando asi un incremento de la fluorescencia que serd
directamente proporcional al nimero de moléculas amplificadas en cada ciclo. b) La
relacion entre las intensidades detectadas para cada fluorocromo permite clasificar las
muestras en homocigotos para uno u otro alelo y heterocigotos.
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Estos estudios se llevaron a cabo por ensayos TagMan® de genotipado de
SNPs disefiados por Applied Biosystems. Para su genotipado se utilizaron 10
ng de DNA gendmico en un volumen final de 5 pL siguiendo el protocolo
facilitado por el fabricante. El fundamento de estos ensayos se esquematiza
en la figura 17.

En el caso de las variantes del gen MUTYH, los estudios caso-control se
realizaron por secuenciacion directa de los amplicones correspondientes

indicados en el anexo 6 y tal como se indica en el apartado 3.1.

3.2.3.1. Estudio estadistico

Las diferencias en las distribuciones alélicas y genotipicas entre casos y
controles se estimaron mediantes el test estadistico x* o el test de Fisher. Los
riesgos especificos se estimaron por medio del OR con un IC del 95%.

El test x* de tendencia se utilizé para evaluar posibles diferencias en el riesgo
de enfermedad segun se tenga uno o dos alelos en aquellas variantes que
hayan mostrado diferencias significativas en su distribucidon entre casos y

controles.

En aquellas variantes que mostraron diferencias significativas en el estudio
caso-control se analizé la supervivencia libre de enfermedad entre los
distintos genotipos mediante curvas de Kaplan-Meier y se estimoé el riesgo

segun el modelo de riesgo proporcional de Cox.

En todos los casos se comprobé que la distribucidn de los distintos genotipos
de las variantes frecuentes cumpliese el equilibrio de Hardy-Weinberg en la

poblacién control mediante el test x* y con un IC del 95%.

4. BUSQUEDA DE MUTACIONES SOMATICAS EN KRAS Y BRAF

Se analizaron todas las secuencias codificantes y uniones intrén-exén de los
exones 2, 3y 4 del gen KRAS donde se localizan la mayoria de las mutaciones
(codones 12, 13, 61 y 146), y el coddn 600 del gen BRAF (situado en el exdn 15).
Para ellos se secuencié DNA procedente de 40 tumores HNPCC-X y 17 tumores
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MUTYH utilizando los cebadores que se indican en el anexo 8. Para su disefio se

empled el programa Primer3 v.0.4.0.

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de
20 pL conteniendo 100 ng de DNA tumoral. 1X Platinum® PCR buffer
(Invitrogen), 0,2 uM de cada cebador, 200 uM de cada deoxinucledtido
(Invitrogen), 1,5 mM MgCI2, 1 Unidad de Platinum® Tag DNA polimerasa
(Invitrogen). Las reacciones se sometieron al siguiente programa de
amplificacidon: desnaturalizacion inicial a 94 C durante 5 minutos; 40 ciclos de
amplificaciéon con una desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
hibridacion a 58 2C durante 45 segundos y extensidon a 72 2C durante 45
segundos y una extension final de 5 minutos a 72 2C.

Los productos de amplificacién fueron sometidos a electroforesis en geles de

agarosa al 2% y visualizados mediante tinciéon con Bromuro de Etidio.

Se purificé un volumen de 2,5 pL de cada producto de amplificacion con 5 U de
Exonucleasa | (USB) y 0,5 U de fosfatasa alcalina de camardn (SAP, USB) durante
15 minutos a 37 2C con una inactivacion de 15 minutos a 80 2C.

Ambas hebras de cada fragmento amplificado se secuenciaron en un volumen
final de 10 pL conteniendo 1 uM de cebador, entre 0,5 y 10 pL del producto de
amplificacién purificado y 1 pL de ABI Prism® Big Dye® Terminator v1.1 Ready
Reaction mix (Applied Biosystems). Las reacciones se sometieron al siguiente
programa de amplificacidén: desnaturalizacién inicial a 96 2C durante 5 minutos;
25 ciclos de amplificacion con un paso de desnaturalizaciéon a 96 2C durante 15
segundos, hibridacion a 50 2C durante 15 segundos y extensién a 60 2C durante
4 minutos.

Los productos de secuencia se precipitaron con Etanol 65% y Acetato sdédico 1M
centrifugando 30 minutos a 2000 rpm. Posteriormente se lavaron los
precipitados una sola vez con Etanol 70% y centrifugando 20 minutos a 2000
rpm. Los productos precipitados se secaron a temperatura ambiente y se
disolvieron en formamida HI-DITM (Applied BiosystemsTM) para su posterior
secuenciacion capilar en el autoanalizador ABI Prism® 3130 (Applied

Biosystems) segun las recomendaciones del fabricante.
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5. ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA DE LOS NIVELES DE 8OHdG EN
TEJIDO TUMORAL

5.1. Protocolo de inmunofluorescencia para 80HdG en tejido tumoral
parafinado

Para el estudio del dafio oxidativo en tejido tumoral se analizaron cortes
histoldgicos de 3 um de grosor de los TMA 1y 2 descritos en la secciéon 2.2.2.
También se analizaron cortes completos de 3 um de 21 tumores MUTYH y 5
tumores espordadicos (CCR esp-SC) cedidos por la Dra. Farrington (WGH,
Edimburgo).

Para su analisis se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine (80HdG) clon N45.1 (JalCA) mediante el siguiente protocolo
de inmunofluorescencia:

Los cortes se desparafinaron incubandolos a 602C durante 90 minutos vy
posteriormente lavandolos dos veces en xilol 100% durante 5 minutos. Se
rehidrataron con dos lavados en Etanol 100% de 5 minutos seguidos de un
lavado de 5 minutos en Etanol 70% y un lavado de 5 minutos en H,0.

La recuperacidén antigénica se llevd a cabo por calor. Se sumergieron las
muestras en tampodn Citrato (10 mM Trisodium citrate HCl, pH 6 y 0,025%
Tween 20) y se calentaron en un horno microondas a la maxima potencia
durante 15, 8 y 7 minutos rellenando el volumen evaporado en cada paso con
tampon Citrato fresco. Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente
durante 1 hora en el mismo tampdn y posteriormente se lavaron con TBS (50
mM Tris.HCI, pH 7,4 y 150 mM NaCl.) y 1% Triton X-100 durante 20 minutos y
dos veces en TBS durante 10 minutos.

El blogueo de antigenos inespecificos se realizd incubando las muestras
durante 16 horas a 4 2C con una Solucién Universal (10% BSA, 10% suero de
caballo 0,5% Triton X-100 en TBS).

Después de lavar las muestras 5 minutos en TBS, se incubaron durante 16
horas a 4 2C con anti-80HdG 1 ug/mL en Solucién Universal. En el caso de
cortes empleados como controles negativos, el anticuerpo primario no se
afadié a la Solucion Universal.

Se lavaron las muestras 3 veces durante 15 minutos en TBS y se incubaron

durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad con un anticuerpo
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secundario unido al fluorocromo Texas-Red (TexasRed-Donkey anti Mouse IgG;
Jackson Inmunoresearch Laboratories, Inc.) a una concentracién de 7,5 pg/mL
en TBS.

Se hicieron 4 lavados de 5 minutos en TBS Tween-20 0,1% vy se tifieron los
nucleos celulares con DAPI (50 pg/mL en Vectashield) cubriendo los cristales

con portaobjetos e incubandolos en oscuridad, a 4 2C durante dos dias.

5.2. Valoracion de 80OHdG en nucleos de células tumorales

Se visualizaron las muestras en un microscopio de fluorescencia con tres
canales y se tomaron fotografias de las imagenes combinadas a 10x100
aumentos.

Para cuantificar los niveles de 80OHdG se valoraron las células contenidas en un
numero de fotografias suficiente para contar al menos 100 nucleos de cada
tumor y se halld el porcentaje de nucleos positivos. Se establecid previamente
un umbral de positividad analizando células de tejido normal en tumores
control. El contaje fue llevado a cabo por dos personas distintas y se dieron por

validos aquellos contajes que no difirieran en mas del 10%.

5.3. Estudio estadistico

Se hicieron analisis estadisticos para dos variables distintas; edad de
diagndstico y porcentaje de nucleos positivos. Se determiné la normalidad de
estas variables mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y también
graficamente.

La edad de diagndstico se consideré normal y se hicieron comparaciones de
medias entre los distintos grupos mediante el test estadistico t-student.

La variable porcentaje de nucleos positivos se desvid fuertemente de la
distribucién normal. Se escogié la mediana como mejor pardmetro estadistico

y se utilizé el test no paramétrico de la mediana para comparar grupos.

S | Material y Métodos
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6. ANALISIS DE EXPRESION DE LA ViA WNT EN TEJIDO TUMORAL

Para el estudio de la via Wnt en tejido tumoral de tumores HNPCC-X y HNPCC-
MSI se analizaron cortes histolégicos de 3 um de grosor de los TMA 1y 2

descritos en la seccidon 2.2.2.

Whnts
ROS

dsh l
|
| dsh
| | axina_|
| - J

‘Y‘ ﬁ\

p-catenina foxO

DETOXOFIXACION ROS

APOPTOSIS

Figura 18: Principales integrantes y dianas de la via Wnt. A) En ausencia de ligando; la
B-catenina permanece unida al complejo axina, apc, gsk3B. Gsk3B fosforila a -
catenina y es degradada en el proteosoma. B) En presencia de ligando; dsh es
fosforilado y liberado del receptor de membrana. Dsh inhibe a gsk3B impidiendo la
fosforilaciéon de B-catenina la cual entra al ndcleo y se une a tcf4 activando la
transcripcion de genes de proliferacidn y diferenciacion celular como c-myc vy ciclina
D1. C) Cuando hay un estrés oxidativo aumentan los niveles de ROS y se estimula la
expresion de foxO. FoxO entra en el nucleo y compite con tcf4 por la uniéon a B-
catenina activando genes de detoxificacion de ROS y apoptosis. El balance entre una u
otra via es determinado por los niveles de ROS.

Se estudid la expresion de 4 proteinas implicadas en la via Wnt por medio de

tinciones inmunohistoquimicas. Se utilizaron anticuerpos contra B-catenina
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(Ready to Use) (Ref.IR702, Dako), ciclina-D1 (Ready to Use) (Ref.IR152, Dako), c-
myc (Ref.NCL-cMYC, Novocastra) y foxO3a (Ref.9467S, Cell Signaling
Technologies). La relacion entre estas proteinas se esquematiza en la figura 18.

6.1. Protocolo de inmunohistoquimica

La imunohistoquimica para B-catenina y ciclina-D1 se llevé a cabo de manera
automatizada con el sistema de deteccién EnVision™ FLEX+ (Dako, Denmark)
qgue se basa en la conjugacion del anticuerpo secundario a la enzima
peroxidasa y deteccion cromogénica mediante una diaminobencidina, la cual al
oxidarse da lugar a un producto final marrén.

Se llevd a cabo una desparafinacion, rehidratacion y recuperacién antigénica
por calor y de manera unica en el mddulo de pretratamiento PT-Link (dako,
Denmark) incubando las muestras en un buffer pH=9 (Envision'™ FLEX Target
Retrieval Solution) durante 20 minutos a 952C.

Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente y posteriormente se
trasladaron al médulo Autolinker 48 (Dako, Denmark) para el procedimiento de
tincion segun las recomendaciones del fabricante. Brevemente:

Se hizo un bloqueo de la peroxidasa enddgena con EnVision™ FLEX Peroxidase-
Blocking Reagent (SM801 Dako, Denmark) durante 10 minutos.

Posteriormente se llevd a cabo una incubacién con el anticuerpo primario
correspondiente en su formato prediluido seguido de incubacidon con el
anticuerpo secundario EnVision™ FLEX/HRP. Los tiempos de incubacidn, tanto
para el antigeno primario como secundario fueron de 30 minutos.

La deteccidn se realizé incubando las muestras con las soluciones EnVision™
FLEX DAB + Chromogen y EnVision™ FLEX Substrate Buffer (perdéxido de
hidrégeno) durante 10 minutos.

Se hizo una contratincion de nucleos con hematoxilina durante 10 minutos
utilizando el kit EnVision™ FLEX Hematoxylin (Dako, Denmark).

Finalmente las muestras se deshidrataron en lavados de alcohol 969, alcohol

1002 y xilol de 5 minutos cada uno para su posterior montaje permanente.

La inmunohistoquimica para c-myc se llevd a cabo integramente en el
autoanalizador Benchmark XT (Roche) con el kit de deteccién ultraVIEW™
Universal DAB (Ventana, Medical Systems, Inc.) basado también en la

9} | Material y Métodos
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conjugacion del anticuerpo secundario con la peroxidasa y tincién cromogénica
con DAB. Brevemente:

Los cortes se desparafinaron con buffer EZ Prep 1X (Ventana, Medical Systems,
Inc.). La recuperacion antigénica se llevé a cabo por calor con buffer TBE pH
alto (8,2-8,6) durante 30 minutos, posteriormente se dejaron enfriar las
muestras a temperatura ambiente.

Se bloqueé la peroxidasa enddgena con la solucién de inhibicién (perdxido de
hidrégeno) suministrada en el kit durante 10 minutos.

Posteriormente se llevd a cabo una incubacion con el anticuerpo primario con
una dilucion 1:300 y un tiempo de incubacién de 28 minutos.

Se incubaron las muestras con la solucién del kit “Universal HRP Multimer”
(anticuerpo secundario) durante 30 minutos.

La deteccidén se realizé incubando las muestras con las soluciones “DAB
Chromogen” y “DAB H,0,” (suministradas en el kit) durante 10 minutos.
Posteriormente se hizo una contratincién de nucleos con hematoxilina durante
10 minutos.

Finalmente las muestras se deshidrataron en lavados de alcohol 969, alcohol

1002 y xilol de 5 minutos cada uno para su posterior montaje permanente.

Se hicieron analisis inmunohistoquimicos en los TMAs para estudiar la
expresion de foxO3a. Estos analisis se llevaron a cabo y se valoraron en el
Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Vall d’Hebron por el Dr. Javier
Hernandez. Para su deteccién se utilizé el Sistema “EnVision™ FLEX+” (Dako,
Denmark) también utilizado para B-catenina y ciclina-D1. En el caso de foxO3a
se utilizé una dilucidn 1/100 del anticuerpo primario y un tiempo de incubacion

de 2 horas. El resto del protocolo fue el mismo.

6.2. Valoracion de los anticuerpos

Cada uno de los anticuerpos fue valorado por dos anatomopatdlogos distintos
de la siguiente manera:

En la B-catenina se valord la tincion nuclear considerando positivas aquellas
muestras con mas del 10% de los nucleos tefiidos.

En el caso de la ciclina-D1 también se valord la tincidon nuclear considerando

como positivas a aquellas muestras con mas del 30% de nucleos tefiidos.
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En c-myc se valord tincidn citoplasmatica (no se detecto tincidon nuclear en
ninguna muestra) considerando como positivas las muestras que presentaban
tincidn fuerte.

En el caso de foxOa3 se valoré la tincién nuclear considerando como positivas

las muestras con presencia de nucleos fuertemente tefidos.

6.3. Estudio estadistico

Se estudid la expresion diferencial de cada una de las 4 proteinas en los dos
grupos de tumores por medio del test de la x* y se hallé el OR con un IC del
95% para cada caso.

Se compard la edad media de diagndstico en cada grupo con el test t de
student.

Se buscaron posibles interacciones entre las proteinas analizadas estimando el

riesgo en cada pareja de proteinas por medio del OR con un IC del 95%.

7. ESTUDIO DEL DIPLOTIPO YIN-YANG EN EL GEN APC

W2

e

rs2019720 rs2431512 rs2546108

Figura 19: Haplotipos en fase del gen APC para la poblacion CEU
(Proyecto HapMap [120]). Representaciéon grafica de los haplotipos
genotipados en la poblacion CEU para el APC. Cada linea horizontal
representa el haplotipo de un individuo y cada linea vertical equivale a
un SNP determinado. Los alelos alternativos en cada SNP se muestran
en azul y amarillo. Se observa la presencia de dos haplotipos
mayoritarios que se denominan Yin-Yang. Las lineas rojas indican
aquellos SNPs seleccionados para el estudio de diplotipos Yin-Yang.
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Se analizé la distribucion del diplotipo Yin-Yang en el gen APC en un total de 35
muestras de DNA de sangre periférica procedentes de 35 familias HNPCC-X, 405
muestras procedentes de la poblacién control y 157 muestras de individuos de
la poblacién CCR-ESP con tumores MSS (CCR-ESP-MSS).

A través de la gréfica de “Haplotipos en Fase” del gen APC facilitada por la
pagina web de la organizacion HapMap [120] se visualizaron los dos haplotipos
Yin-Yang y los SNPs implicados. Para determinar estos haplotipos en sangre, se
seleccionaron 3 SNPs marcadores (rs2019720, rs2431512, rs2546108)
distribuidos a lo largo de la zona Yin-Yang del gen (figura 19) y con un indice de

heterocigosidad cercano a 0,5 (tabla 6).

[53]Tabla 6: Descripcidn de los tgSNPs utilizados en el estudio de dilplotipo Yin-Yang en
el gen APC.

Referencia SNP (NCBI) rs2019720 rs2431512 rs2546108
Posicion en APC (crm 5) Intron 1 Intron 6 Intron11
Alelos A/G c/T A/C
Alelo ancestral (frec. CEU) A (0,508) C(0,5) C(0,492)
Heterocigosidad + EE 0,494 £+ 0,055 0,495 + 0,047 0,495 £+ 0,048
ID ensayo Tagman® C_1120624_10 C_3162979_10 C_9389410_10

EE: error estandar

Se utilizaron ensayos Tagman® (Applied Biosystems) (ver figura 17) para el
genotipado de los SNPs en un autoanalizador “ABI Prism® 7900HT System”
(Applied Biosystems) segln el protocolo recomendado por el fabricante.

Las muestras se clasificarén segun el diplotipo Yin-Yang en homocigotas (Yin-Yin
60 Yang-Yang) y heterocigotas (Yin-Yang). Aquellas muestras que mostraban
haplotipos distintos se clasificaron como muestras heterocigotas ya que en
ningun caso se mostraron en homocigosis.

Se comprobd que tanto los SNPs por separado como los haplotipos Yin-Yang
cumplieran el equilibrio de Hardy-Weinberg mediante el test x°. Se analizaron
las diferencias en la distribucién de las frecuencias de los haplotipos y diplotipos

Yin-Yang entre ambas poblaciones por medio del test exacto de Fisher.
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1. ESTUDIO DEL DANO OXIDATIVO EN FAMILIAS HNPCC-X

1.1. Busqueda de mutaciones en genes reparadores del dafio oxidativo

Con el propdsito de detectar alteraciones germinales en genes reparadores del
dafo oxidativo y analizar su posible papel como factores de riesgo de CCR en
familias HNPCC-X, se secuenciaron los genes correspondientes a las dos DNA-
glicosilasas de la via BER (OGG1 y MUTYH) y a la enzima de reparacién MTH1
en un total de 42 casos indice. Los resultados del analisis de mutaciones en
estos tres genes se detallan en el anexo 9.

Casi todos los casos indices (95%) presentaron alteraciones en alguno de los
tres genes estudiados exceptuando dos familias (CC-7 y CC-143). Estas dos
familias cumplen criterios Amsterdam |, presentan una edad media de
diagndstico de cancer de 53 y 51 anos respectivamente y en ambos casos la
edad de aparicion del CCR mds precoz resultd ser de 42 afios. El resto de las
familias mostraron alteraciones en uno, dos o tres de los genes analizados.

Se identificaron un total de 8 variantes raras y 5 variantes frecuentes. Todas
ellas previamente descritas en la literatura excepto la variante c.285C>T (A95A)
en OGG1. Se calcularon las frecuencias alélicas en la poblacién de estudio y se
utilizaron programas online para estimar el grado de conservacion de los
aminoacidos afectados (ClustalW2), la probabilidad de que un cambio de
aminoacido determinado afecte a la estructura y/o funcién de la proteina
(SIFT, Polyphen) y posibles alteraciones en el splicing (HSF). La descripcién de

las variantes se resume en la tabla 7.

