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RESUMEN

Introduccion.- En Espafia, el cancer colorrectal (CCR) constituye la tercera
neoplasia mas comun en varones (tras los canceres de prostata y pulmoén) y la
segunda en mujeres (tras el cancer de mama). Es causado por la acumulacién
progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas que convierten la mucosa
colénica normal, en hiperplasica o adenomatosa (con los diversos tipos evolutivos:
tubular, tibulo-velloso y velloso), cancer “in situ” y finalmente cancer invasor. Este
proceso, conocido como “secuencia adenoma-carcinoma”, requiere algunos anos
para la formacion del tumor. Actualmente se conocen tres vias principales de
carcinogénesis: la via de inestabilidad cromos6mica (INC) o via supresora, la via de
inestabilidad de microsatélites (IMS) o via mutadora, y la via del fenotipo

metilador de islas de CpG.

El CCR en el adulto joven (edad de diagndstico <45 afios) constituye una entidad
poco frecuente (2-8% de todos los CCR) que no sélo engloba casos hereditarios, de
hecho, las mutaciones germinales inicamente son responsables de una pequefia
parte de ellos. Los tumores de inicio temprano habitualmente presentan
caracteristicas clinicas y prondsticas mas desfavorables que sus homoélogos
diagnosticados en adultos ancianos (edad de diagnostico 270 afios), por lo que
algunos autores han sugerido la existencia de diferentes mecanismos moleculares
en funcion de la edad de inicio de la enfermedad. Teniendo en cuenta la relevancia
que los cambios en la dosis génica ejercen sobre el proceso de oncogénesis,
herramientas como los arrays de hibridacidn gendmica comparada (a-CGH)
podrian ser de gran utilidad en la busqueda e identificacion de loci especificamente

relacionados con la edad.

En el presente trabajo hemos realizado un analisis descriptivo comparativo de
las caracteristicas clinicas, anatomopatolégicas, evolutivas y familiares asociadas a
las neoplasias colorrectales de adultos jévenes y ancianos. Asimismo, hemos
evaluado la frecuencia de tumores con IMS y la proporcién de neoplasias asociadas
al sindrome de Lynch (SL) en cada una de las poblaciones. Por otra parte, hemos
abordado la caracterizaciéon del patréon de cambios genémicos presentes en los

tumores de inicio temprano y tardio, para compararlos y definir los cambios en el
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numero de copias (CNV) potencialmente comunes y/o especificos de cada grupo
de edad. Finalmente, hemos sometido los resultados a diferentes analisis de

agrupacion jerarquica no supervisada.

Material y métodos.- Se han estudiado mediante a-CGH 146 tumores (60 de
adultos jovenes y 86 de adultos ancianos) pertenecientes a una cohorte de
pacientes del Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid) diagnosticados de
adenocarcinoma colorrectal primario entre enero de 2002 y diciembre de 2009.
Todos los pacientes, o un familiar de primer grado en caso de fallecimiento del
caso indice, firmaron el consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el

comité ético del Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid).

Resultados.- Los tumores de inicio temprano se asientan preferentemente en el
colon izquierdo, y presentan menor grado de diferenciaciéon y mayor frecuencia de
neoplasias mucosecretoras o con células en “anillo de sello” que los de inicio
tardio. Con mayor frecuencia muestran un componente familiar que, por lo

general, cumple los criterios clinicos establecidos para la sospecha del SL.

Nuestros resultados confirman la existencia de diferentes perfiles de INC en
funcién de la edad de inicio de la enfermedad. Desde un punto de vista
cuantitativo, los jovenes presentan alteraciones recurrentes (frecuencia 230%)
mas diversas y frecuentes. En los ancianos predominan las pérdidas en 18q21
(donde se localizan DCC y SMAD4) y en 5q22 (donde se localiza APC), es decir,
alteraciones caracteristicas del modelo mas conocido de carcinogénesis
colorrectal. Desde un punto de vista cualitativo, se han identificado 24 regiones
diferentemente afectadas en funcidn de la edad de diagnéstico, siendo las pérdidas
en 1p36, 1p12, 1921, 9p13, 14q11, 16p13 y 16p12 mas frecuentes en jovenes, y las

ganancias en 7q11y 7q22 mas frecuentes en ancianos.