1.1.1. Analisis de variantes raras

Las variantes R46Q, A95A y G308E en OGG1; IVS8+21, IVS12-27 y G396D en
MUTYH y V106M y D122D en MTH1 mostraron una frecuencia menor del 5% y
siendo clasificadas como “variantes raras”. Todas ellas son cambios puntuales:
4 mutaciones de cambio de sentido, 2 silenciosas y 2 cambios en zona

intronica.
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Las variantes R46Q y G308E en OGGI, y la conocida mutacion G396D en
MUTYH afectan a aminoacidos situados en posiciones altamente conservadas,
y los dos programas de prediccion utilizados (Polyphen y SIFT) estiman dafios
en la proteina para los tres casos (tabla 7).

La variante G396D en MUTYH provoca el cambio de un aminoacido alifatico
por un aminodcido acido. Es una mutacién conocida que provoca MAP cuando
se presenta en homocigosis o junto con otra mutacién en trans [28]. Esta
mutacion fue detectada en heterocigosis en la familia CC-19, clasificada como
Amsterdam I. Todos los familiares con CCR estudiados mostraron la variante
(figura 20).

i
e cer(72) F. 19

cT cT
GA M GA
O “
-1 :2 I:3 1:4 I:s
CCR{30) CCR(52) CCR(61)
337 CM (79)
338
cT cC OGG1-AS5A
GA M GA ¥ B e
N \.- €.285 C>T(p.Ala95Ala)
MUTYH-G396D
-1 11l:2 n:3 ot .
CM (40) CCR (50} ¢.1187 G>A (p.Gly396Asp)
339 CR(55) \ Y }

2814

Figura 20: Andlisis de segregacion de las variantes OGG1-A95A y MUTYH-G396D.

CCR: cancer colorrectal; CM: cancer de mama; CR: cancer renal

La variante R46Q afecta al ultimo nucleétido del exén 1 de OGG1 y provoca un
cambio de un aminoacido basico por otro acido. El analisis in silico del splicing
en esta variante predijo la desactivacidon del donador de splicing en el intrén
1. Esta mutacién fue detectada en la familia CC-298 clasificada como familia
de Alto Riesgo. En el estudio de segregacién, todos los familiares con CCR
estudiados resultaron ser portadores de la variante (figura 21). Se analizé la
presencia de esta variante en una serie de 367 controles libres de historia
personal de cancer y recogidos en la Unidad de Extracciones del HCSC tras
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consentimiento informado. Se detectaron 8 individuos portadores en

hetocigosis de la variante R46Q (frecuencia alélica del 1,1%).

F. 298

I3 1.4 -
jéven (72} 0GG1-R46Q B
¢.137 G>A(p.Arg46Gin)
n:7 :8 09 :10 =11 :12 :13 =L 0:2
CO{s50} CCR{50) CCR{G0)  Nm({50) (84)

oo Mo a0 e o oo

n:1 n:z n:10 n:4 I:11 n:s n:é m:12 m:7 nm:13 m:g 1:14 n:e
CCR{57) ORL{43) 2811 CCR{49) 2783 2783
CP{61} 2781
CP{52)
1860 I | GA\ | GG\ | GA\ I GA\ | | | | |
n:1 V:2 V:3 4 V:5 V:e -7 :g8 -9 10 V11
22 21 30 23
2958 2957 2816 2817
Figura 21: Analisis de segregacion de la variante OGG1-R46Q.
CCR: cancer colorrectal; ORL: cancer de cabeza y cuello; CP: cancer de pulmén; Nm: neumonia
F.17 (U
Ir1 1:2
C6(78) CCR
6 GG N
—O —0
I:1 11:2 16 I:3 I:5 I1:8
TB(S0) CO(56) C6(34)
CCRI(91)
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1155 15 11 N | m4 s e n:7 M8 W9 W10 w1l 12
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;1 MTH1-V106M
V-1 vV:2 ~ = alp y 7 \
CR21) €.316 G>A (p.Vall06Met)

Figura 22: Analisis de segregacion de la variante MTH1-V106 M.
CCR: cancer colorrectal; CG: cancer gastrico; CO: cacer oral; CR: cancer renal; TB: tuberculosis; ACV:

accidente cardiovascular
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La variante G308E en OGG1 provoca el cambio de un aminoacido alifatico por
un aminoacido acido. Esta mutacion se detecté en la familia CC-CHS6,
clasificada como Amsterdam I. No se hicieron estudios de segregacion debido
a la falta de DNA en el resto de familiares.

La variante V106M en MTH1 afecta a un aminoacido en una posicion
conservada en Vertebrados. Provoca el cambio de un aminoacido alifatico por
un aminoacido hidrofébico con atomo de azufre. Los analisis de prediccion del
daino fueron inconcluyentes. La variante se detecté en la familia CC-17
clasificada como Amsterdam I. En el estudio de segregacién se observa que la

variante no segrega con la enfermedad (figura 22).

El resto de variantes raras encontradas en este analisis no predicen ningun
daio en la proteina, ni ocurren en aminodacidos conservados, ni segregan con

la enfermedad en los casos que se han podido analizar.

1.1.1.1. Analisis de transcritos en la variante 0GG1-R46Q (c.137 G>A)

Debido a que el analisis de splicing in silico en la variante OGG1-R46Q mostrd
una probabilidad muy alta para la inactivacién del donador de splicing en el
exon 1 (donador el), y a que previamente se ha descrito la inactivacidon
parcial de esta diana en tejido tumoral homocigoto para esta variante dando
lugar a transcritos que retienen el intron 1 completo [96], se llevd a cabo un
estudio de los transcritos de OGG1 en cDNA de sangre periférica de
portadores tal y como se describe en el apartado 3.2.2. del capitulo de
Material y Métodos de esta tesis y se esquematiza en las figuras 15, 16 y 17.

La amplificacion selectiva del cDNA de portadores con cebadores situados
entre los exones 1 y 4 muestra una banda cuyo tamano se podria
corresponder con el del trascrito normal (558 pb), y otra banda con un
tamaifo que podria coincidir con el del transcrito con retencién del intron 1
(1079 pb) (figura 23). Al secuenciar estas dos bandas especificamente en
individuos portadores y no portadores, se confirma la secuencia
correspondiente al transcrito normal y la correspondiente al transcrito con el
intrén 1. La secuencia del transcrito normal no muestra el cambio ¢.137G>A
en ningun caso, mientras que la secuencia correspondiente al transcrito con

el intrén 1 es homocigota para el cambio en individuos portadores (figura
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23), lo que sugiere una inactivacion total del donador el en el alelo mutado
(c.137A).

GG GG GG GA GA GA GG GG GG GG GG GG G'
A T
. DNA ~ DNAg
E)l SECUENCIACION tN ) SECUENCIACION ti1
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S F R W R _E S F a X
TCTTTCCGGTGG/ GGG/ G TCTTTCCAgtgagtgact
i "

/\ A + f o
\ /\ /,/‘\ /\\ “ fl |

\\ \/ \\ /\\[\!\ “‘\ ‘ ) *‘I‘ j
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S FR W R _E S F Q X
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e f
ATV AATL '
\\l | ".‘ | ) II‘. | |

Figura 23: Analisis por secuenciacion de los transcritos de la variante OGG1-
R46Q. PCR1: amplificacion de transcritos de OGG1 entre los exones 1y 4. En todos
los casos se observa una banda intensa compatible con el tamafio del transcrito
normal (tN) (558 pb). En portadores de la variante R46Q (GA) se observan bandas
tenues de tamano compatible con el transcrito esperado (1079 pb) en el caso de
inactivacion del donador de splicing el y retencion del intrén 1 (tl1). Se amplificd
DNA gendmico como control negativo de esta PCR. Los genotipos se indican en
amarillo. Marcador de peso molecular 1Kb (Biotools, B&M Labs) en la linea 1y
100pb (GenSura Lab, Inc.) en la linea 2. a) Secuenciacion de la banda tN:
purificacion de la banda correspondiente en portadores y no portadores.
Secuenciacion directa con un cebador reverso situado en el exén 2. En todos los
casos el tN es homocigoto para el alelo silvestre (c.137G). b) Secuenciacién de la
banda tl1: secuenciacién directa del producto de la PCR1 en portadores y no
portadores con un cebador reverso situado en el intrén 1. Los portadores para la
mutacion muestran un tl1 homocigoto para el alelo mutado (c.137A).
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Figura 24: Analisis de restriccion de los transcritos de la variante OGG1-R46Q.
PCR externa (PCR1): amplificacién de transcritos de OGG1 entre los exones 1y 4.
En todos los casos se observa una banda intensa compatible con el tamaiio del
transcrito normal (tN) (558 pb). En portadores de la variante R46Q (GA) se
observan bandas tenues de tamafo compatible con el transcrito I1 (tl1) esperado
en el caso de inactivacion del donador de splicing el (1079 pb). Se amplific6 DNA
gendmico como control negativo de cDNA. Los genotipos de cada muestra se
indican en amarillo. Marcador de peso molecular de 1Kb (Biotools, B&M Labs) en
la linea 1y de 100pb (GenSura Lab, Inc.) en la linea 2.

PCR internas: amplificaciones a partir de los productos obtenidos en la PCR
externa diluidos 500 veces. a) Se emplearon cebadores situados en los exones 1y
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3 para amplificar el transcrito normal (tN) (482 pb). Los genotipos de cada muestra
se indican en amarillo. Marcador de peso molecular 100pb (GenSura Lab, Inc.) en
la linea 1. El andlisis de restriccion muestra una digestién practicamente total de
todo el transcrito tanto en portadores como en no portadores indicando que
transcrito normal es homocigoto para el alelo silvestre (c.137G) en todos los casos.
b) Se emplearon cebadores situados en el exdén 1 e intrén 1 para asi amplificar
especificamente el transcrito con retencion del intrén 1 (tl1). En todos los casos se
obtuvo una banda intensa compatible con el tamafio esperado (131pb). Los
genotipos de cada muestra se indican en amarillo. Marcador de peso molecular
100pb (GenSura Lab, Inc.) en la linea 1. El andlisis de restriccién muestra una falta
total de digestidn en el transcrito de los individuos portadores, indicando que el
transcrito con retencion del intrén 1 es homocigoto para el alelo mutado (c.137A)
en portadores.

Se hizo un analisis de restricciéon de ambos transcritos para confirmar los
resultados vistos por secuenciacién. En este analisis se hicieron dos PCRs
internas distintas a partir del producto de amplificacion del cDNA de
portadores y no portadores entre los exones 1y 4 PCR externa) diluido 500
veces (figura 24).

Una de las PCR se hizo entre los exones 1y 3, obteniendo asi un producto de
amplificacion correspondiente al transcrito normal que tiene un tamafo
Optimo para poder ser visualizado por electroforesis capilar (482 pb) (figura
24). Este producto se digirio con la enzima de restriccion BsaWI y se visualizo
de nuevo por electroforesis capilar. Como se puede observar en la figura
253, tanto en los portadores de la variante R46Q como en los no portadores
se observa una digestion total del transcrito indicando que en los portadores
el transcrito normal procede enteramente del alelo silvestre (c.137G).

La segunda PCR interna se realizé entre el exdn 1y el intrén 1 para amplificar
especificamente el transcrito que retiene el intron 1. El producto de
amplificacién también tiene un tamano acorde con el esperado y visualizable
por electroforesis capilar (131 pb) (figura 24). Tras la incubacién con BsaWiI
no se detecta digestiéon alguna del transcrito en pacientes portadores,
indicando que todo el transcrito con intrén 1 detectado en portadores de la
variante procede del alelo mutado (c.137A) (figura 24b). Cabe destacar que
los no portadores también muestran la banda correspondiente al trascrito
con retencidn del intrdn 1 sugiriendo una inactivacién parcial del donador el

en el alelo silvestre (c.137G).
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1.1.2. Analisis de variantes frecuentes

Las variantes con una frecuencia alélica superior al 10% fueron clasificadas
como “variantes frecuentes”. Todas ellas cumplieron el equilibrio de Hardy-
Weinberg en la poblacién control.

1.1.2.1. Estudios de asociacion caso-control

Se llevaron a cabo estudios caso-control con el fin de establecer una posible
asociacion entre cada variante y la aparicidon de cancer en familias HNPCC-X,
HNPCC-MSI y CCR-ESP. En las poblaciones HNPCC-X y HNPCC-MSI se
selecciond aleatoriamente un individuo afectado de CCR en cada familia para
evitar un posible sesgo.

Los estudios se realizaron en todas las variantes frecuentes encontradas
excepto en la variante intrénica 1VS4-15 en OGG1 ya que resultd estar
fuertemente ligada a la variante S326C en OGG1 (ver anexo 9).

La variante D142D en MTH1 mostré diferencias estadisticamente
significativas entre casos HNPCC-X y controles (OR= 2,23; IC (95%)= 1,35-
3,66). Y la variante S326C en OGG1 mostrd diferencias significativas entre
casos CCR-ESP y controles (OR=1,41; IC (95%)= 1,03-1,93). El resto de

resultados se muestra en la tabla 8.

Tabla 8: Estudios de asociacion caso-control de las variantes frecuentes
encontradas en los genes OGG1, MTH1 y MUTYH en las poblaciones HNPCC-X,
HNPCC-MSI y CCR esporadico (CCR-ESP). Se muestra la distribucién del alelo
mutado en las distintas poblaciones de estudio (%).

POBLACION HNPCC-X

GEN VAR. CAMBIO CASOS (%) CONTROLES (%)  OR(IC=95%) p-valor
0GG1  $326C G 14/84(16.7) 104/516(20.2) ns
MTH1  D142D C>T  30/84(35.7) 99/496(19.9) 2.23(1.35-3.66)  0.003
MUTYH  IVS6+35 G>A  12/76(15.8) 23/164(14) ns
MUTYH Q338H G>C  15/78(19.2) 31/168(18.4) ns
GEN VAR. CAMBIO  CASOS (%) CONTROLES (%)  OR(IC=95%)  p-valor
0GG1  S326C C>G  23/86(26.7) 104/516(20.2) ns
MTH1  D142D C>T 17/90(18.9) 99/496(19.9) ns
GEN VAR. CAMBIO CASOS (%) CONTROLES (%)  OR(IC=95%) p-valor
0GG1  $326C G 103/392(26.3) 104/516(20.2)  1,41(1,03-1,93) 0,029
MTH1  D142D C>T  91/398(22.9)  99/496(19.9) ns

OR: odd ratio; IC: intervalo de confianza; ns: estadisticamente no significativo
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1.1.2.2. Estudio de las variantes MTH1-D142D y 0OGG1-5326C

Debido a la fuerte asociacion detectada para las variantes MTH1-D142D y
OGG1-S326C en las poblaciones HNPCC-X y CCR-ESP respectivamente, se
profundizd en su analisis estadistico. Se estudio el posible efecto de la dosis

génica y la supervivencia libre de cancer.

La variante MTH1-D142D mostré un incremento del riesgo segun el
incremento de la dosis génica (tabla 9). EIl OR aumenta significativamente
con una sola dosis de la variante (OR= 2,61; p=0,009) y este OR se
incrementa aun mas en individuos homocigotos para la variante (OR= 3,66;
p=0,035). El resultado del test de tendencia confirma una diferencia
significativa (p=0,009) para el aumento del riesgo de cancer segun el

incremento de la dosis génica.

Tabla 9: Efecto de la dosis génica de la variante MTH1-D142D en la poblacion
HNPCC-X.

a) Analisis del efecto de la dosis génica de la variante MTH1-D142D en la poblacidn
HNPCC-X.

GENOTIPO DOSIS GENICA  CASOS (%) CONTROLES (%) OR (CI=95%) p-valor
CT/TT 162 25/42 (59,5)  86/248 (34,7) 2.77 (1.42-5.41) 0.003
cT 1 20/37 (54,1)  73/235 (31,1) 2.61 (1.29-5.27) 0.009
11 2 5/22 (22,7) 13/175 (7,4) 3.66 (1.16-11.53) 0.036

CT: heterocigoto para la mutacion; TT: homocigoto para el alelo mutado (timina)

b) Analisis de tendencia del efecto de la dosis génica
de la variante MTH1-D142D en la poblacién HNPCC-X.

GENOTIPO CASOS (%) CONTROLES (%)

cc 17/42 (40,5) 162/248 (65,3)

cT 20/42 (47,6) 73/248 (29,5)

1 5/42 (11,9) 13/248 (5,2)
p=0.009

CC: homocigoto para el alelo silvestre (citosina); heterocigoto; TT:
homocigoto para el alelo mutado (timina).

En la figura 25 se representan las curvas de supervivencia libre de cancer
para los diferentes genotipos de la variante MTH1-D142D. Los individuos
homocigotos para la variante MTH1-D142D muestran un descenso de la

edad de aparicion del cancer con una media de 51 afos (HR= 2,55; IC (95%)=
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1,06-6,13; p=0,036) mientras que los heterocigotos se comportan como el

genotipo silvestre respecto a la edad de aparicion del cancer (60 afios de

media).
a) b)
1,0 — Jcc _|7] DOMINANTE
Na [7] RECESIVO
:ﬁ L1 L ; DOMINANTE
0.8 % CC{censurado) | (censurado)
E =_ % CT (censurado) = - RECES"VC’G
S 05— % TT (censurado) (censurado)
3
g 0.4
-
= 2 —
S 0,2
=]
[¥]
é 0,0 — HR=2,48; 1C{95%)=1,04-5,94
T T T T T T T I T I I I I I
20 30 40 S0 60 70 80 20 30 40 S0 S50 70 80
EDAD (afios) EDAD (afios)

Figura 25: Supervivencia libre de enfermedad para la variante MTH1-D142D en la
poblacion HNPCC-X. a) Curva de Kaplan-Meier para los 3 genotipos distintos. Las
medias de edad de diagndstico son de 59,8+3,7 (genotipo CC), 60,614 (genotipo CT)
y 51,3%5,3 (genotipo TT). b) Curva de Kaplan-Meier para individuos con genotipo
recesivo (TT) e individuos con genotipo dominante (CC+CT). Las medias de edad de
diagnodstico son de 51,3+5,3 (TT) y 60,5%2,7 (CC+CT).

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza

Para la variante OGG1-S326C, el efecto de la dosis génica no resulté evidente
(tabla 10). En cuanto a la edad de aparicidon del cancer, no se aprecian

diferencias entre ninguno de los tres genotipos (figura 26).

Tabla 10: Efecto de la dosis génica de la variante 0OGG1-5326C en la poblacion CCR-
ESP.

a) Analisis del efecto de la dosis génica de la variante OGG1-5S326C en la poblacion
CCR-ESP.

GENOTIPO  DOSIS GENICA CASOS (%)  CONTROLES (%)  OR(CI=95%)  p-valor
CG/GG 162 90/196 (45,9)  91/258(33,3)  1.56(1.07-2.28)  0.022
cG 1 77/183 (42,1)  78/245(31,8)  1.55(1.04-2.31)  0.029
GG 2 13/119(10,9)  13/180(7,2) 1.57 (0.7-3.53) ns

CG: heterocigoto para la mutacion; GG: homocigoto para el alelo mutado (guanina)
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b) Significancia de la tendencia del efecto de la
dosis génica de la variante OGG1-S326C en la
poblacién CCR-ESP.

GENOTIPO CASOS (%) CONTROLES (%)

cC 106/196 (54,1) 167/258 (64,7)

CG 77/196 (39,3) 78/258 (30,2)

GG 13/196 (6,6) 13/258 (5)
p=0.032

CC: homocigoto para el alelo silvestre (citosina); heterocigoto;
GG: homocigoto para el alelo mutado (guanina).
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Figura 26: Supervivencia libre de enfermedad para la
variante OGG1-5326C en la poblacion CCR-ESP. Curva
de Kaplan-Meier para los 3 genotipos distintos. Las
medias de edad de diagndstico son de 68,612,1
(genotipo CC), 67,7+2,6 (genotipo CG) y 71,2%4,9
(genotipo GG).

1.2. Analisis del dano oxidativo

1.2.1. Analisis del espectro de mutaciones en los genes KRAS y BRAF

Se hizo un analisis de mutaciones somaticas en los exones 2, 3 y 4 del gen
KRAS y en el exdén 15 del gen BRAF en un total de 40 tumores de familias
HNPCC-Xy 17 tumores de pacientes MUTYH procedentes de Escocia.

No se detectaron mutaciones en el gen BRAF en ninguno de los tumores

analizados.
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Se detectaron mutaciones en 25 tumores HNPCC-X (anexo 10) y 7 tumores
MUTYH (anexo 11).

Se detectaron mutaciones en los codones 12, 13, 50, 59 y 146 de KRAS
concentrandose mayoritariamente en los codones 12 y 13. Las mutaciones
encontradas en los codones 50 y 59 no se han encontrado descritas en la
bibliografia. Se secuenci6 DNA gendmico procedente de las sangres
correspondientes a estos tumores para confirmar que los cambios

encontrados son a nivel somatico y no a nivel germinal (figura 27).

| ¢.149 C>T (p.Thr50lle) | ¢.175 G>T (p.Alas9ser)
TUMOR TUMOR

SANGRE SANGRE

Figura 27: Secuencias de mutaciones somaticas en el gen KRAS detectadas en este

trabajo y no descritas en la literatura.

En tres casos aparecen dobles mutaciones en KRAS (codones 12 y 50; 12 y 13;
12 y 12). En el tumor 99/7971F de la familia 43 (HNPCC-X) la doble mutacién
ocurre en el mismo codén 12 (GGT>TAT), para esclarecer si estos cambios
ocurren en el mismo alelo, dando lugar a una nueva variante proteica
(Gly12Tyr), o simplemente son dos cambios en distintos alelos (Gly12Cys y
Gly12Asp), se analizé la muestra con el “kit TherasScreen” (DxS Ltd.), basado
en la deteccidn alelo especifica de las 7 mutaciones mdas prevalentes del gen
KRAS en los codones 12 y 13 mediante una PCR a tiempo real. El andlisis
confirmd que el tumor presentaba dos mutaciones en dos alelos distintos
(Gly12Cys y Gly12Asp).
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La frecuencia de mutaciones en el gen KRAS resultdé ser mas elevada en los
tumores HNPCC-X (60%) que en los tumores portadores de mutacion en
MUTYH (47.1%) (figura 28a).

El espectro de mutaciones en KRAS resultd ser considerablemente distinto en
ambas poblaciones (figura 28b). El tipo de cambio mds representativo en la
poblacién HNPCC-X es el cambio G>A (52%) seguido por el cambio G>T (22%)
y finalmente los cambios G>C (15%) y C>T (11%). En la poblacion MUTYH
aparece casi exclusivamente el cambio G>T (7/8) y ademads, solo aquellos
tumores procedentes de pacientes portadores de mutacion bialélica en
MUTYH y diagnosticados de MAP mostraron mutacion en KRAS.

KRAS; 47,1

HNPCC-X MUTYH

C>T
1%

Figura 28: Frecuencia (a) y espectro (b) de mutaciones somaticas del
gen KRAS en las poblaciones HNPCC-X de origen espaiol y MUTYH de
origen escocés.
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1.2.2. Analisis de 8OHdG en tumores

Se analizaron los niveles de 80HdG en tumores de cuatro poblaciones
distintas: MUTYH (n=21), CCR espordadico-SC (n=5), HNPCC-MSI (n=47) y
HNPCC-X (n=38). Para su estudio se emplearon técnicas de
inmunofluorescencia en cortes completos de tumor en el caso de los tumores
MUTYH y CCR esporadico-SC y en TMAs conteniendo cilindros tumorales de 1
mm de diametro en el caso de los tumores HNPCC-MSI y HNPCC-X (ver
seccién 2.2.2). En cualquier caso, se hallé el porcentaje de nucleos positivos
para el nucledsido 80HdG en areas de tejido normal adyacente al tumor,
tejido tumoral diferenciado y tejido tumoral indiferenciado siempre y cuando

fuera posible visualizar estas zonas en cada muestra (figura 29).

EPITELIO TUMORAL EPITELIO TUMORAL
DIFERENCIADO INDIFERENCIADO

EPITELIO NORMAL

SF27 (control)

c)

SF23 (control; background)

Figura 29: Deteccion de 80HdG por inmunofluorescencia. Fotografias tomadas a
100x10 aumentos. Se muestran fotografias de 2 tumores distintos (a y b) tomadas
en 3 areas morfoldgicas distintas (epitelio normal adyacente al tumor, tumor
diferenciado e indiferenciado). La muestra SF23 (c) se utilizd como control negativo
de la técnica (mismo protocolo pero sin afiadir anticuerpo primario).
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Se pudieron obtener contajes para areas no tumorales en un total de 25
pacientes, areas de tumor diferenciado en 87 pacientes y areas de tumor
indiferenciado en 34 pacientes. Los datos totales para las distintas

poblaciones analizadas se detallan en los anexos 12, 13 y14.
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Figura 30: Estudio comparativo del porcentaje de nucleos positivos para 8OHdG
en los tres tipos de morfologia epitelial analizada. Se han tenido en cuenta
aquellas parejas y/o trios de distinta morfologia que pertenecen a la misma
muestra. a) Parejas de tejido epitelial normal y tumoral (n=19). b) Parejas de tejido
epitelial normal y tumoral indiferenciado (n=19). c) Parejas de tejido epitelial
tumoral y tumoral indiferenciado (n=21). d) Trios de tejido epitelial normal, tumoral
y tumoral indiferenciado (n=14).

Primero se estudiaron los niveles de 80OHdG segun el grado de diferenciacién
tumoral. Para ello se consideraron conjuntamente las 4 poblaciones
analizadas y se identificaron aquellos tumores en los que se pudieron hacer
contajes en areas de distinta morfologia. De esta manera se encontraron 19
muestras que presentaron tanto dreas normales como de tumor diferenciado,
19 con areas de tumor diferenciado e indiferenciado, 21 muestras con areas
normales y de tumor indiferenciado, y un total de 14 muestras que
presentaron dreas con los tres tipos de morfologia. Se compararon las

medianas de los porcentajes de nucleos positivos para 80HdG (figura 30)
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observandose un aumento significativo de los niveles de 80HdG segun
disminuye el grado de diferenciaciéon celular (p<0,001). Este aumento resultd
ser mucho mas marcado en el paso de epitelio normal a epitelio tumoral
diferenciado (figura 30a) que en el paso de epitelio tumoral diferenciado a

epitelio tumoral indiferenciado (figura 30b).

Tabla 11: Estudio comparativo de 80HdG en nucleos de células de tejido tumoral de
pacientes HNPCC-X, HNPCC-MSI, MUTYH y CCR esp-SC (controles esporadicos
escoceses sin mutacién detectada en linea germinal).

EDAD DE Dx NUCLEOS POS (%)

POBLACION MEDIA DT MORFOLOGIA MEDIANA RQ
HNPCC-X 36 56,1 12,2

Normal 3 35,1 87,3

T diferenciado 33 90,5 28

T indiferenciado 3 96,6 6,9
HNPCC-MSI 39 41,6 12,9

Normal 2 1,1 2,1

T diferenciado 33 87,2 22,6

T indiferenciado 8 85,5 22,2
MUTYH-SC 21 50,9 8,4

Normal 19 33,3 37,6

T diferenciado 17 79,3 21

T indiferenciado 19 92,3 12,3
CCR esp-SC 5

Normal 1 5,5

T diferenciado 4 86,2 7,5

T indiferenciado 4 89,1 11,1

N: tamafio de muestra; DT: desviacion tipica; RQ: rango intercuartilico; T: tumor

Posteriormente se pasd a comparar las cuatro poblaciones analizadas (tabla
11). Como es de esperar, se observé una edad de apariciéon del cancer mucho
mas temprana en los tumores procedentes de familias HNPCC-MSI (p<0,001)
(figura 31). En cuanto a los niveles de 80HdG en los distintos tipos de epitelio
analizados, se observan unos niveles de nucleos positivos relativamente altos
(mediana alrededor del 30%) en tejidos normales de tumores HNPCC-X y
MUTYH mientras que en las muestras control y HNPCC-MSI apenas llegan al
5% (figura 32a). En tejido tumoral, independientemente del grado de

diferenciacién, estas diferencias no se aprecian (figura 32b y 32c).
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Figura 31: Comparacion de la edad de diagndstico de CCR en las
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Figura 32: Estudio comparativo del porcentaje de nucleos positivos para SOHdG
entre las cuatro poblaciones analizadas. Tejido epitelial normal (a), tumoral

diferenciado (b) e indiferenciado (c).

n: numero de muestras

Finalmente se analizaron las poblaciones por separado.

Por un lado se clasificé la poblacion MUTYH en tumores portadores de
mutacién monoalélica (7 tumores) o bialélica (14 tumores) en el gen MUTYH.
No se encontraron diferencias en la edad de diagndstico de CCR ni en el

porcentaje de nucleos positivos para 80HdG entre ambas subpoblaciones

analizando cada una de las morfologias estudiadas (tabla 12).
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Tabla 12: Estudio comparativo de 80HdG en poblacion MUTYH. Niveles de 8OHdG
en tejido normal, tumoral diferenciado e indiferenciado segin la dosis génica
(mutacion monoalélica (MONO) o bialélica (BI).

EDAD Dx NUCLEOS POS (%)
MUTYH N MEDIA DT [\ [o]:{ % MEDIANA }{e]
MONO 7 53 11,4
Normal 7 39,4 43,5
T diferenciado 5 79,9 24
T indiferenciado 6 92,5 10,1
Bl 14 49,9 6,8
Normal 12 32,9 45,7
T diferenciado 12 78,6 26,2
T indiferenciado 13 92,3 15,4

N: tamafio muestral; DT: desviacidn tipica; RQ: rango intercuartilico; T: tumor

Se analizd la posible influencia de las variantes 0GG1-S326C y MTH1-D142D
en los niveles de 80OHdG tanto en la poblacion HNPCC-X como en la poblacion
HNPCC-MSI (tabla 13). Los tumores de cada poblacién se reagruparon segln
su genotipo para estas variantes y se compararon las edades de diagndstico

(figura 34a) y los porcentajes de nucleos positivos para 80HdG (figura 33b).

Tabla 13: Resumen descriptivo del estudio de 80HdG en poblaciones HNPCC-X y
HNPCC-MSI. Niveles de 80OHdG en nucleos de tejido tumoral diferenciado segun su
genotipo para las variantes 0GG1-5326Cy MTH1-D142D.

EDAD Dx NUCLEOS POS (%)
POBLACION  VARIANTE GENOTIPO N MEDIA DT MEDIANA RQ
cc 18 53,8 13,9 89,9 60,6
0GG1-5326C cG 11 58,1 9 90,5 13,3
GG 1 51 87,1
HNPCC-X
cc 15 57,33 10,5 87,7 37,7
MTH1-D142D CcT 13 55,5 13,1 88,8 37,1
T 2 38,5 2,1 97,7 2
cc 19 37,6 10,3 87,2 9,8
0GG1-5326C cG 11 44,4 14,7 87,9 24,7
GG 0
HNPCC-MSI
cc 19 41,5 12,4 87,6 22,5
MTH1-D142D CcT 10 37,5 11,5 86,9 23,1
T 1 50 87,2

N: tamafio muestral; DT: desviacidn tipica; RQ: rango intercuartilico, 0GG1-S326C: C-alelo silvestre;
G-alelo mutado, MTH1-D142D: C-alelo silvestre; T-alelo mutado
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No se encontraron diferencias en cuanto a la edad o a los niveles de 80HdG
para los distintos genotipos de la variante OGG1-S326C. Sin embargo, los
tumores HNPCC-X homocigotos para el alelo raro (TT) de la variante MTH1-
D142D mostraron una edad media de diagndstico significativamente mas
temprana que los no portadores (p=0,026) (figura 33a) y una tendencia al
aumento de los niveles de 80OHdG (figura 33b). Estas diferencias en la edad y

en los niveles de 80HdG no se observaron en la poblacion HNPCC-MSI.
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Figura 33: Estudio comparativo de 80HdG en las distintas subpoblaciones de
tumores HNPCC-X y HNPCC-MSI segun su genotipo para las variantes 0GG1-5326C
y MTH1-D142D. a) Comparacion de la edad de diagndstico de CCR. b) Comparacién
del porcentaje de nucleos positivos para 8OHdG. Los tamafios muestrales se indican
dentro de cada caja

0GG1-5326C: CC: homocigoto salvaje; GG: homocigoto mutado; CG: heterocigoto

MTH1-D142D: CC: homocigoto salvaje; TT: homocigoto mutado; CT: heterocigoto
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2. ESTUDIO DE LA ViA WNT

Se analizd la expresidon de B-catenina, cliclina D1, c-myc y foxO3a en los dos
TMAs que contienen tumores HNPCC-X y HNPCC-MSI (ver seccion 2.2.2). En
total se obtuvieron resultados valorables para al menos alguno de los
anticuerpos testados en 38 tumores HNPCC-X y 41 tumores HNPCC-MSI. De
éstos, 33 tumores HNPCC-X y 34 tumores HNPCC-MSI pudieron ser valorados
para los 4 anticuerpos. Ejemplos de tumores incubados con los distintos
anticuerpos se muestran en la figura 35. Los resultados de cada andlisis para las

dos poblaciones se muestran en los anexos 15y 16.

- IR
10x10 aumentos 10x10 aumentos

Figura 34: Anadlisis mediante inmunohistoquimica de la
expresion de proteinas implicadas en la via Wnt. Fotografias
de tumores con expresidn negativa y positiva para las
proteinas a) B-catenina, b) ciclina D1y ¢) c-myc.
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Las diferencias en la expresion de cada proteina entre los dos grupos de
tumores se resumen en la tabla 14 y graficamente en la figura 35. B-catenina y
foxO3a mostraron mayor expresion en el grupo de tumores HNPCC-X. Ciclina D1
mostré mayor expresion en el grupo de tumores HNPCC-MSI. C-myc no mostré

grandes diferencias entre los dos grupos.

Tabla 14: Resumen del estudio de expresion de proteinas implicadas en la via Wnt en
tumores HNPCC-X y HNPCC-MSI.

PROTEINA HNPCC-X HNPCC-MSI (0] IC (95%)
(positivos/totales) (positivos/totales)
B-catenina 13/38 5/37 3,33 1,05-10,58
ciclina-D1 13/34 24/37 0,33 0,13-0,88
c-myc 23/37 28/40 0,7 0,27-1,82
foxO3a 6/37 1/38 7,16 0,82-62,73

OR: odd ratio, IC: interval de confianza

B HNPCC-X  HNPCC-MSI

B-catenina ciclina-D1 c-myc foxO3a
p=0,041 p=0,025 p=0,056

Figura 35: Diferencias en la expresion de distintas proteinas
implicadas en la via Wnt entre las poblaciones HNPCC-X y
HNPCC-MSI.

Se analizé la posible influencia de la expresion de cada una de las proteinas con
respecto a las demas (tabla 15). De esta tabla cabe resaltar la fuerte interaccion
positiva entre B-catenina y ciclina-D1 en los tumores HNPCC-X que sugiere

invertirse en tumores HNPCC-MSI.
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Tabla 15: Interaccidn en la expresion de las proteinas implicadas en la via Wnt en
tumores HNPCC-X y HNPCC-MSI. Se muestra el riesgo para la expresidon conjunta de
pares de proteinas.

POBLACION HNPCC-X

B-catenina 1 - - -
ciclina-D1 6,8 (1,43-32,37) 1 - -
c-myc 1,33 (0,31-5,64) 0,58 (0,14-2,41) 1 -
foxO3a 4,89 (0,76-31,6) 2,7 (0,38-18,96) 0,37 (0,05-2,54) 1
POBLACION HNPCC-MSI
B-catenina ciclina-D1 c-myc foxO3a
B-catenina 1 - - -
ciclina-D1 0,79 (0,11-5,53) 1 - -
c-myc nd 1,52 (0,37-6,29) 1 -
foxO3a nd nd nd 1

nd: sin datos suficientes para estimar el riesgo

Finalmente se analizaron las dos poblaciones en funcién del nimero de
proteinas con expresion positiva y la combinacién de estas proteinas expresadas
(figura 36).

La figura 36a representa todas las combinaciones de proteinas con expresion
positiva encontradas en los dos grupos de tumores analizados. Se puede
observar que en el grupo HNPCC-X la mayoria de los tumores mostraron
expresion unica de c-myc (n=9) o incluso ninguna proteina (n=5). El siguiente
grupo mas representativo seria el formado por los tumores con expresién
conjunta para B-catenina, ciclina D1y c-myc (n=4).

En el grupo de tumores HNPCC-MSI, se observa que la expresidn de ciclina D1y
c-myc es muy frecuente tanto de manera conjunta (n=12) como, aunque en
menor medida, de manera independiente (n=7 y n=5 respectivamente). Cabe
resaltar en estos tumores la escasa expresion de B-catenina y foxO3a.

La figura 36b representa blogues de tumores que muestran expresiéon positiva
para, al menos, las proteinas sefaladas en la leyenda de la derecha. Seria la
grafica acumulada de la anterior. Con esta grafica se pueden observar varias
cosas. Se observa una alta expresiéon de c-myc y ciclina-D1 en ambos grupos de
tumores. PB-catenina estd mas representada en los tumores HNPCC-X y parece
correlacionarse con la expresién de c-myc y ciclina D1 mientras que en HNPCC-
MSI no se observa apenas expresion de B-catenina. También se sugiere una

mayor expresion de foxO3a en tumores HNPCC-X.
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Figura 36: Interaccion entre las distintas proteinas analizadas en tumores HNPCC-
X y tumores HNPCC-MSI. a) Se muestran todas las combinaciones de proteinas
positivas detectadas y el nUmero de tumores que las presentan en cada poblacion
de estudio. b) Grafica acumulada del nimero de tumores positivos para las distintas
combinaciones de proteinas independientemente del resto. Cada bloque
representa el nimero de tumores positivos para esa combinacion.

Bcat: B-catenina; myc: c-myc; D1: ciclina D1; fox: foxO3a. Los colores representan el nimero de
proteinas positivas en cada combinacion:

.4 proteinas positivas, . 3 proteinas positivas.D 2 proteinas positivas,
[C] 1 proteinas positiva, [ ninguna proteina positiva.
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3. ESTUDIO DE HAPLOTIPOS YIN-YANG EN EL GEN APC

El propdsito de este estudio de asociacion es intentar detectar posibles
diferencias en la distribucion de diplotipos Yin-Yang del gen APC entre las
distintas poblaciones de estudio. Se pretende establecer hasta que punto la
similitud entre alelos puede actuar como factor de riesgo en CCR al favorecer los
procesos de recombinacion homadloga. Para ello se estudio el diplotipo Yin-Yang
del gen APC en 2 poblaciones distintas de CCR (HNPCC-X y CCR-ESP-MSS) y se
compararon con una poblacion control libre de cancer.

Para establecer el diplotipo Yin-Yang en las poblaciones HNPCC-X, CCR-ESP y
control, se genotiparon los SNPs marcadores rs2019720, rs2431512 vy
rs2546108. Se comprobd que cada uno de los SNPs cumpliese el equilibrio de
Hardy-Weinberg en la poblacién control (p>0,17; p>0,19 y p>0,17).

Se analizaron las frecuencias de los distintos haplotipos formados por la
combinacion de estos tres SNPs (tabla 16) comprobdndose que los dos
haplotipos Yin-Yang representaban a la mayoria de los haplotipos encontrados
en las tres poblaciones (mds del 95%). No se observaron diferencias
significativas en cuanto a la distribucion de haplotipos Yin-Yang entre las tres

poblaciones.

Tabla 16: Frecuencia de haplotipos en el gen APC en las poblaciones HNPCC-X, CCR
esporadico-MSS y control.

) YIN (GTA) YANG (ACC) OTROS
POBLACION N i ) o
HNPCC-X 70 40 (57,2) 29 (41,4) 1(1,4)
CCR-ESP-MSS 314 166 (52,9) 146 (46,5) 2(0,6)
CONTROL 810 418 (51,6) 379 (46,8) 13 (1,6)
TOTAL 1194 624 (52,3) 554 (46,4) 16 (1,3)

N: nimero de muestras

Tabla 17: Estudio caso-control de la distribucion del diplotipo Yin-Yang en el gen APC
en las poblaciones HNPCC-X, CCR esporadico-MSS y la poblacion control del HCSC.

. HOMOCIGOTO HETEROCIGOTO
FOBEACION T (GTA) | YANG (ACC) TOTAL YIN/YANG p-valor
HNPCC-X 35 11 (31,5) 6(17,1) 17 (48,6) 18 (51,4) ns
CCR-ESP-MSS 157  53(33,8) 43 (27,4) 96 (61,2) 61(38,9) 0,001
CONTROL 405 101 (24,9) 81 (20) 182 (44,9) 223 (55,1)

N: numero de muestras
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Posteriormente, cada muestra se dividid en dos subgrupos segun fuesen
homocigotas o heterocigotas para el diplotipo Yin-Yang. Los diplotipos
portadores de haplotipos raros se consideraron como heterocigotos ya que en
ningun caso se encontraron en homocigosis. La distribucidn de diplotipos en las
3 poblaciones de estudio se muestra en la tabla 17 y el analisis estadistico en la
figura 37. Se observa un aumento significativo en la distribucién de diplotipos
homocigotos en las muestras CCR-ESP-MSS (OR= 1,93; IC (95%)= 1,32-2,81; p=
0,001) con respecto a la poblacién control libre de cancer. Este aumento no se

detecta en la poblacién HNPCC-X observandose una distribuciéon semejante a la
poblacidn control.

Figura 37: Distribucion de diplotipos del gen APC en las
distintas poblaciones de estudio.
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1. JUSTIFICACION E INTERES DEL ESTUDIO DE FAMILIAS HNPCC-X

Como ya se comentd en la Introduccién de este trabajo, el grupo de familias
clasificadas como HNPCC-X que se aborda en este estudio es un grupo
importante y problematico en las Consultas de Consejo Genético.

Es importante porque su incidencia es muy alta dentro de las familias
clasificadas como Amsterdam I/Il. En nuestro laboratorio llegan a ser el 35,5%
de las familias que cumplen criterios Amsterdam (ver figura 11) y en otras
poblaciones se han descrito incidencias similares o incluso mas altas alcanzo al
60% de las familias clasificadas como Amsterdam [58-61, 64] (tabla 3).

Es un grupo problematico porque no se conocen las causas moleculares de su
susceptibilidad al cancer, lo que implica que no se puedan identificar individuos
de alto y bajo riesgo y por lo tanto no se puedan personalizar estrategias de
seguimiento ni profilaxis.

Es por tanto de gran interés, identificar las causas subyacentes a Ia
susceptibilidad al cancer en este grupo de familias. Desde el punto de vista
molecular ayudaria a entender la carcinogénesis colorrectal mediante la
identificacion de nuevas vias o formas de inestabilidad y asi poder ofrecer
nuevas dianas terapéuticas. Desde el punto de vista clinico, la identificacion de
factores de susceptibilidad en estas familias permitiria identificar pacientes de
alto riesgo que se pudiesen beneficiar de un seguimiento mas exhaustivo y de la

toma de medidas profilacticas.

2. APROXIMACION A LA BUSQUEDA DE ALELOS DE SUSCEPTIBILIDAD EN
FAMILIAS HNPCC-X

Lindor y colaboradores [58] postularon que las familias clasificadas como
HNPCC-X englobarian a un grupo heterogéneo de familias formado por algunos
casos de agregacion, bien debidos al azar o bien debidos a factores ambientales
compartidos, y también por familias portadoras de alelos de alta, moderada y/o
baja penetrancia aun por definir.

Esta hipdtesis explicaria por qué aun no se han detectado alelos de alta
penetrancia implicados en la susceptibilidad al cancer en estas familias. Su
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representacion posiblemente sea escasa en el grupo dificultando asi su
deteccidn por estudios de ligamiento.

Gracias al avance de la tecnologia, hoy en dia es posible secuenciar el exoma
completo, lo que seria una estrategia muy atractiva para la busqueda de alelos
de alta penetrancia ya que no se requiere una seleccion previa de genes
candidatos y estariamos analizando una buena parte del exoma en tan solo un
experimento.

Debido a la falta de disponibilidad de esta técnica en el momento de la
realizacion de este trabajo, se escogid la estrategia de genes candidatos para
intentar identificar posibles alelos de alta penetrancia en cada una de las
familias seleccionadas.

La estrategia de genes candidatos también es adecuada para detectar posibles
genes de moderada penetrancia. Estos genes, debido a su penetrancia
incompleta tampoco podrian ser detectados mediante estudios de ligamiento.
Por otro lado, algunas de las familias HNPCC-X podrian estar afectadas por
combinaciones de alelos de baja penetrancia que fuesen los responsables,
directa o indirectamente, de la susceptibilidad al cancer. En estos casos, la
aproximacion mds adecuada para estimar el riesgo de estos alelos serian los
estudios de asociacion entre casos y controles, bien basados en una previa
seleccion de genes candidatos, o bien mediante técnicas que cubran una buena

parte del genoma como son los famosos estudios GWAS [30].

3. BUSQUEDA DE VARIANTES EN LOS GENES OGG1, MUTYH Y MTH1 EN
FAMILIAS HNPCC-X

El primer objetivo de este trabajo se centra precisamente en el estudio de tres
genes candidatos implicados en la reparacion de la 80OHdG en 42 casos indices
de familias HNPCC-X.

Se escogieron estos genes como candidatos por varias razones:

1.- Son genes reparadores que podrian actuar como genes supresores de tumor.
Su déficit impediria la reparacion de la 80HdG dando lugar a un aumento en la
tasa de mutaciones G>T [26]. Estariamos hablando entonces de una
inestabilidad genética que en ultima instancia podria desencadenar un proceso

carcinogénico.
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2.- El gen OGG1 se localiza en la regidon 3p26.2 [83], la cual muestra LOH en
varios tipos de tumores [84].

3.- Se han descrito lineas celulares de cancer colorrectal MSS y CIN(-) que
presentan un aumento en la tasa de transversiones acompafado de altos
niveles de 80OHAG y deficiencia en su reparacion [85, 86].

4.- El gen MUTYH, implicado en la reparacién de la 80HdG, se ha asociado a
poliposis MAP en pacientes con mutacion bialélica en linea germinal [28].

5.- Se han encontrado variantes en los genes OGG1, MUTYH, y MTH1 asociadas
a distintos tipos de tumores sugiriendo un posible papel de estas variantes
como factores de riesgo en ciertas poblaciones [41, 88, 91-98].

6.- Hay pocos estudios de asociacion entre polimorfismos en estos genes y el
cancer colorrectal. Estudios en poblacién escocesa encuentran asociacion entre
variantes monoalélicas en el gen MUTYH y CCR [41]. Varios estudios de
asociacion se han hecho entre la variante OGG1-S326C y CCR en distintas

poblaciones mostrando resultados controvertidos [99-105].

Para llevar a cabo muestro objetivo se analizaron las secuencias codificantes y
uniones intron-exon en 42 casos indice de familias HNPCC-X seleccionadas. Este
analisis reveld la presencia de 13 variantes distintas (ver tabla 7) (5 en el gen
OGG1, 3 en MTH1, y 5 en MUTYH) en un total de 40 familias (95%). De estas
variantes, 8 presentaron una frecuencia inferior al 5% y por lo tanto se
clasificaron como raras, y 5 mostraron frecuencias mayores del 5%

clasificandose como variantes frecuentes.

Se intenté profundizar en el estudio de cada una de estas variantes con el fin de
establecer una posible implicaciéon en la susceptibilidad al cancer de la poblacién
de estudio HNPCC-X.

3.1. Variantes raras

Para indagar sobre el posible cardcter patogénico de cada una de las variantes
raras encontradas se hicieron distintos analisis in silico y andlisis de segregacion
en cada familia afectada. Finalmente se encontraron tres variantes raras
(MUTYH-G396D, OGG1-G308E y OGGI1-R46Q) que potencialmente podrian
actuar como factores de riesgo en las familias afectadas ya que las tres
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provocan cambios de aminodacidos en posiciones altamente conservadas y los
programas in silico utilizados predijeron una alta probabilidad de dafio

patogénico en la funcidn y/o estructura de las proteinas correspondientes.

La familia CC-19 presenta la variante MUTYH-G396D. Es una variante patogénica
gue muestra una menor capacidad de reconocimiento y uniéon a los pares
A:80HdG y una actividad reparadora reducida [121]. Esta variante ha sido
descrita como mutacidon patogénica recesiva asociada a MAP [28, 122, 123], y
como variante de riesgo asociada a heterocigotos [41, 124, 125]. Ademas, se ha
sugerido que mutaciones monoalélicas en MUTYH puedan actuar como genes
de baja penetrancia en familias HNPCC-X [126]. Nuestro estudio de segregacion
de dicha variante en la familia CC-19 (ver figura 20) apoya la hipdtesis de que la
variante en heterocigosis podria estar incrementando el riesgo a desarrollar CCR
en la familia afectada.

Esta misma familia presentd otra variante en la via BER, OGG1-A95A, variante
no descrita en la bibliografia que no implica cambio de aminoacido, ni alteracion
en el splicing, ni se observa segregacion con la enfermedad, por lo que se

descarta su papel como factor de riesgo.

Se ha encontrado la variante OGG1-G308E en la familia CC-CH6 en la cual no se
han podido llevar a cabo estudios de segregaciéon por falta de muestras. Esta
variante ha sido descrita en un tumor de cabeza y cuello [89] y en un tumor
renal [88]. Aunque un estudio previo de actividad enzimatica no muestra
diferencias respecto a la proteina silvestre [89] no se puede descartar un posible

efecto patogénico debido a otras causas como localizacién o estabilidad.

La variante OGG1-R46Q se ha encontrado en la familia CC-298 clasificada como
alto riesgo (ver figura 21). Esta variante afecta al ultimo nucleétido del exén 1
de OGG1, el cual codifica para un aminoacido conservado. Los andlisis in silico
empleados sugirieron tanto una alta probabilidad de dafo en la funcién y/o
estructura de la proteina como una alta probabilidad de alteracién del splicing.
En la literatura se ha descrito esta misma variante en homocigosis en una linea
celular de cancer de pulmén [96] y en un tumor renal [88]. También se ha
encontrado en heterocigosis en DNA gendmico de pacientes con cancer de
pulmon [127].
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Varios estudios sugieren un efecto patogénico de esta variante. Por un lado se
han publicado estudios funcionales de complementacion y actividad enzimatica
mostrado siempre una disminucidn significativa con respecto a la actividad de la
proteina silvestre [88, 96, 128, 129]. También hay descrito un estudio de
simulacion proteica donde se predice una expansion de la cavidad del centro
activo que podria ser la causa de la disminucion de actividad en esta variante
[130].

A nivel de DNA, el cambio consiste en una mutacién puntual que afecta al
ultimo nucledtido del exdon 1 de OGG1, nucledtido contenido en la secuencia
consenso del donador de splicing. Estudios anteriores han confirmado una
inactivacion del donador de splicing i1 dando lugar a transcritos que retienen el
intron 1 completo origindndose un coddn de parada prematuro [88, 96] y por
tanto el truncamiento de la proteina. Estos estudio analizan los transcritos de
OGG1 en DNA tumoral homocigoto para el cambio y ambos observan la
presencia de transcrito aberrante y también de transcrito normal, justificandolo
como una inactivaciéon parcial, y no total, del donador de splicing [96] o por
contaminacion de tejido normal adyacente al tumor [88].

En este trabajo se ha profundizado un poco mas en el splicing de pacientes
portadores de R46Q. Hemos analizado el cDNA procedente de leucocitos de
individuos portadores en heterocigosis de la variante. Hemos podido detectar la
presencia del transcrito aberrante que contiene la secuencia del intréon 1
completa pero solo a través del uso de cebadores especificos, lo que nos hace
pensar que o bien la expresion de este transcrito es muy baja, o bien el
transcrito esté siendo degradado probablemente por el mecanismo NMD. Por
otra parte se ha observado una inactivacion total del donador de splicing i1 por
parte del alelo mutado (c.137A) dando lugar a una expresion monoalélica de
transcrito normal por parte del alelo silvestre. Con estos datos se pone de
manifiesto que en condiciones de heterocigosis practicamente el alelo silvestre
(c.137G) es el unico que contribuye a la expresion del transcrito normal de
OGG1 siendo la contribucién del alelo mutado (c.137A) despreciable.
Probablemente la falta de expresién de uno de los alelos provoque una
disminuciéon en los niveles de transcrito OGG1 y esto podria afectar al
funcionamiento de la proteina agudizandose en situaciones de estrés oxidativo

donde la demanda de actividad de OGG1 seria mayor.
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Poco después de la publicacién de los datos que se presentan en esta tesis
[131], se publicd un trabajo donde se sugiere una susceptibilidad al CCR debida
a una herencia digénica de esta misma variante junto con otra variante en
MUTYH en un caso de CCR diagnosticado a una edad muy temprana (36 afos)
[132]. Nosotros hemos llevado a cabo estudios de segregacion en la familia
afectada y la variante se mostrd en los 2 familiares afectados de CCR analizados
y en otro familiar mas con cancer de ovario diagnosticado a los 48 afios. Hay
gue senalar que el cancer de ovario, aunque no se tiene en cuenta en los
criterios clinicos Amsterdam |l (ver tabla 2), si se ha visto relacionado con
familias diagnosticadas de Sindrome de Lynch y se considera como un cancer
asociado en los criterios de Bethesda (ver tabla 2). La variante muestra una
penetrancia incompleta presentandose también en 4 individuos sanos y
mayores de 50 afios. Este patréon de herencia podria ser compatible con un alelo
de penetrancia moderada. Al igual que sugiere el estudio de Morak [132],
podria tratarse de un modelo de herencia digénica u oligogénica. En este caso,
no se han encontrado variantes en los genes MTH1 y MUTYH, pero no hay que
descartar la posibilidad de que otros genes distintos a los estudiados podrian
afectar a la susceptibilidad al CCR en combinacién con OGG1-R46Q. Entonces,
seria conveniente pensar en el analisis de otros genes distintos implicados en la
via BER o en otras vias implicadas en el estrés oxidativo en esta familia.
Tampoco hay que descartar una herencia monogénica de moderada
penetrancia unida a factores ambientales.

Los primeros autores que describieron esta variante en una linea celular de
cancer de pulmdn, analizaron la presencia de R46Q en 45 DNAs gendmicos
procedentes de pacientes sanos sin encontrarla [96], Morak y colaboradores la
analizan en 70 controles sin encontrarla [132]. Nosotros la hemos analizado en
una serie de 367 controles sanos y la hemos encontrado en 8 pacientes
(aproximadamente equivale a una frecuencia alélica del 1%). La poblacion
control seleccionada consiste en una serie de pacientes provenientes de la sala
de extracciones del hospital sin historia personal de cancer. Debido a la gran
incidencia de cancer en nuestra sociedad no se pregunté por la historia familiar
ya que podriamos caer en un sesgo seleccionando individuos que puedan tener
factores protectores. Por este motivo, al ver los resultados de la variante R46Q
en controles se miraron las historias de cada uno de los pacientes control que

presentaron la variante. Se pudo comprobar que 3 de los controles portadores
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de R46Q tenian familiares en primer grado afectados de tumores digestivos,
otros 2 tenian familiares en segundo grado con tumores digestivos, y 1 tenia tan
solo 25 afos. Estos 6 controles, ademas presentaban edades inferiores a los 60
afos, edades que se situan alrededor de la edad media de diagndstico de cancer
en las familias HNPCC-X de este trabajo (56,7+6,3 afios). Por lo tanto, la variante
OGG1-R46Q sigue siendo una buena candidata como factor de riesgo al CCR de

moderada penetrancia en este grupo de familias.

3.2. Variantes frecuentes

Para indagar sobre el posible papel como alelos de moderada o baja
penetrancia en las variantes frecuentes encontradas, se llevaron a cabo estudios
de asociacidn entre casos y controles en tres poblaciones distintas de cancer
colorrectal: familias HNPCC-X, familias HNPCC-MSI y una poblaciéon seriada de

casos esporadicos de CCR.

La variante MTH1-D142D es la Unica variante que mostré asociacién con el
riesgo a desarrollar CCR en familias HNPCC-X cuando se compararon en ambos
grupos tanto las frecuencias alélicas (OR=2,23; p=0,003) como los genotipos
(OR=2,77; p=0,003). La primera pregunta que surgid tras este resultado fue si el
efecto de la variante sobre el riesgo era dominante o recesivo. Entonces se
realiz6 un estudio de la dosis génica comparando las frecuencias de los
diferentes genotipos de la variante D142D en casos HNPCC-X y controles. Se
observé un aumento significativo del riesgo segun aumentaba la dosis génica
(p=0,009) (ver tabla 9). Es decir; el riesgo a desarrollar cancer en individuos
portadores en heterocigosis de la variante MTH1-D142D resulto ser 2,61 veces
mas alto que en individuos no portadores, y este riesgo es aun mayor (3,66
veces mas que en no portadores) en individuos homocigotos para la variante.
Otra pregunta que nos planteamos entonces era si, ademas de aumentar el
riesgo, también se adelantaba la edad de aparicién del cdncer. Analizando la
supervivencia libre de cdncer para los distintos genotipos de la variante en
individuos pertenecientes a familias HNPCC-X se observa que individuos
heterocigotos para la variante no presentan diferencias en la edad de aparicién

del cdncer respecto a los individuos no portadores, pero en cambio, los
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individuos homocigotos muestran un adelanto de 9 afios en la edad media de
aparicion del cancer (p=0,036) (ver figura 25).

El riesgo tan alto que muestra esta variante, y su incremento en homocigotos,
es sorprendente en una variante que se presenta en el 20% de la poblacion
control libre de cancer. Se puede pensar en varias razones que puedan explicar
este suceso. Podria tratarse de una mutacién de moderada o alta penetrancia
gue se haya originado en un alelo portador de la variante D142D y por lo tanto
se encuentren en ligamiento. De esta manera los individuos portadores de la
mutacidn causante mostrarian la variante polimdrfica D142D pero no todos los
portadores del polimorfismo serian portadores de la mutaciéon. Otra explicacién
seria que la variante D142D, bien directamente o indirectamente, elevaria el
riesgo a desarrollar cancer colorrectal solo cuando se presenta en combinacion
con otra u otras variantes en otros genes distintos, estariamos hablando
entonces de una herencia digénica u oligogénica que estuviese afectando a este
grupo de familias.

La variante MTH1-D142D se describié por primera vez en DNA germinal de
familias HNPCC-MSS [133] pero no se profundizd en su estudio. Solo hay un
estudio de asociacién descrito para esta variante en pacientes con cancer de
cabeza y cuello [90], en él los autores no encuentran asociacidn tras analizar la
variante en 29 casos y 30 controles.

Los resultados de nuestro estudio muestran una MAF en torno al 20% para la
variante D142D en poblacion control. Esta frecuencia es similar a la descrita por
Gorgens en sus controles (17%) [90] y a la poblacién CEU (20%) descrita en el
Proyecto HapMap [120]. En definitiva, las frecuencias que hemos encontrado en
nuestro trabajo estan de acuerdo con las frecuencias descritas en otros trabajos
descartando posibles sesgos en nuestra poblacidn control.

Por otro lado, en este trabajo hemos encontrado una asociacion entre la
variante MTH1-D142D vy el riego a desarrollar CCR en familias HNPCC-X. Este
hallazgo es la primera vez que se describe y seria conveniente confirmarlo en

una poblacién HNPCC-X mas numerosa.

La variante OGG1-S326C muestra una asociacion con el riesgo a padecer CCR
esporadico. Tras el andlisis del riesgo segun la dosis génica, se observd que el
riesgo es igual (OR=1,5) en individuos portadores en homocigosis o

heterocigosis. Sin embargo, no se observé ningin cambio en la edad de
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diagndstico en portadores de esta variante. Estos resultados encajan con lo
esperado en el caso de un alelo de baja penetrancia. Esta asociacion no se
observa en las otras dos poblaciones estudiadas (HNPCC-X y HNPCC-MSI). Este
hecho podria explicarse debido a que las dos poblaciones que no muestran
asociacion son casos de cancer colorrectal familiar donde alelos de alta
penetrancia conocidos (HNPCC-MSI) o desconocidos (HNPCC-X) son
responsables de la susceptibilidad al cancer y pueden enmascarar cualquier
pequefio efecto que pueda tener un alelo de baja penetrancia.

La variante OGG1-5326C es una variante que ha sido ampliamente estudiada en
distintos tipos de tumores y poblaciones. Se han hecho estudios de
complementacion en E. coli [96] y en células humanas [134] observandose una
actividad disminuida con respecto a la proteina silvestre. Hay numerosos
estudios de asociacion en distintos tipos tumorales que dan lugar a controversia
aunque se le atribuye principalmente un papel de riesgo en cancer de pulmdn
[93, 135-137]. En CCR, los resultados son inconsistentes, hay varios estudios de
asociacion en tumores esporadicos en distintas poblaciones. Se ha publicado
recientemente un meta-analisis que engloba a los principales estudios de
asociacion de esta variante llevados a cabo en CCR y su analisis sugiere una falta
de asociacién de la variante con la susceptibilidad al CCR [105]. Solamente dos
estudios muestran asociacién de la variante OGG1-S326C y el riesgo a CCR. Uno
de ellos, realizado en la Republica Checa, encuentra un riesgo aumentado a
desarrollar CCR en pacientes portadores en homocigosis de la variante pero solo
si son fumadores [102]. El otro ha sido realizado en poblacion espafiola y
detecta un riesgo aumentado (OR=2,31) en individuos homocigotos para S326C
[101]. Nuestro trabajo aporta un dato mas a favor de la implicaciéon de OGG1-
S326C en la susceptibilidad a desarrollar CCR aunque a diferencia de los otros
dos estudios, no observamos un modelo recesivo sino dominante.
Probablemente el papel de este alelo en la carcinogénesis colorrectal dependa
de la poblacién de estudio. Diferencias en el fondo genético o en otros factores

externos pueden ocultar el posible efecto de este polimorfismo en el CCR.
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4. ESTUDIO DEL DANO OXIDATIVO

Debido a que encontramos dos variantes raras y una frecuente que parecen
estar implicadas en la carcinogénesis de familias HNPCC-X, y que estos genes
son los encargados de reparar la 80HdG, se decidié analizar el dafio oxidativo
en tumores de familias HNPCC-X. Este analisis se hizo mediante dos abordajes
distintos, analizando el perfil de mutaciones somaticas en el gen KRAS y

analizando los niveles de 80HdG en nucleos de células de tejido tumoral.

4.1. Andlisis de mutaciones somaticas en el gen kras

Se escogid este gen para analizar el dafio oxidativo a partir del perfil de
mutaciones somaticas porque en él se han descrito aumentos en la tasa de
transversiones G>T asociados al déficit de proteinas reparadoras de la 8OHdG
en tumores de pulmén en ratén [138], y mas particularmente en tumores
colorrectales humanos procedentes de pacientes con mutacion bialélica en el
gen MUTYH [139]. Se analizé el perfil de mutaciones en el gen KRAS en 40
tumores HNPCC-X y también en 17 tumores MUTYH de procedencia escocesa
gue nos sirven como controles positivos de inestabilidad genética debida al fallo

en la reparacion de 80HdG.

En ninguno de los dos grupos de tumores analizados en este trabajo se observan
mutaciones en el coddn 600 del gen BRAF. Es lo esperado ya que mutaciones en
este coddn se asocian a tumores esporadicos con fenotipo metilador en islas
CpG [140, 141]. Algunos autores encuentras mutaciones en BRAF analizando
tumores HNPCC-MSS [62, 63] pero hay que sefialar que la seleccion de tumores
en estos dos estudios se realizd segln unos criterios menos estrictos (criterios
de Bethesda) lo que aumenta la heterogeneidad del grupo pudiendo incluir
casos de cancer no familiar. En otros dos estudios que analizan estas
mutaciones en familias HNPCC-X seleccionadas segun los criterios estrictos
Amsterdam | y Il [64, 142] no se encuentran mutaciones en BRAF en ninguno de

los tumores analizados. Estos datos coinciden con nuestros resultados.

En cuanto a los resultados observados en la poblacion MUTYH, de los 9 casos de

tumores procedentes de pacientes con mutacién bialélica y diagndstico de MAP,
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7 muestran un cambio G>T en el coddn 12 de KRAS. Estos resultados coinciden
con lo esperado ya que la carcinogénesis de estos pacientes es desencadenada
precisamente por un aumento en la tasa de transversiones G>T que afecta
frecuentemente a genes como APC y KRAS [28, 139]. En principio es llamativo
gue ninguno de los tumores con mutacién monoalélica en el gen MUTYH
presente mutaciones en KRAS, pero seguramente se deba al escaso nimero de

muestras analizado (n=8).

Lo mas sorprendente del andlisis de mutaciones somaticas en el gen KRAS es la
elevada tasa de mutaciones que se observa en nuestra poblacion HNPCC-X
(60%). Hay cuatro estudios que analizan la tasa de mutaciones somaticas en
KRAS en distintas poblaciones de CCR hereditario y esporddico [62-64, 142].

MUTYH e 41
anece-x I 55
ESP-HCSC a3

HNPCC-MSS Goel = 32
HNPCC-MSI Goel _j S,5
ESP-MSI Goel _ 4

ESP-MSS Goel 39

HNPCC-MSS Sanchez de Abajo = 40
HNPCC-MSI Abdel-Rahman —‘ 26

HNPCC-MSS Abdel-Rahman = 17

HNPCC-MSI Oliveira l 40
ESP-MSI Oliveira 21
ESP-MSS Oliveira 33

Figura 38: Frecuencia (%) de mutaciones somaticas en KRAS en
distintas poblaciones de CCR. Tasa de mutaciones teniendo en
cuenta solo las 7 mutaciones mas prevalentes en los codones 12 y
13.

Estos estudios muestran resultados dispares, pero ninguno encuentra una tasa
de mutacién superior al 40% (figura 38). Solo uno de ellos realiza el estudio en
familias HNPCC-X seleccionadas con criterios estrictos Amsterdam [64]

obteniendo un 32% de mutaciones. Estos autores solo analiza las mutaciones en
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los codones c.12 y c.13 de KRAS. La diferencia en los resultados, entonces,
podria deberse a la inclusion de los exones 3 y 4 en nuestro estudio, pero el bajo
numero de mutaciones encontrados en tales exones no explica el gran aumento

en la tasa de mutaciones KRAS en nuestra poblacion (figura 38).

Atendiendo a la técnica empleada para la deteccion de mutaciones, tanto en
nuestro estudio como en el de Goel [64] se ha utilizado secuenciacion directa en
todos los tumores. La busqueda de mutaciones somaticas en DNA tumoral por
secuenciacion es un método poco sensible ya que va a depender de la pureza
del DNA tumoral que tengamos y del porcentaje de células tumorales que sean
portadoras de la mutacion. Hay casos en los que es dificil decidir si una pequefia
variacion en el electroferograma se debe a una mutaciéon en un pequefio
porcentaje de células de nuestra muestra o sin embargo se debe a un artefacto
de la técnica, por esta razéon el analisis de mutaciones somaticas por
secuenciacion se vuelve subjetivo pudiendo dar lugar a interpretaciones
diferentes y por tanto distintos resultados. Nosotros hemos confirmado todos
aquellos casos dudosos por la técnica TheraScreen® (DxS Ltd.) que consiste en la
amplificacién alelo especifica mediante PCR a tiempo real de las mutaciones
mas prevalentes en KRAS, por lo que descartamos la presencia de falsos

positivos.

Si analizamos el perfil de mutaciones en los tumores teniendo en cuenta solo los
codones 12 y 13 (figura 39), nuestros resultados son similares a los encontrados
en las poblaciones HNPCC-MSS descritas por Sanchez de Abajo [63] y Abdel-
Rahman [62].

En relacion al tipo de mutacién, el porcentaje de cambios G>A en nuestros
tumores HNPCC.X se asemeja a la poblacion HNPCC-MSS de Sanchez de Abajo, a
la poblacion de CCR esporadico MSS descrita por Oliveira y también a los CCR

esporadicos analizados en nuestro laboratorio (ESP-ESP-HCSC) (figura 39).
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Figura 39: Tipos de mutaciones encontradas (%) en el gen KRAS en distintas
poblaciones de tumores CCR. Teniendo en cuenta solo las 7 mutaciones mas
prevalentes en los codones 12 y 13.

En relacidon al cambio G>T, que implica un dafio oxidativo mayor, nuestros
tumores HNPCC-X se asemeja a los HNPCC-MSS descritos [62, 63] mostrando un
patrén intermedio entre los tumores esporadicos descritos por Oliveira [142] y
los tumores HNPCC-MSI.

4.2. Niveles de 80OHdG en nucleos de células tumorales

Un segundo abordaje para estimar el dano oxidativo en familias HNPCC-X fue la
deteccion por inmunofluorescencia de 80HdG en tejido tumoral mediante el
uso de un anticuerpo especifico. El estudio se llevd a cabo en muestras
parafinadas de tumores HNPCC-X, HNPCC-MSI, MUTYH y tumores esporadicos

de procedencia escocesa.

Primero se compararon los niveles de 80HdG en tejido normal adyacente al
tumor, tejido tumoral diferenciado y tejido tumoral indiferenciado. Este andlisis
reveld unas diferencias significativas (p<0,001) y grandes (ver figura 30) en los
niveles de 80HdG en tejido normal y tumoral. Otros estudios han descrito el

incremento de los niveles de 80OHdG en DNA de tumores colorrectales con
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respecto al DNA de tejido normal de colon [75] y también en nucleos de células
de CCR en comparacidon con nucleos de células del correspondiente tejido
normal [74]. Por lo tanto nuestros datos corroboran estos estudios anteriores
manifestando que células tumorales estan sometidos a un estrés oxidativo

mucho mayor que el epitelio normal.

El segundo analisis que se llevé a cabo fue la comparacion de niveles de 8OHdG
en nucleos de células de tumores diferenciados en las 4 poblaciones de estudio
(ver figura 32b). Nos encontramos con unos niveles muy altos de 80HdG y
ninguna diferencia entre las distintas poblaciones analizadas. Es légico pensar
gue posibles diferencias entre distintas poblaciones estén siendo enmascaradas
por el alto estrés oxidativo que se origina en el tumor, por esta razon
intentamos realizar el mismo analisis pero en tejido normal adyacente al tumor
donde el estrés oxidativo es menor. En este caso (ver figura 32a), se observan
unos niveles de 80HdG relativamente altos (en torno al 30%) en los tumores
procedentes de las poblaciones MUTYH y HNPCC-X, siendo estos niveles casi
nulos (1 y 5%) en los tumores HNPCC-MSI y esporadicos escoceses. Hay que
tener en cuenta que este analisis es una estimacion muy grosera debida al
escaso numero de muestras en las que se pudo encontrar zona normal
adyacente al tumor. Aln asi la diferencia es muy llamativa lo que hace necesario
y atractivo repetir el estudio en un ndmero suficientemente alto de muestras de
tejido tumoral adyacente. Si estas diferencias se confirman, podrian estar
indicando un posible fallo en los genes de reparacién de la 80HdG o en los
enzimas neutralizantes de los ROS o en alguna otra ruta implicada en el estrés
oxidativo en familias HNPCC-X.

Finalmente, aunque los resultados anteriores nos indican que el tejido tumoral
no es una buena muestra para buscar diferencias en los niveles de 80HdG, se
analizaron estos niveles atendiendo a los distintos genotipos de las variantes
0OGG1-S326C y MTH1-D142D tanto en la poblacién HNPCC-X como en la
poblacion HNPCC-MSI. No se realizd en tejido normal adyacente debido al
escaso numero de muestras en el TMA que mostraran este tipo de morfologia.
Aln asi, se pudo observar que tumores HNPCC-X procedentes de pacientes
homocigotos para la variante MTH1-D142D mostraban una tendencia al

aumento de los niveles de 80HdG, datos que concuerdan con los resultados
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obtenidos en el estudio caso-control de esta variante. Hay que recordar que en
el estudio de asociacion de la variante en esta misma poblacidon se detectd un
riesgo a desarrollar CCR en individuos homocigotos 3,66 veces mayor que
individuos no portadores y una anticipacién de 9 afios de la edad de aparicidon
del cancer. Estos resultados son también interesantes y alentadores para el

futuro estudio de los niveles de 80OHdG en muestras de tejido normal.

Como resumen del estudio de los niveles de 80HdG podemos decir que la
estrategia de valorar los niveles de 80HdG en tejido tumoral no ha sido la mas
adecuada ya que estos niveles son demasiado altos para establecer pequenas
diferencias. Aun asi; los datos sugieren diferencias grandes en los niveles
basales de 80OHdG en tejido normal en las poblaciones MUTYH y HNPCC-X. En el
caso de pacientes con mutacion en MUTYH es razonable que nos encontremos
con unos niveles superiores de 80HdG, y en el caso de tumores HNPCC-X este
incremento podria ser debido al azar o bien podria deberse a un defecto en las
vias de reparacidon o de neutralizacion del dafio oxidativo sugiriendo que el
estrés oxidativo juega un papel importante en la carcinogénesis de la poblacion
HNPCC-X. Estudios en tejido normal se estdn empezando a disefiar para
esclarecer estos datos.

En este andlisis también se ha podido ver una tendencia a incrementarse los
niveles de 80OHAG en el tejido tumoral diferenciado de individuos homocigotos
para la variante OGG1-D142D, los cuales han mostrado también un riesgo
incrementado de CCR y edad de aparicién del cancer adelantada. Si se
confirman estos datos estariamos avalando el papel de OGG1-D142D como

factor de riesgo en la poblacion HNPCC-X.

5. VIA WNT

Con el objetivo de intentar caracterizar a nivel molecular los tumores de familias
HNPCC-X se analizd la expresidon de varias proteinas implicadas directa o
indirectamente en la via Wnt tanto en tumores HNPCC-X como en tumores
HNPCC-MSI.
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La activacién de la via Wnt es un proceso iniciador de la carcinogénesis [6] muy
comun en la vasta mayoria de los CCR bien por mutaciones en el gen APC,
CTNNB1, AXINA o TCF4 [7].

Cuando la via Wnt se estimula, su efector, la B-catenina, se libera de sus
inhibidores (apc, axina y gsk3B) y entra en el nucleo donde se une a tcf4 y
activan la transcripcion de factores proliferativos como c-myc y ciclina D1 (ver

figura 2).

Varios estudios encuentran una mayor expresion de B-catenina nuclear,
coactivador transcripcional de la via Wnt, en CCR esporadico MSS frente a CCR
esporadico MSI o HNPCC [143, 144]. Nosotros encontramos un mayor
porcentaje (35%) de B-catenina nuclear en tumores HNPCC-X frente a HNPCC-
MSI lo que indica una mayor activaciéon de la via Wnt en ese grupo de familias.
Porcentajes similares de B-catenina nuclear se han encontrado en otras
poblaciones HNPCC-MSS [62, 63].

La ciclina D1 es un oncogén que interviene en el ciclo celular favoreciendo el
paso de la fase G1 a la fase S. En tumores CCR la activacion de la via Wnt
conduce a una activaciéon del gen CCND1, pero existen también otras vias que
van a estimular la expresiéon de ciclina D1 como puede ser la via MAPK [145].
Ademds de la desregulacion de estas via, se han observado también otros
mecanismos de sobreexpresion de ciclina D1 en cdncer como pueden ser las
alteraciones gendmicas y post-transcripcionales [146]. La expresion de ciclina
D1 en nuestra poblacién HNPCC-X se correlaciona positivamente con la
expresion de [B-catenina (OR=6,8; 1C(95%)=1,43-32,37) lo que confirma la
activacion de la via Wnt en estos tumores. Sin embargo, en la poblacién HNPCC-
MSI observamos unos niveles mayores de ciclina D1 y que ademas no se
acompanan de expresion nuclear de B-catenina, esto nos sugiere que la ciclina

D1 esta sobreexpresada por otras vias distintas en los tumores HNPCC-MSI.

C-myc es una oncogén que actua como factor de transcripcidn de genes que
participan en procesos esenciales como la progresion del ciclo celular, apoptosis
y transformacion celular. No solo es regulado a través de la via Wnt sino que
también se estimula por medio de otras vias como MAPK o Notch [147]. En
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cancer es frecuente observar una sobreexpresion de c-myc debida a la
alteracidn de estas vias o a alteraciones gendmicas [147].

En cuanto a los resultados obtenidos, la expresién de c-myc se mostré muy
elevada en ambos grupos de tumores (62% en HNPCC-X y 70% en HNPCC-MSI)
independientemente de la presencia de B-catenina nuclear. Seguramente la via
Wnt estd contribuyendo a esta sobreexpresion en el caso de tumores HNPCC-X,
pero en tumores HNPCC-MSI son otras vias o mecanismos distintos los

principales responsables de su sobreexpresion.

En conjunto, los resultados de la expresion de proteinas de la via Wnt indican
una mayor activacion de la via en familias HNPCC-X con respecto a las familias
HNPCC-MSI. Podemos decir entonces que los tumores HNPCC-X se asemejan
mas a los tumores CCR esporadicos MSS en cuanto a la via iniciadora de la
carcinogénesis. Los tumores HNPCC-MSI presentarian una activacién de factores

proliferativos debida a otras vias distintas.

Por otro lado se analizé la expresion del factor de transcripcion FoxO3a debido a
su implicacion tanto en la via Wnt como en el estrés oxidativo (ver figura 18).
Esta proteina se estimula ante una sefial de estrés oxidativo, FoxO entra en el
nucleo y compite con tcf4 por B-catenina [148]. La unidn entre B-catenina y
foxO va a estimular genes de neutralizacion de ROS y de apoptosis. En definitiva,
es el balance de ROS, a través de los niveles de FoxO, el que va a determinar que
la via se incline hacia la activacién de factores de proliferacién o en cambio de
neutralizacidon y apoptosis. Al analizar esta proteina en las dos poblaciones de
estudio, encontramos una expresion baja en los tumores HNPCC-X vy
practicamente nula en los tumores HNPCC-MSI. Aunque el nimero de tumores
con expresion positiva de FoxO no es muy grande (n=5), la mayoria muestran
también expresién nuclear de B-catenina. Una vez mas encontramos datos que
nos sugieren que el estrés oxidativo puede jugar un papel clave en la

carcinogénesis de un pequefio porcentaje de las familias HNPCC-X.
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6. DIPLOTIPO YIN-YANG EN EL GEN APC

Con este ultimo apartado se pretende determinar si la recombinacion homodloga
entre alelos puede actuar como un factor de riesgo en CCR. Para establecer la
similitud entre alelos y asi poder probar nuestra hipdtesis, nos servimos de la
estructura de haplotipos Yin-Yang que presenta el gen APC. Escogimos APC
como gen candidato para este estudio por su papel como gen guardian
(gatekeeper) en la carcinogénesis colorrectal [149] y también por su perfil de
haplotipos Yin-Yang descrito en poblacién tanto europea (CEU) [120] como
espafiola [110].

Analizamos la representacion de los diplotipos homicigotos para los haplotipos
Yin-Yang en la poblacién HNPCC-X y también en poblacién CCR esporadico, y
llevamos a cabo estudios caso-control en ambas poblaciones.

Para poder determinar el diplotipo seleccionamos 3 SNPs marcadores
distribuidos a lo largo de la regién Yin-Yang del gen APC (ver figura 19 y tabla 6).
Analizamos la distribucion de los haplotipos formados por estos 3 SNPs en las
dos poblaciones de estudio y también en la poblacion control libre de cancer. La
distribucién de estos dos haplotipos en las poblaciones analizadas (98%) resulté
ser similar a la descrita en poblacién espanola (84%) [110].

Tras llevar a cabo el analisis del diplotipo Yin-Yang en las poblaciones de
estudio, encontramos una mayor representacion del diplotipo homocigoto en la
poblacién CCR esporadico con respecto a la poblacion control (OR=1,93;
IC(95%)=1,32-2,81; p=0,001). Sin embargo la poblacién HNPCC-X mostré una
distribucién de diplotipos Yin-Yang similar a la poblacidn control libre de cancer
(OR=1,16; 1C(95%)=0,58-2,31) (ver figura 37). Nuestra hipdtesis no ha resultado
valida para la poblacion HNPCC-X pero en cambio los resultados en CCR
esporadico muestran asociacion entre el diplotipo Yin-Yang homocigoto y el
riesgo a desarrollar CCR sugiriendo un posible papel de la recombinacién
homodloga en la susceptibilidad al CCR esporadico. Gracias a la colaboracién del
ICO, Barcelona, se analizd una segunda poblacion de CCR esporadico para
intentar confirmar esta asociacion en una poblacién distinta (datos no
presentados en esta tesis), y no se encontrd ninguna diferencia en Ia
distribucién de diplotipos Yin-Yang no pudiéndose confirmar el papel del

diplotipo homocigoto como factor de riesgo frente al CCR [150]. Para intentar
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explicar esta falta de replicacion se atribuyeron estas diferencias a la seleccidn
de la poblacién control (la poblacién control catalana provenia de un Banco de
Sangre lo que significa el desconocimiento de la historia clinica de cada control),
factores ambientales y a un posible menor riego en la poblacidn catalana que no
podria ser detectado debido a un escaso poder estadistico. En definitiva, seria
necesario repetir el estudio con poblaciones grandes de casos y controles libres
de enfermedad para poder confirmar o descartar el riesgo detectado en nuestra
poblacion de CCR esporadico [110].

Aunque la asociacién entre le diplotipo Yin-Yang homocigoto y el riesgo a
desarrollar CCR permanece sin esclarecer, con este estudio se ha presentado un
planteamiento nuevo en los estudios de asociaciéon. Se ha llevado a cabo un
estudio de asociacidon con una caracteristica genética estructural, como es un
diplotipo, en lugar de una variante genética. Es decir, en vez de analizar la
asociacion que puede haber entre la funcionalidad de un alelo y una
enfermedad, hemos analizado la asociacidn entre mecanismos genéticos de

recombinacion homoéloga y enfermedad.

Tras discutir individualmente los resultados, podemos decir que a pesar de
disponer de un nimero no muy alto de familias HNPCC-X y sobre todo de
tumores de esas familias, hemos obtenido resultados que aportan
conocimientos en los mecanismos carcinogénicos colorrectales. Estudios en
colaboracién con otros grupos y la disponibilidad de nuevos avances

metodoldgicos permitiran mayores logros en el estudio de estas familias.
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En relacién a los genes de reparacion de la 80OHdG:

1.

2.

Se ha identificado a la variante c.137 G>A (p.Arg46GIn) del gen OGG1 en
la familia CC-298 clasificada como HNPCC-X. Esta variante muestra un
patron de herencia dominante de penetrancia incompleta y puede ser

clasificada como patogénica.

Se ha detectado la variante patogénica c¢.1187 G>A (p.Gly396Asp) del gen
MUTYH en una familia HNPCC-X mostrando segregacion con la
enfermedad lo que sustenta su papel como factor de riesgo a desarrollar

CCR en heterocigosis.

La variante ¢.426 C>T (p.Asp142Asp) del gen MTH1 aumenta el riesgo de
desarrollar CCR en familias HNPCC-X pero no en familias HNPCC-MSI o
CCR esporadico. El riesgo que confiere es dominante y dependiente de la
dosis génica. Ademas, los individuos homocigotos para la variante
presentan una edad de diagndstico de CCR adelantada y un mayor estrés

oxidativo en el tumor.

La variante c.977 C>G (p.Ser326Cys) del gen OGG1 aumenta el riesgo de
desarrollar CCR en casos esporadicos pero no en familias HNPCC-X o en
HNPCC-MSI. El riesgo que confiere es dominante e independiente de la

dosis génica.

En relacion al de estrés oxidativo:

5.

Los niveles de 80HAG en nucleos celulares de tejido tumoral no son un

buen marcador para estimar diferencias en el estrés oxidativo.

El porcentaje de tumores con mutaciones G>T en la poblacion HNPCC-X
es menor que el presentado por otras poblaciones de CCR esporadico

aunque mayor que el presentado por poblaciones HNPCC-MSI.
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7. Tumores procedentes de pacientes con mutacion patogénica en MUTYH
y familias HNPCC-X parecen indicar un mayor dafio oxidativo en tejido

normal adyacente al tumor que los tumores HNPCC-MSI o esporadicos.

8. Un pequeiio grupo de tumores HNPCC-X pero no HNPCC-MSI presentan
expresion de factores de transcripcion en respuesta al dafio oxidativo.

En relacion a las vias de sefalizacion estudiadas:

9. La tasa de mutaciones somaticas en el gen KRAS en nuestros tumores

HNPCC-X es mayor que en las descritas hasta ahora.

10.Los tumores HNPCC-X presentan mayor activacion de la via Wnt que los
tumores HNPCC-MSI asemejandose a los tumores CCR esporadicos MSS

en cuanto a la via iniciadora de la carcinogénesis.

En relacion a otros mecanismos estudiados:

11.Procesos de recombinacion homdloga no son importantes en la

carcinogénesis de las familias HNPCC-X.

En resumen, las familias HNPCC-X engloban a un grupo heterogéneo de familias
gue presentan procesos carcinogénicos distintos a los descritos en CCR
esporadico o HNPCC-MSI. Los resultados expuestos en este trabajo explican la
susceptibilidad al cancer por alteraciones en la reparacién de la 80OHdG, en una
minoria de estas familias. Es necesario seguir profundizando en los mecanismos

carcinogénicos implicados en este tipo de familias.
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Anexo 1: Familias HNPCC-X
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51 N(m)
50 N(m)
47 N

32 N

52 N(m)
28 N(m)
41 N(m)
42 N(m)
55

40 N

45 N(m)
40 N

42 N

54 N(m)
32 N(m)
50 N

44 N(m)
46 N(m)
45 N

47 N

45 N

30 N

47 N(m)
47 N

MMR
exp
POS

POS
POS

POS
POS
POS

POS

POS
POS

POS
POS
POS
POS
POS

POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

POS

POS

POS
POS

MMR
mut

NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

MLH1 (vsc)
€.1959 G>T
(p.Leub53Leu)
rs1800146
MSH2 (vsc)
c.1511-9 T>A
rs12998837
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

FAM. C.C. HNPCC CcG ENF. EDADm EDADp MSI MMR MMR

Dx Dx test exp mut

440 AR 5 2 6 63 51 N POS NEG
466 AMS | 3 0 3 55 42 N POS

483 AMS | 4 0 4 61 40 N POS

525 AR 4 0 3 58 51 N POS

CH-1 AR 9 1 6 40 29 N NEG
CH-2 AMSI 4 0 4 48 40 N NEG
CH-3 AMSI 6 0 6 63 43 N NEG
CH-4 AMSI 3 0 3 51 49 N NEG
CH-5 AMSII 3 0 3 41 40 N NEG
CH-6 AMSI 3 0 3 59 33 N NEG

FAM.:familia, C.C.: criterios clinicos de selecciéon (AMS: Amsterdam, AR: alto riesgo), HNPCC: nimero de
tumores colorrectales o asociados al Sindrome de Lynch que presenta la familia, CG: nimero de
tumores gastricos que presenta la familia, ENF.: nimero de individuos afectados de cdncer, EDADm Dx:
edad media de diagndstico de cancer, EDADp Dx: edad de diagndstico del cancer mas temprano en la
familia, MSI test: inestabilidad a microsatélites (N: no), MMR exp: expresidon de proteinas Mlh1, Msh2,
Msh6 y Pms2 en tumor (POS: todas positivas), MMR mut: resultado del estudio genético de los genes
MMR. En algunas familias se han realizado estudios de inestabilidad en varios tumores (“m”



SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 2: Familiares HNPCC-X participantes

FAM. SANGRE SEXO GRUPO TUMORES EDAD TUMOR TIPO POS
ID Dx 1D LY

7 275 F AFECTO CCR 42 98/3704 CCR 1-Al

7 284 M AFECTO CR 47

7 2197 F AFECTO CO,CR,CCR 72,73,74

7 2587 F SANO

7 2588 M SANO

17 334 F AFECTO CCR 49 98/16009  CCR 1-A3

17 M AFECTO CG, CCR 84,91 89/6879 CG

17 2658 M SANO

17 2671 F SANO

17 2672 F SANO

19 337 F AFECTO CCR 80 98/001B CCR 1-Ad4

19 338 F AFECTO CCR 61

19 339 F SANO

19 2814 M AFECTO CCR, CR 50, 55 06/2674 CCR 1-A5

19 2828 F SANO

26 387 F AFECTO CCR 53

26 427 F AFECTO CR 68

26 2610 M SANO

26 2611 F SANO

27 436 M AFECTO CCR 68 99/09797  CCR 1-B4

27 437 F SANO

27 480 F AFECTO CG 61

27 2713 M AFECTO CG 67

28 F AFECTO CCR 41 94/6428 CCR

28 448 M AFECTO CCR 48 98/5114 CCR 1-B5

28 2225 F AFECTO CE 50

28 2226 F AFECTO CCR 67

28 3185 F SANO

28 3194 F SANO

32 457 M AFECTO CCR 56 99/02709  CCR 1-C2

32 517 M AFECTO CCR 56 68/985 CCR

32 2690 M SANO

32 2691 M SANO

32 2712 M SANO

40 496 F SANO

40 497 F SANO

40 498 F SANO

40 510 M AFECTO CCR 52 98/957A3  CCR 1-C3

40 511 M AFECTO CV 72

43 527 M AFECTO CCR 76

43 528 M AFECTO CCR 51 99/7971 CCR 1-D1

43 529 F AFECTO CCR 77 98/25469  CCR 1-C5

43 2600 F SANO POL

43 2601 F SANO

81 749 F AFECTO CCR 50 91/05563  CCR 1-F3

81 750 F AFECTO CCR 66 98/06049  CCR 1-F4

81 757 F AFECTO CCR 61 99/03673  CCR 1-F5

89 772 F AFECTO CCR 52 01/5759 CCR 1-G1

89 948 M AFECTO CCR 47

89 2644 M SANO

89 2645 M SANO

108 972 F AFECTO CCR, CCR 37,44 98/4365 CCR 1-H3

108 2609 F SANO
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

FAM. SANGRE SEXO GRUPO TUMORES EDAD TUMOR TIPO POS
ID Dx 1D TMA

108 2614 M AFECTO POLA 32

108 2654 F SANO

108 2656 F SANO

111 978 M AFECTO CCR 52

111 2617 M SANO

111 2670 F SANO

111 2680 M AFECTO CCR 61 02/1949 CCR 1-11

122 1042 F AFECTO CCR 52 00/4680 CCR 2-A4

122 1043 F AFECTO CCR 28 01/2921 CCR

122 1044 F SANO

142 1188 F AFECTO CCR 60 01/1220 CCR

142 1189 F AFECTO CCR 67 01/0657 CCR 2-B3

142 F AFECTO CCR 41 99/1479 CCR

142 1190 F SANO CCR

143 1215 F AFECTO CCR 42 99/12423  CCR

143 1216 M AFECTO CCR 68 98/2243 CCR 2-B4

160 1311 M AFECTO CCR 60

170 1391 M AFECTO CCR 40

170 2734 F SANO

184 1522 F AFECTO CCR 52 00/17165  CCR 2-D3

184 1523 M AFECTO CCR 57

190 1564 M AFECTO CCR 57 04/1033 CCR 2-E1

190 2629 F SANO

190 2630 M SANO

198 1690 M AFECTO CCR 53 03/6060 CCR 2-E3

198 1825 M AFECTO CCR 57

198 2758 F SANO POL

198 3663 M SANO POL

198 3666 M SANO

198 3667 F SANO

198 3668 M SANO

262 1753 M AFECTO CCR 54 05/017719 CCR 2-F1

262 2692 F SANO

262 2693 M SANO

262 2697 M SANO

262 2698 F AFECTO CCR 56

282 1485 F AFECTO CCR 77 05/4370 CCR 2-F3

282 1802 F AFECTO CCR 57

282 1811 F AFECTO CCR 32 70/0579 CCR 2-F2

282 2647 F SANO

282 2648 M SANO

282 2649 M SANO

282 F AFECTO CCR 72 05/032142 CCR 2-F4

284 1803 M AFECTO CCR 79 03/0077 CCR 2-F5

298 1860 M AFECTO CCR 57 05/04994  CCR 2-G2

298 2781 M SANO

298 2782 F SANO

298 2783 F AFECTO POLA 44

298 2811 M SANO

298 2816 M SANO

298 2817 F SANO

298 2957 F SANO

298 2958 M SANO

298 3661 M SANO
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298
318
318
318
318
318
322
322
322
322
322
350
350
350
350
350
368
401
406
406
406
406
406
406
406
421
440
466
483
525
CH-1
CH-2
CH-3
CH-4
CH-5
CH-6

SANGRE SEXO GRUPO

ID

1921
2463
2464
2659
2660
1901
2624
2625
2626
3680
2037
2042
2059
2216
2484
2174
2235
2439
2765
2766
2767
2768
2769

2346
2310
2347
2496
2695
1252
1524
1639
5653
7097
11071

AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
AFECTO
SANO
SANO
SANO
SANO
SANO
AFECTO
SANO
SANO
AFECTO
SANO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
SANO
SANO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO

TUMORES

CCR
CCR
CCR
CCR

CCR

CCR

CCR
POL
CCR
CCR

CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR

49
46
74
72

45

47

61

52
72

47
61
51
42
40
51
49
40
43
54
43
67

02/13693

04/14940

05/209542

05/3047

02/1611
97/4802
06/02723
89/03294
07/05212
07/2168

CCR

CCR

CCR

CCR

CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR

2-G1

2-G4

2-G5

2-H3

2-H4
2-H5
2-11
2-12
2-13
2-14
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 3: Familias HNPCC-MSI
FAM. C.C. HNPCC CG ENF. EDAD EDAD MSI MMR MMR

Dx(m) Dx(p) test exp Mut
8 AMS | 8 0 7 55 34 MSI Mlh1-  MLH1 IVS5
c.453+2 T>C
13 AMS | 7 1 6 42 34 MSI MSH2 ex14

€.2239 2240 delAT
(p.lle747Arg fsX2)

21 AMS | 4 0 4 54 45 MSI Msh2 MSH2
Msh6—  delexl_7
22 AMS | 7 0 6 43 27 MSI MLH1 ex8
c.1420delC
(p.Argd74 fsX17)
25 AMS | 5 0 5 55 34 MSI Msh2 — MSH2 ex11

Msh6 — ¢.1737 A>G
(p.Lys579Lys)
rs61756467
29 AMS | 4 0 4 38 24 MSI MLH1 ex13
c.1459 C>T
(p.Arg487X)
rs63749795
42 AMS | 4 1 4 37 27 MSI MIhl -  MLH1 ex11
c.955 G>T
(p-Glu319X)
rs63750796
44 AMS | 7 0 6 45 37 MSI Mlhl1—-  MLH1 ex16
Pms2 - ¢.1865 T>A
(p.Leub22His)

rs63750693
48 AMS | 7 0 6 47 23 MSI Mlh1—-  MLH1IVS17
Pms2 — ¢.1990-1 G>A
49 AMS | 16 0 15 51 30 MSI Mlhl1—-  MLH1 ex9
c.717 C>A
(p.Glu227Ser fsX42)
51 AMS | 3 0 3 35 29 MSI Mlhl1—-  MLH1 ex18
Pms2 - ¢.2050 T>G
(p.Tyr684Asp)
53 AR 4 1 3 41 27 MSI Msh2 —  MSH2 ex7
Msh6 — ¢.1165C>T
(p.Arg389X)
54 AMS | 5 1 5 52 43 MSI Mlhl1-  MLH1 ex18
Pms2 — ¢.2059 C>T
(p.Arg687Try)
56 AMS | 12 0 10 40 28 MSI Mlhl1-  MLH1 ex1

Pms2 - ¢.23-38 del16
(p.lle8Arg fsX4)
61 AR 4 0 4 48 39 MSI Msh2 —  MSH2 ex12
Msh6 - ¢.1979_1980 delAT
(p.Asp660Glu fsX15)
64 AMS | 8 0 7 48 29 MSI MSH2 ex11
¢.1704_1705 delAG
(p.Glu569Asn fsX2)

65 AMS | 7 0 6 41 15 MSI Msh2- MSH2
Msh6 — del ex7_12
71 AMS | 4 0 4 54 36 MSI Msh2- MSH2

Msh6 -  del PROM
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73

76

77

92

94

104

106

107

110

114

118

126

134

141

147

150

156

C.C.

AMS |

AMS |

AMS I

AMS |

AMS I

AMS |

AMS |

AMS |

AMS I

AR

AMS |

AMS |

AMS |

AMS |

AMS |

AMS |

AMS |

HNPCC

14

11

15

11

CG

ENF.

15

14

42

57

44

48

58

47

42

53

49

50

31

35

45

43

46

48

EDAD MSI
Dx(p) test
29 MSI
33 MSI*
39 MSI
27 MSI
45 MSI
38 MSI
38 MSI
42 MSI
33 MSI
40 MSI
28 MSI
26 MSI
35 MSI
19 MSI
30 MSI
42 MSI
25 MSI

Msh6 —

Mih1 -

Pms2 —

Msh2 —
Msh6 —

Msh6 —

Msh2 —
Msh6 —

Mih1 -
Pms2 —

Msh2 —
Msh6 —

Msh6 —

MIh1 -
Pms2 —

MSH6 ex4

€.2633 T>C
(p.Val878Ala)
MLH1 ex8

c.676 C>T
(p.Arg226X)

MSH2 ex10

c.1627 del G
(p.Asp543lle fsX7)
MSH2 ex12
€.2003_2014
delCTGGCCCCAATA
(p.Thr668_671Asn
del)

MSH6 ex4

€.2633 T>C
(p.V878A)
rs2020912

MSH2

del ex7

MSH2 ex5
c.812_813 delCT
(p.Ser271Cys fsX12)
MLH1 ex8

c.677+3 A>G
(p.GIN197_Arg226
fsX8)

MLH1 IVS12
¢.1410-2_1411
delAGAA
(p.Argd70Arg fsX8)
MLH1 ex8

c.676 C>T
(p.Arg226X)

MLH1 ex8

c.676 C>T
(p.Arg226X)

MLH1 ex11
¢.1015_1016 delTC
(p.Ser361Leu fsX22)
MLH1 ex19

c.2146 G>A
(p.V716M)
rs35831931

MSH2

delex11_16

MLH1 IVS9
c.790+1 G>A

MSH2 ex4

c.760 delA
(p.Asn254lle fsX20)
MLH1 ex18
€.2078_2079 delAG
(p.Glu693GlyfsX10)
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C.C. HNPCC CG ENF. EDAD MSI

Dx(p) test
164 AMS | 5 0 4 51 36 MSI Msh2 - MSH2 ex13
Msh6 — ¢.2194_2196delACT
(p.Thr732 del)

181 AMS | 4 0 3 41 39 MSI MSH2 ex13
c.2034 T>A
(p-Tyr678X)
183 AMS I 5 0 5 43 33 MSI MLH1 ex3
¢.290 insA
(p.Tyr97X)
186 AR 3 0 3 42 36 MSI Msh2 —
Msh6 —
188 AMS | 5 0 5 45 37 MSI MSH2 ex7
c.1165 C>T
(p.Arg389X)
rs63751481
191 AR 5 1 4 48 40 MSI MLH1 ex16

c.1783_1784 delAG
(p.Ser595Trp fsX14)
rs63750035
209 AMS | 4 0 4 40 18 MSI MLH1 IVS8
c.677+1 G>T
221 AMS | 5 1 5 45 39 MSI Msh2 -  MSH2 ex3
Msh6 — ¢.388 C>T
(p.Asn130X)
236 AMS I 3 1 3 58 42 MSI MLH1 ex13
c.1459 C>T
(p.Arg487X)
312 AMS I 6 0 4 49 45 MSI MLH1 ex8
c.677 G>A
(p.Arg226GIn)
317 AMS I 5 0 5 53 40 MSI Mlhl1 -  MLH1 ex16
Pms2 — ¢.1865 T>A
(p.Leu622His)

372 AMS | 13 1 13 46 21 MSI Mlhl1-  MLH1 IVS1
Pms2 - ¢.117-1G>T
386 AMS | 17 0 16 42 22 MSI Mlhl1-  MLH1 ex13
c.1420 delC
(p.Argd74Gly fsX17)

FAM.:familia, C.C.: criterios clinicos de seleccién (AMS: Amsterdam, AR: alto riesgo), HNPCC: nimero de
tumores colorrectales o asociados al Sindrome de Lynch que presenta la familia, CG: nimero de
tumores gastricos que presenta la familia, ENF.: nimero de individuos afectados de cancer, EDADm Dx:
edad media de diagndstico de cancer, EDADp Dx: edad de diagndstico del cancer mas temprano en la
familia, MSI test: inestabilidad a microsatélites, MMR exp: expresion de proteinas Mlh1, Msh2, Msh6 y
Pms2 en tumor (-: negativo), MMR mut: resultado del estudio genético de los genes MMR. En algunas
familias se han realizado estudios de inestabilidad en varios tumores (“m”). * En La familia 76 los
estudios de inestabilidad e inmunohistoquimica se han llevado a cabo en un tumor gastrico por ser el
Unico tumor disponible.
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Anexo 4: Familiares HNPCC-MSI participantes

FAM

(o]

13
13
21
22
22
22
22
22
25
25
25
25
25
25
29
42
42
42
44
44
44
44
44
44
44
48
48
48
48
48
49
49
49
49
51
51
53
53
53
54
54
54
56
56
56
61
61
61
61
64
64

SANGRE
ID

276
516
303
304
362
363
551
552
628
629
115
199
377
378
379

447
500
519
1167
534
687
688
731
732
733
762
546
566
570
571
593
549
1049
1050
1051
555
1656
561
562
623
579
639
640
597
1813
1814
618
619
621
699
616
725

SEXO GRUPO

s EE"HEEEEEE T TEEE T TTEEE T TTE TV TTTETTEEE TV TR YT TR ERERSEE

AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
SANO
SANO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
AFECTO
SANO
AFECTO
SANO
AFECTO
SANO
AFECTO
AFECTO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
AFECTO
SANO

TUMORES

CCR,CCR
CCR
CCR,CU,CU
CCR

CCR

CCR

CCR,CE
CE

CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR

CCR
CE,CCR
CE

CCR
CCR
CCR

CU,CE

CCR

CCR

CE,CCR,CR
CCR

CCR
CCR
CCR,CCR
CCR,CCR
CCR

CCR
CCR
CE

CCR

EDAD TUMOR
Dx ID

55,65 00/10002
36

35,42,50

34

45 98/1219
27

43,43
40

75 89/8646
43

34 94/12343
24 95/2322
41 99/17659
41

38
53,65 00/3733
55

23 00MP393
35
54

48,52
30
35 99/9802

52,59,62
37

43 94/B540
70 93/01842
49,70 92184710
30,48 00/1674
28

62 9912B142
43
39

29

TIPO

CCR(65)

CCR

CCR

CCR
CCR
CCR

CCR

CCR

CCR

CCR
CCR

CCR(70)
CCR(48)

CCR

POS
TMA

1-A2

1-B1

1-B2

1-B3
1-C1
1-C4

1-D2

1-D3

1-D4

1-D5
1-E1
1-E2
1-E3

1-E4
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FAM SANGRE SEXO GRUPO TUMORES EDAD TUMOR TIPO POS
ID Dx ID TMA

64 728 F SANO

64 729 M AFECTO CCR 38

64 747 M SANO

64 758 M SANO

64 759 M SANO

64 760 M SANO

65 625 M AFECTO CCR 48 00/11284 CCR 1-E5

65 635 F AFECTO CCR 45

65 665 M AFECTO CCR 15

71 771 F AFECTO CCR 50 06/15278 CCR 1-F1

73 526 M AFECTO CCR 23

73 1364 F AFECTO CCR 48

76 737 M AFECTO CCR,CCR,CG 45,50,68 00/8364 CG 1-F2

76 739 M SANO

77 734 F AFECTO CE 42

92 821 M AFECTO CCR 64 93/4219 CCR 1-G2

92 822 M AFECTO CCR 27 87/5044 CCR 1-G3

92 983 M AFECTO CCR 44

92 984 F SANO

92 985 F SANO

92 1055 M SANO

92 1077 M SANO

94 854 M AFECTO CCR 55 00/5245 CCR 1-G4

94 855 F AFECTO CE 45

94 1032 M SANO

94 1033 M SANO

104 943 F AFECTO CU,CCR,CE,CU  65,65,70,76 90/17181 CCR 1-G5

104 1163 F AFECTO CCR,CCR 40,40 02/1102 CCR 1-H1

104 1650 M SANO

104 1651 M SANO

106 967 F AFECTO CCR 42 01/1744 CCR 1-H2

107 977 F AFECTO CE 50

107 1235 F SANO

110 989 M AFECTO CCR,CCR 33,55 02/11314 CCR(55) 1-H4

110 1201 M AFECTO CCR,CCR 41,49 01/1309 CCR(49) 1-H5

110 1204 F SANO

114 998 F AFECTO CCR,CE 50,55 01/20433 CCR 2-Al

114 1016 F SANO

114 1017 F AFECTO CCR 40 99/57483 CCR 2-A2

114 1249 M SANO

114 1250 F SANO

114 1386 M SANO

118 1026 F AFECTO CCR,CCR,CCR 32,45,47 97/9100 CCR(47) 2-A3

118 1345 M SANO

126 1101 F AFECTO CCR 36 97/16069 CCR 2-A5

126 1355 M SANO

126 1486 F SANO

126 1531 M SANO

134 1144 M AFECTO CCR,CCR 45,46 01/6826 CCR(45) 2-B1

141 1162 F AFECTO CCR 19 90/B6 CCR 2-B2

147 1238 M AFECTO CCR 41 03/05481 CCR 2-B5

150 1246 F AFECTO CCR 43 03/10745 CCR 2-C1

150 F AFECTO CR,CE,CCR 42,47,54 05/760 CE 2-C2

156 1295 F AFECTO CCR,CE,CCR 33,43,49
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156
164
164
164
164
181
183
186
188
191
209
209
209
221
221
221
221
236
236
236
236
312
312
312
317
317
372
386

SANGRE

AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
AFECTO
SANO
SANO
SANO
AFECTO
SANO
SANO
SANO
AFECTO
SANO
SANO
AFECTO
SANO
AFECTO
AFECTO

TUMORES

CCR
CCR
CCR,CE

CCR
CCR
CCR
CCR
CE,CCR
CCR
CCR
CCR
CCR

CCR,CG

CE,CCR

CCR

CCR,CG
CCR

25
36
43,55

39
61
36
37
40,50
18
52
45
45

42,46

46,48

59

45,53
49

03/5101
04/1891
91/745

95/4574
03/16948
94/8050
98/1688
05/01312
97/3144

05/5399

05/18432

99/7581
05/5180

CCR
CCR
CCR

CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR

CCR

CCR

CCR
CCR

2-C3
2-C5
2-C4

2-D1
2-D2
2-D4
2-D5
2-E2
2-E4

2-E5

2-G3

2-H1
2-H2
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 5: Pacientes escoceses portadores de mutacidn germinal en MUTYH.

ID-T

SF1
SF2
SF3
SF4
SF5

SF6
SF7

SF8
SF9
SF10
SF11

SF12
SF13
SF14

SF15
SF16
SF17

SF19
SF20
SF21
SF22

ID-S

3044
2630

1184

2256
1299

2574

1960

2650
2734

1010
2395
2519
2564
2596
3412
3474
3680

<< L

SEXO Dx

59
64
56
36
57

32
63

50
55
54
57

48
56
44

56
53
43

52
47
39
49
43
51
40
20
37
77
70
78

MAP

NO
NO

S
S
NO
NO

S
NO
NO

S|
S
S|

S|

S
S
S
S|
NO
NO
NO
NO
NO
NO

c.536 A>G

p.Tyr179Cys
rs34612342
GG
AA
AA
AG
AA

AA
AA

AG
GG
AA
AA

AA
AG
AA

AA
AA
AG

AA
AA
AG
AA
GG
AG
AA
AA
AA
AG
AG
AA

GG
GA
AA
GA
GA

GA
GA

GA
GG
GA
GA

AA
GA
GA

AA
AA
GG

AA
AA
GA
AA
GG
GA
GA
GA
GA
GG
GG
GA

VARIANTES MUTYH
c.1187 G>A
p.Gly396Asp
rs36053993

OTRAS

c.379 G>A
p.Alal27Tyr

c.1014 A>G
p.GIn338His
rs3219489

c.1014 A>G
p.GIn338His
rs3219489

c.1214 C>T*
p.Pro405Leu

VARIANTES
BER

OGG1 ex2
c.253 G>T
p.Ala85Ser
rs52835497

MTH1 ex1
c.161 G>A
p.GIn54Arg

OGG1 ex4
c.589 A>T
p.Argl97Trp

MTH1 ex1
c.161 G>A
p.GIn54Arg

MTH1 ex3
c.366 G>C
p.Aspl22Asp

ID-T: identificacién del DNA de tumor, ID-S: identificacion del DNA de sangre, Dx: edad de diagndstico
CCR, * Variantes descritas como patogénicas y responsables de la “Polipdsis Adenomatosa Familiar”
cuando se presentan en homocigosis o en combinacion bialélica.



SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 6: Parejas de cebadores utilizados para el estudio de los genes OGG1, MTH1 y
MUTYH.

GEN EXON CEBADOR SECUENCIA TAMANO AMPLICON (pb)

0GG1 1 DIRECTO 5'-GAGGCCTGGTTCTGGGTAG-3' 214
REVERSO 5'-GGCTTCTCAGGCTCAGTCAC-3'

0GG1 2 DIRECTO 5'-AATTGAGTGCCAGGGTTGTC-3' 313
REVERSO 5'-CTAACCCCAGCCCAGGTC-3'

0GG1 3 DIRECTO 5'-CTCCTACCCCCTGCATTTCT-3' 230
REVERSO 5'-GCAGGGGACCCACCTACT-3'

0GG1 4 DIRECTO 5'-TTGAAGATGCCTGATGCTTG-3' 289
REVERSO 5'-GGCTCATTTCCTGCTCTCC-3'

0GG1 5 DIRECTO 5'-CTTCTTCCACAAGGGCTCAT-3' 234
REVERSO 5'-TCTACCATCCCAGCCCACT-3'

0GG1 6 DIRECTO 5'-TGTTGATGGGTCACAGAAGG-3' 207
REVERSO 5'-GGCTGGAGAGTCCTTTAGGG-3'

0GG1 7 DIRECTO 5'-CACACAGACTCCACcCTCCT-3' 151
REVERSO 5'-AGGTGCTTGGGGAATTTCTT-3'

0GG1 8a DIRECTO 5'-TTGTGCAGGACAGCAATCTC-3' 228
REVERSO 5'-TCCAGCAGTGGTCACAGAAC-3'

0GG1 8b DIRECTO 5'-AGCCTCTCCTCCATTCCCTA-3' 215
REVERSO 5'-CCAGCTCAACAGGAGACTCA-3'

MTH1 1 DIRECTO 5'-TGGAGCAATCAGATCACACG-3' 233
REVERSO 5'-GTCAAGAGGACGTGGAAAGC-3'

MTH1 2 DIRECTO 5'-TGACTCTGCCCTCTCACCTT-3' 224
REVERSO 5'-CGGTTCTATGGCCAGACCT-3'

MTH1 3 DIRECTO 5'-TGTGTGTAGATGCCCAGCTC-3' 289
REVERSO 5'-GAGATGGGACCCGCATAGT-3'

MTH1 4 DIRECTO 5'-CCTCCTCTTCCCCCATTG-3' 244
REVERSO 5'-CTGTTCAGCAGCCACGTCT-3'

MUTYH 1 DIRECTO 5'-GAGCCTCTAGAACTATGAGC-3' 328
REVERSO 5'-CAGGCCAATAGGCAATTAGC-3'

MUTYH 2 DIRECTO 5'-GCAGCCAGCCAAGAGTAAAC-3' 394
REVERSO 5'-GCACCTGGCCCTTAGTAAGTC-3'

MUTYH 3 DIRECTO 5'-TCTGACTCCAGCTCCAAAGC-3' 437
REVERSO 5'-TCTCAGGAGATGTACTGACC-3'

MUTYH 4+5 DIRECTO 5'-CTGCTAAGCTGGTACGACC-3' 496
REVERSO 5'-ACAGGCAGGCAGAAAGAGAC-3'

MUTYH 6+7 DIRECTO 5'-GGAAGGGTCATGGGTCAGAC-3' 440
REVERSO 5'-TGCAGGGTCTCTGCTGTACG-3'

MUTYH 8 DIRECTO 5'-TGAATCAACTCTGGGCTGG-3' 371
REVERSO 5'-GCTACGTTGCCATCCACCAC-3'

MUTYH 9 DIRECTO 5'-ACATGCCACGTACAGCAGAG-3' 416
REVERSO 5'-CATGGCTGCTTGGTTGAAATC-3'

MUTYH 10 DIRECTO 5'-TTGTTTCCCAGCAGCTCTGG-3' 350
REVERSO 5'-TGAGGCTAAGAGCTGTTCC-3'

MUTYH 11 DIRECTO 5'-CCTGTGGAGAGCCTGTG-3' 319
REVERSO 5'-AGCCAAGAGGGCTTTAGG-3'

MUTYH 12 DIRECTO 5'-CCAGTTCTTCCTCTAACCTG-3' 419
REVERSO 5'-TGCCAGCAGACCTGAGAGG-3'

MUTYH 13 DIRECTO 5'-AGGGAATCGGCAGCTGAG-3' 209

REVERSO 5'-GCTATTCCGCTGCTCACTTA-3'
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

GEN EXON CEBADOR
MUTYH 14 DIRECTO
REVERSO
MUTYH 15 DIRECTO
REVERSO
MUTYH 16 DIRECTO
REVERSO

pb: pares de bases

5'-CAGGAACTACAGCGTTGG-3'
5'-TTGCAGTCAACCGAGATAGC-3'
5'-AAAAAGTGCCAGCCCTCAC-3'
5'-AGTGAAGCCTGGAGTGGAGA-3'
5'-GGCAGATACTTGAGGCAGG-3'
5'-AACATAGCGAGACCCCCATCTC-3'

TAMARNO AMPLICON (pb)

458

192

390



SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 7: Parejas de cebadores utilizados para el estudio de los transcritos del gen
0OGG1 procedentes de portadores de la variante R46Q.
CEBADOR

OGG1 EXON1
EXON 4

OGG1 EXON1
EXON 3

OGG1 EXON 1
INTRON 1

DIRECTO
REVERSO
DIRECTO
REVERSO
DIRECTO
REVERSO

SECUENCIA AMP.
cDNA-N
(1)}
5'-ACGAGGCCTGGTTCTGGGTAG -3' 643
5’-GAGATGAGCCTCCACCTCTG-3’
5'-(6FAM)ATGGGGCATCGTACTCTAGC-3' 482
5'-CTTTTGGACCTCGGCTCAT-3'
5'-(6FAM)ATGGGGCATCGTACTCTAGC-3' NA

5’-GGCTTCTCAGGCTCAGTCAC-3’

AMP.
cDNA-A

131

LOC.: localizaciéon, AMP.:amplicén, cDNA-N: cDNA correspondiente al transcrito normal, cDNA-A: cDNA
correspondiente al transcrito aberrante.
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 8: Parejas de cebadores para la amplificacion y secuenciacidon de los codones
12,13, 61 y 146 del gen KRAS y el codén 600 del gen BRAF.

GEN EXON CEBADOR SECUENCIA AMPLICON (pb)

K-RAS 2 DIRECTO 5'-GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA-3' 214
REVERSO 5'-GAATGGTCCTGCACCAGTAA-3’

K-RAS 3 DIRECTO 5'-TCAAGTCCTTTGCCCATTTT-3’ 375
REVERSO 5'-TGCATGGCATTAGCAAAGAC-3’

K-RAS 4 DIRECTO 5'-TGACAAAAGTTGTGGACAGGT-3’ 390
REVERSO 5'-AAGAAGCAATGCCCTCTCAA-3’

B-RAF 15  DIRECTO 5'-TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG-3' 228
REVERSO 5'-AGCATCTCAGGGCAAAAAT-3’

pb: pares de bases



SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 9: Analisis de mutaciones de los genes 0GG1, MUTYH y MTH1 en casos indice
(Cl) de familias HNPCC-X.
FAM.

7
17

19

26

27

28

32

40

43

81

89

108

111

122

142

143

160

170

184

190

198

Cl

275
334

337

387

436

448

457

510

528

749

948

972

978

1043

1189

1215

1311

1391

1522

1564

1690

D)4

42
49

80

53

68

48

56

52

51

50

47

37

52

28

67

42

60

40

52

57

53

0GG1

WT
WT

c.285 C>T
(p.Ala95Ala)

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
€.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT
WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
p.Ser326Cys)
WT

WT

WT

MTH1
WT
c.316 G>A
(p.Vall06Met)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)

WT

WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
WT

WT

€426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
WT

c.366 C>T
(p.Asp122Asp)

WT
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)

WT

MUTYH
WT
c.1014 G>C
(p.GIn338His)
c.504+35 G>A

c.1187 G>A
(p.Gly396Asp)
c.1014 G>C
(p.GIn338His)
c.1014 G>C
(p.GIn338His)

c.1014 G>C
(p.GIn338His)

c.1014 G>C
(p.GIn338His)
c.1014 G>C
(p.GIn338His)
¢.504+35 G>A
c.504+35 G>A
WT
c.1014 G>C
(p.GIn338His)
WT
WT
c.504+35 G>A
c.1014 G>C

(p.GIn338His)

WT
c.504+35 G>A

c.504+35 G>A

WT

¢.1014 G>C
(p.GIn338His)
¢.504+35 G>A
c.1187-27 C>T
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

FAM.

262

282

284

298

318

322

350

368

401

406

421

440

466

483

525

CH-1

CH-2

CH-3

CH-4

CH-5

CH-6

Cl Dx
1753 54
1811 21
1803 79
1860 57
1921 46
1901 45
2042 47
2174 24
2235 54
2439 72
2346 61
2310 51
2347 42
2496 40
2695 51
1252 49
1524 40
1639 43
5653 54
7097 43
11074 67

0GG1
c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

WT

c.137 G>A
(p.Arg46GIn)
€.748-15 C>G

c.977 C>G
(p.Ser326Cys)

WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
€.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

c.748-15 C>G
c.977 C>G
(p.Ser326Cys)
WT

c.923 G>A
(p.Gly308Glu)

MTH1
WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
WT

WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)

WT

WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
WT

WT

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
€426 C>T
(p.Asp142Asp)

c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
€.366 C>T
(p.Asp122Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)
c.426 C>T
(p.Asp142Asp)

MUTYH
c.1014 G>C
(p.GIn338His)

WT
WT
c.504+35 G>A

c.1014 G>C
(p.GIn338His)

c.504+35 G>A

€.690+21 C>A

WT

c.1014 G>C
(p.GIn338His)
¢.504+35 G>A

c.1014 G>C
(p.GIn338His)

c.1014 G>C
(p.GIn338His)

c.1014 G>C
(p.GIn338His)

WT
WT

WT

c.504+35 G>A

WT

WT

WT

WT

¢.1014 G>C
(p.GIn338His)



SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 10: Resultado del analisis del espectro de mutaciones del gen KRAS en DNA de
tumores colorrectales de pacientes HNPCC-X.

ID TUMOR
98/3704

98/16009
98/001B
06/2674
99/09797
94/6428
98/5114
68/985

99/02709
98/957A3

99/7971F
98/25469
91/5563
99/3673

0/5759
02/019490

01/2921
00/4680

01/1220

99/1479
01/0657

99/12423
98/2243
00/17165
04/1033
03/6060
5B/017719
05/32142
05/4370
70/0579
03/0077
05/4994
05/209542

05/3047
02/1611

FAMILIA

7
17
19
19
27
28
28
32

32
40

43
43
81
81

89
111

122
122

142

142
142

143
143
184
190
198
262
282
282
282
284
298
350

401
406

EDAD DX

42
49
80
50
68
41
48
56

56
52

51
77
50
61

52
61

28
52

60

41
67

42
68
52
57
53
54
72
77
32
79
57
47

52
47

KRAS (exones 2,3y 4)

wt
c.175 G>T (p.Ala59Ser)
¢.35 G>C (p.Gly12Ala)
rs121913529
.38 G>A (p.Gly13Asp)
rs11244544
¢.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
wt
wt
c.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
wt
¢.35 G>T (p.Gly12Val)
rs121913534
c.34 G>A (p.Gly12Ser)
rs121913530
wt
wt
¢.35 G>T (p.Gly12Val)
rs121913534
wt
c.34 G>C (p.Gly12Arg)
rs121913530
wt
c.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
c.38 G>A (p.Gly13Asp)
rs112445441
c.149 C>T (p.Thr50lle)
c.38 G>A (p.Gly13Asp)
rs112445441
c.38 G>A (p.Gly13Asp)
rs112445441
c.38 G>A (p.Gly13Asp)
rs112445441
c.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
¢.35 G>C (p.Gly12Ala)
rs121913529
wt
wt
c.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
.34 G>T (p.Gly12Cys)

wt
wt
wt
wt

c.39 C>T (p.Gly13Gly)

c.149 C>T (p.Thr50lle)

.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

ID TUMOR FAMILIA EDAD DX KRAS (exones 2,3y 4)
97/4802 421 61 wt
06/02723 440 51 ¢.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
89/03294 466 42 ¢.35 G>A (p.Gly12Asp)
rs121913531
07/05212 483 40 ¢.35 G>C (p.Gly12Ala)
rs121913529
07/2168 525 51 wt

En azul se muestran las variantes no descritas en las bases de datos pubmed y COSMIC (catalogue of
somatic mutations in cancer).
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 11: Resultado del analisis del espectro de mutaciones del gen KRAS en DNA de

tumores colorrectales de pacientes MUTYH.

-ID TUMOR mut MUTYH

1010
1184
1299
1960
2256
2395
2519
2564
2574
2596
2630
2650
2734
3044
3412
3474
3680

Bl
MONO
Bl
MONO
Bl
Bl
MONO
MONO
Bl
MONO
Bl
Bl
Bl
Bl
MONO
MONO
MONO

EDAD DX

43
32
55
43
50
51
40
20
48
37
36
52
47
56
77
70
78

KRAS exones 2,3y 4

c.437 C>T (p.Alal46Val)
wt
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
wt
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
wt
wt
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
wt
wt
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
¢.34 G>T (p.Gly12Cys)
c.34 G>T (p.Gly12Cys)
wt
wt
wt

En azul se muestran las variantes no descritas en las bases de datos pubmed y COSMIC (catalogue of

somatic mutations in cancer).
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 12: Porcentaje de nucleos positivos para el nucledsido 8-OHdG en células de
muestras tumorales de pacientes HNPCC-X.

NUMERO PORCENTAIJE
NEG.

7 275 98/3704 42  normal 182 182 0 100,0 0,0
7 275 98/3704 42  tumor 132 132 0 100,0 0,0
17 334 98/16009 49  tumor 106 83 23 78,3 21,7
19 337 98/001B 80 tumor 107 106 1 99,1 0,9
19 2814 06/2674 50 normal 168 109 59 64,9 35,1
19 2814 06/2674 50 tumor 151 109 42 72,2 27,8
27 436  99/09797 68 tumor 119 51 68 42,9 57,1
28 448 98/5114 48  tumor 116 26 90 22,4 77,6
32 457 99/02709 56 tumor 131 53 78 40,5 59,5
40 510 98/957A3 52  tumor 115 70 45 60,9 39,1
43 529 98/25469 77  tumor 118 51 67 43,2 56,8
43 528 99/7971 51 normal 166 21 145 12,7 87,3
81 749 91/05563 50 tumor 138 17 121 12,3 87,7
81 750 98/06049 66  tumor 100 18 82 18,0 82,0
108 972 98/4365 37 tumor 156 2 154 1,3 98,7
111 2680 02/1949 61 tumor 107 16 91 14,9 85,1
122 1042 00/4680 52  tumor 158 15 143 9,5 90,5
122 1042 00/4680 52 indiferenciado 174 15 159 8,6 91,4
142 1189 01/0657 67  tumor 165 12 153 7,3 92,7
143 1216 98/2243 68 indiferenciado 179 3 176 1,7 98,3
184 1522 00/17165 52  tumor 149 7 142 4,7 95,3
190 1564 04/1033 57 tumor 238 15 223 6,3 93,7
198 1690 03/6060 53  tumor 155 4 151 26 97,4
262 1753 05/017719 54  tumor 135 7 128 5,2 94,8
282 1811 70/0579 32  tumor 111 1 110 0,9 99,1
282 no 05/032142 72  tumor 81 2 79 2,5 97,5
282 1485 05/4370 77 indiferenciado 145 5 140 3,4 96,6
284 1803 03/0077 79  tumor 152 17 135 11,9 88,8
298 no 02/13693 49  tumor 139 5 134 3,6 96,4
298 1860 05/4994 57 tumor 123 11 112 8,9 91,1
318 2463 04/14940 74  tumor 133 2 131 1,5 98,5
350 2042 05/209542 47  tumor 197 28 169 14,2 85,8
401 2235 05/3047 52  tumor 131 4 127 3,1 96,9
406 no 02/1611 47  tumor 130 24 106 18,5 81,5
421 2346 97/4802 61 tumor 103 6 97 5,8 94,2
440 2310 06/2723 51 tumor 147 19 128 12,9 87,1
466 2347 89/03294 42  tumor 364 3 361 0,8 99,2
483 2496 07/05212 40  tumor 276 9 267 3,3 96,7
525 2695 07/2168 51 tumor 233 11 222 4,7 95,3

FAM.: familia, Dx: edad de diagndstico, MORF.: area morfoldgica analizada, NEG.: células con nucleos
negativos para la deteccion de 80OHdG, POS.: células con nucleos con deteccidén positiva para 8OHdG.
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR NO POLIPOSICO CON TUMORES ESTABLES A MICROSATELITES (HNPCC-X)

Anexo 13: Porcentaje de nucleos positivos para el nucledsido 8-OHdG en células de
muestras tumorales de pacientes HNPCC-MSI.

NUMERO PORCENTAIJE
NEG.
8 276  00/1002 65 normal 140 137 3 97,9 2,1
8 276  00/1002 65 tumor 102 89 13 87,2 12,8
21 362 98/1219 45 indiferenciado 233 27 206 11,6 88,4
25 no 94/12343 34  tumor 118 87 31 73,7 26,3
25 378 89/8646 75 normal 125 125 0 100,0 0,0
25 378 89/8646 75 indiferenciado 273 0 273 0,0 100,0
29 447  95/2322 24 tumor 106 18 88 16,0 83,0
44 687 00/3733 65 indiferenciado 202 37 165 18,3 81,7
48 566 00/MP393 23 tumor 168 25 143 14,9 85,1
51 555  99/9802 35  tumor 110 19 91 17,3 82,7
54 579 94/B540 43  indiferenciado 208 36 172 17,3 82,7
54 639 93/01842 70  tumor 150 46 104 30,7 69,3
54 640 92/184710 70  tumor 186 56 130 30,1 69,9
61 618 99/12B142 62  tumor 123 14 109 11,4 88,6
65 625 00/11284 48  tumor 110 37 73 33,6 66,4
71 771  06/15278 50 tumor 100 26 74 26,0 74,0
94 854  00/5245 55  tumor 169 21 148 12,4 87,6
104 943  90/1718 65 tumor 125 36 89 28,8 71,2
104 1163 02/1102 40  tumor 124 3 121 2,4 97,6
106 967 01/1744 42 indiferenciado 259 103 156 39,8 60,2
106 967 01/1744 42  tumor 113 53 60 46,9 53,1
110 989  02/11314 55  tumor 125 6 119 4,8 95,2
110 1201 01/1309 49 indiferenciado 300 78 222 26,0 74,0
114 998  01/20433 50 tumor 117 15 102 12,8 87,2
114 1017 99/57483 40  tumor 126 20 106 15,9 84,1
118 1026 97/9100 47  tumor 117 68 49 58,1 41,9
118 1026 97/9100 47 indiferenciado 173 13 160 7,5 92,5
126 1101 97/16069 36 indiferenciado 264 0 264 0,0 100,0
134 1144 01/6826 45  tumor 88 48 40 54,5 45,5
141 1162 90/B6 19  tumor 147 7 140 4,8 95,2
147 1238 03/5481 41  tumor 111 6 105 5,4 94,6
150 1246 03/10745 43  tumor 182 24 158 13,2 86,8
164 1599 91/745 43 tumor 119 11 108 9,2 90,8
164 1363 04/1891 36 tumor 173 21 152 12,1 87,9
181 1484 95/4574 39  tumor 126 26 100 20,6 79,4
183 1504 03/16948 61 tumor 138 13 125 9,4 90,6
188 1323 98/1688 37 tumor 110 1 109 0,9 99,1
191 1563 05/01312 50 tumor 132 10 122 7,6 92,4
209 1603 97/3144 18  tumor 250 9 241 3,6 96,4
221 1685 05/5399 45  tumor 128 6 122 4,7 95,3
312 1653 05/18432 48  tumor 127 8 119 6,3 93,7
372 2126 99/7581 45  tumor 141 16 125 11,3 88,7
386 2172 05/5180 49  tumor 107 8 99 7,5 92,5

FAM.: familia, Dx: edad de diagndstico, MORF.: darea morfoldgica analizada, NEG.: células con nucleos
negativos para la deteccién de 80OHdG, POS.: células con nucleos con deteccidon positiva para 8OHdG.
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Anexo 14: Porcentaje de nucleos positivos para el nucledsido 80HdG en células de
muestras tumorales de pacientes MUTYH y CCR esporadico-SC (WW).

NUMERO PORCENTAIJE
NEG.

BI no SFO1 59 normal 121 49 72 40,5 59,5
BI no SFO1 59 tumor 176 52 124 29,5 70,5
Bl no SFO1 59 indiferenciado 286 4 282 1,4 98,6
MONO no SF02 64 normal 83 64 19 77,1 22,9
MONO no SF02 64  tumor 147 15 132 10,2 89,8
MONO no SF02 64 indiferenciado 200 14 186 7,0 93,0
Bl 3044 SFO03 56 normal 135 122 13 90,4 9,6
BI 3044 SFO3 56 tumor 184 124 60 67,4 32,6
Bl 3044 SFO03 56 indiferenciado 225 71 154 31,6 68,4
Bl 2630 SF04 36 normal 105 82 23 78,1 21,9
Bl 2630 SF04 36 tumor 133 6 127 4,5 95,5
Bl 2630 SF04 36 indiferenciado 195 8 187 4,1 95,9
MONO no SF05 57 normal 142 86 56 60,6 39,4
MONO no SF05 57 tumor 169 34 135 20,1 79,9
MONO no SF05 57 indiferenciado 252 20 232 7,9 92,1
MONO 1184 SF06 32 normal 94 65 29 69,1 30,9
MONO 1184 SF06 32 tumor 111 23 88 20,7 79, 3
MONO no SFO7 63 normal 128 36 92 28,1 71,9
MONO no SF07 63 indiferenciado 159 4 155 2,5 97,5
Bl 2256 SF08 50 normal 111 107 4 96, 4 3,6
BI 2256 SFO08 50 tumor 206 45 161 21,8 78,2
BI 2256 SF08 50 indiferenciado 228 51 177 22,4 77,6
BI 1299 SF09 55 tumor 128 7 121 5,5 94,5
BI 1299 SF09 55 indiferenciado 151 6 145 3,0 96,0
MONO no SF10 54  normal 111 60 51 54,1 45,9
MONO no SF10 54  tumor 109 21 88 19,3 80,7
MONO no SF10 54 indiferenciado 240 47 193 19,6 80,4
MONO no SF11 57 normal 107 36 71 33,6 66,4
MONO no SF11 57 indiferenciado 189 5 184 2,6 97,4
BI 2574 SF12 48 normal 130 39 91 30,0 70,0
Bl 2574 SF12 48  tumor 134 16 118 11,9 88,1
BI 2574 SF12 48 indiferenciado 221 6 215 2,7 97,3
BI no SF13 56 normal 127 96 31 75, 6 24,4
BI no SF13 56 indiferenciado 325 6 319 1,8 98,2
MONO no SF14 44  normal 119 111 8 93,3 6,7
MONO no SF14 44  tumor 162 92 70 56,8 43,2
MONO no SF14 44  indiferenciado 163 17 146 10,4 89, 6
BI no SF15 56 tumor 131 23 108 17,6 82,4
BI no SF15 56 indiferenciado 173 26 147 15,0 84,0
BI no SF16 53 normal 112 53 59 47,3 52,7
BI no SF16 53  tumor 101 37 64 36,6 63,4
Bl no SF16 53 indiferenciado 207 16 191 7,7 92,3
Bl 1960 SF17 43  normal 114 76 38 66, 7 33,3
Bl 1960 SF17 43  tumor 173 38 135 21,0 78,0
Bl 1960 SF17 43 indiferenciado 251 31 220 12,4 87,6
BI 2650 SF19 52  normal 65 65 0 100,0 0,0
Bl 2650 SF19 52  tumor 136 47 89 34,6 65,4
BI 2734 SF20 47  normal 101 33 68 32,7 67,3
Bl 2734 SF20 47  indiferenciado 152 7 145 4,6 95,4
Bl no SF21 39 normal 142 64 78 45,1 54,9
BI no SF21 39 tumor 105 22 83 20,0 79,0
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NUMERO PORCENTAJE
NEG.

Bl no SF21 39 indiferenciado 104 29 75 27,9 72,1
BI no SF22 49  normal 123 83 40 67,5 32,5
BI no SF22 49  tumor 135 7 128 5,2 94,8
Bl no SF22 49 indiferenciado 209 18 191 8,6 91,4
wWw no SF23 indiferenciado 139 22 117 15,8 84,2
wWw no SF24 tumor 127 10 117 7,9 92,1
wWw no SF24 indiferenciado 182 11 171 6,0 93,0
wWw no SF25 tumor 137 23 114 16,8 83,2
ww no SF25 indiferenciado 191 11 180 5,8 94,2
WWwW no SF26 tumor 130 20 110 15, 4 84,6
Ww no SF27 normal 128 121 7 94,5 5,5
wWw no SF27 tumor 123 15 108 12,2 87,8
ww no SF27 indiferenciado 145 25 120 17,2 82,8

MUTYH: mutacion germinal en MUTYH, MONO: monoalélica, Bl: bialélica, WW: silvestre (CCR
esporadico), Dx: edad de diagndstico, MORF.: drea morfolégica analizada, NEG.: células con nucleos
negativos para la deteccidn de 80HdG, POS.: células con nucleos con deteccidn positiva para 8OHdG.
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Anexo 15: Andlisis de la expresidn de proteinas implicadas en la via Wnt en tumores

HNPCC-X.

FAMILIA TUMOR EDAD Dx B-catenina ciclina-D1 c-myc foxO-3a
7 275 98/3704 42 NEG NEG NEG NEG
17 334 98/16009 49 NEG NEG NEG NEG
19 337 98/001B 80 NEG NEG POS NEG
19 2814 06/2674 50 POS NEG POS NEG
27 436  99/09797 68 NEG POS POS NEG
28 448  98/5114 48 POS POS POS POS
32 457  99/02709 56 NEG NEG POS NEG
40 510 98/957A3 52 NEG POS NEG NEG
43 529  98/25469 77 NEG NEG POS POS
43 528 99/7971 51 POS nv nv POS
81 749  91/05563 50 NEG NEG POS NEG
81 750  98/06049 66 POS NEG POS NEG
81 757 99/36317 61 NEG NEG POS nv
89 772 01/5759 52 NEG nv POS NEG
108 972  98/4365 37 POS POS NEG POS
111 2680 02/1949 61 NEG NEG POS NEG
122 1042 00/4680 52 NEG NEG NEG POS
142 1189 01/0657 67 POS NEG POS NEG
143 1216 98/2243 68 NEG NEG NEG NEG
184 1522 00/17165 52 POS POS NEG NEG
190 1564 04/1033 57 NEG NEG POS NEG
198 1690 03/6060 53 NEG POS POS NEG
262 1753 05/017719 54 NEG NEG NEG NEG
282 1811 70/0579 32 POS POS POS NEG
282 1485 05/4370 77 NEG nv NEG NEG
282 no 05/032142 72 NEG POS NEG NEG
284 1803 03/0077 79 NEG NEG POS NEG
298 no 02/13693 49 POS NEG NEG NEG
298 1860 05/4994 57 POS POS POS NEG
318 2463 04/14940 74 NEG NEG NEG NEG
350 2042 05/209542 47 NEG POS NEG NEG

401 2235 05/3047 52 NEG NEG POS NEG
406 no 02/1611 47 NEG nv POS NEG
421 2346  97/4802 61 NEG NEG POS NEG
440 2310 06/2723 51 POS POS POS NEG
466 2347 89/03294 42 NEG NEG POS NEG
483 2496 07/05212 40 POS POS NEG POS
525 2695 07/2168 51 POS POS POS NEG
TOTAL 38 38 38 34 37 37

NEG: tincidn negativa; POS: tincidn positiva; nv: no valorable
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Anexo 16: Andlisis de la expresién de proteinas implicadas en la via Wnt en tumores
HNPCC-MSI.

FAMILIA EDAD Dx B-catenina  ciclina-D1 c-myc
8 276  00/1002 65 NEG POS POS NEG
21 362 98/1219 45 NEG nv POS NEG
25 378  89/8646 75 NEG POS POS NEG
25 no 94/12343 34 NEG POS POS NEG
29 447  95/2322 24 NEG nv POS NEG
42 500 99/17659 41 NEG nv POS nv
44 687 00/3733 65 NEG POS NEG NEG
48 566  00/MP393 23 POS POS POS POS
51 555  99/9802 35 NEG POS NEG NEG
54 579  94/B540 43 POS NEG POS NEG
54 639 93/01842 70 NEG NEG NEG NEG
54 640 92/184710 70 NEG POS NEG NEG
61 618 99/12B142 62 NEG POS POS NEG
65 625 00/11284 48 NEG NEG POS NEG
71 771 06/15278 50 NEG POS POS NEG
92 821 93/4219 64 nv nv nv nv
92 822 87/5044 27 NEG POS POS NEG
94 854  00/5245 55 NEG POS NEG NEG
104 943  90/1718 65 nv NEG POS nv
104 1163 02/1102 40 NEG POS POS NEG
106 967 01/1744 42 nv POS POS NEG
110 989 02/11314 55 POS NEG POS NEG
110 1201 01/1309 49 nv nv nv nv
114 998  01/20433 50 nv POS POS NEG
114 1017 99/57483 40 NEG POS POS NEG
118 1026  97/9100 47 NEG NEG POS NEG
126 1101 97/16069 36 nv nv nv nv
134 1144 01/6826 45 NEG NEG NEG NEG
141 1162 90/B6 19 POS POS POS NEG
147 1238 03/5481 41 NEG POS POS NEG
150 1246  03/10745 43 NEG NEG NEG NEG
156 1296 03/5101 25 NEG POS POS NEG
164 1599 91/745 43 NEG NEG POS NEG
164 1363 04/1891 36 NEG POS NEG NEG
181 1484 95/4574 39 NEG NEG NEG NEG
183 1504 03/16948 61 NEG NEG POS NEG
188 1323 98/1688 37 NEG POS NEG NEG
191 1563 05/01312 50 POS POS POS NEG
209 1603 97/3144 18 NEG POS POS NEG
221 1685 05/5399 45 NEG POS NEG NEG
312 1653 05/18432 48 NEG NEG NEG NEG
372 2126 99/7581 45 NEG NEG POS NEG
TOTAL 43 43 37 37 40 38

NEG: tincidn negativa; POS: tincidn positiva; nv: no valorable
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