El analisis no supervisado también ha demostrado discrepancias entre los
perfiles de INC asociados a ambas poblaciones, estratificando las muestras en dos
clusters diferentemente relacionados con la edad de aparicion. Aunque no se
obtuvo correlacién entre el perfil de INC y el prondstico de la enfermedad, la IMS
parece ser un factor asociado con resultados clinicos méas favorables, como ya se

conocia.
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Conclusiones.- El CCR en el adulto joven presenta caracteristicas clinicas,
anatomopatoldgicas y familiares diferentes al del adulto anciano. Nuestros
hallazgos confirman la existencia de diferencias entre la inestabilidad gendémica
identificada en los adultos joévenes y ancianos, demostrando correlacién entre el
perfil de INC y la edad de inicio de la enfermedad. Aunque las diferencias
encontradas han sido mas importantes desde un punto de vista cuantitativo,
también se han identificado regiones sugestivas de especificidad de grupo que tal
vez puedan servir como punto de partida para la biusqueda de nuevos genes y de

nuevas vias de carcinogénesis.
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SUMMARY

Background.- In Spain, colorectal cancer (CRC) is the third most frequent
neoplasm in men (after prostate cancer and lung cancer) and the second most
frequent neoplasm in women (after breast cancer). It is caused by a progressive
accumulation of genetic and epigenetic alterations that lead to the transformation
of normal colonic epithelial cells into colon adenocarcinoma cells, in a process
called the adenoma-carcinoma sequence. Three distinct mechanisms of genomic
instability may be operative in CRC: chromosomal instability (CIN) also known as
the “suppressor” pathway, microsatellite instability (MSI) also known as the

“mutator” pathway and CpG island methylator phenotype (CIMP).

Although young age at diagnosis (<45 years old) is a characteristic of hereditary
forms of cancer, early-onset CRC can also be sporadic. Because of the low
frequency of CRC in young people (2-8%), sporadic early-onset tumors remain still
poorly characterized. In comparison with late-onset CRC (patients =70 years old at
the time of diagnosis), sporadic early-onset tumors are more frequently associated
with poor prognosis, invasive phenotype, early metastasis, and familial clustering,
and patients with such tumors are in general considered as a high-risk group
within CRC. It has been proposed that early-onset and late-onset CRC might evolve
in distinct ways, and that there may be a different molecular basis for each age at
onset. For this reason, copy number alterations (CNAs) detected by array
comparative genomic hybridization (a-CGH) may contribute to the identification of
specific altered loci that might include important genes for tumor progression in

the different age groups.

In this work, we have performed a comparative descriptive analysis of clinical,
pathological and familial features associated with early-onset and late-onset CRC.
We have also evaluated the frequency of MSI tumors and the proportion of
neoplasms associated with Lynch syndrome (LS) in each population. Moreover, we
have addressed the characterization of genomic changes in early-onset and late-
onset tumors in order to compare them to each other and define the CNAs
potentially common and/or specific to each age group. Finally, we submitted the

results to an unsupervised analysis.
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Materials and methods.- Array comparative genomic hybridization profiling of
146 colorectal tumors (60 early-onset and 86 late-onset) in combination with an
unsupervised analysis were used. Samples were collected from a cohort of patients
diagnosed with primary colorectal adenocarcinoma between January 2002 and
December 2009 at the 12 de Octubre University Hospital in Madrid. All patients or
a first degree relative in case of death of the index case, provided written consent

and the study was approved by the Ethics Committee of the Institution.

Results.- Early-onset tumors are commonly located at the left colon and they are
frequently poorly differentiated. In addition, histologic subtypes are often
mucinous (signet ring cells), being in general more likely to associate a familial

component and to fulfill the clinical criteria for the LS.

Our results confirm the existence of differences between the CIN profiles of
early-onset and late-onset tumors. From a quantitative point of view, the younger
subset showed more recurrent alterations (frequency =30%) and more extreme
values in the frequencies of these recurrent alterations. The older subset showed a
higher proportion of losses in 18q21 (where DCC and SMAD4 are located) and in
5q22 (where APC is located), that is, alterations including genes described in the
traditional genetic model for colorectal tumorigenesis. From a qualitative point of
view, a total of 24 chromosomal segments showed differences between both
populations, being losses at 1p36, 1p12, 1q21, 9p13, 14ql1l, 16p13 and 16p12
significantly more frequent in younger patients and gains at 7q11 and 7q22 more

frequent in the older ones.

Moreover, the unsupervised analysis stratified tumors based on their CIN
profiles into two main clusters each one of which was enriched in patients from
one of the age subsets. Although no correlation was obtained between the CIN
profile and the prognosis of the disease, MSI seems to be a factor related with

favorable clinical outcomes, as it was already known.

Conclusions.- Early-onset CRC shows different clinical, anatomopathological and
familial features than the late-onset one. Our findings confirm the existence of
substantial differences between the CIN pattern of early-onset and late-onset

tumors, showing association between age at diagnosis and specific patterns of
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CNAs. Although these differences were more important from a quantitative point
of view, we also did find differences between the CNAs arising in sporadic early-
onset and late-onset CRC which included some chromosomal segments
differentially affected between both groups of age. These results may contribute to
the identification of new genomic regions involved in tumorigenesis and ultimately

lead to the discovery of new pathways of colorectal carcinogenesis.
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1. EL CANCER, UNA ENFERMEDAD GENETICA

El término cancer engloba un grupo de enfermedades caracterizadas por la
proliferaciéon excesiva y descontrolada de células anormales. Su proceso de
formacién, también denominado carcinogénesis, desemboca en la aparicién de una
masa conocida con el nombre de tumor o neoplasia, que posteriormente puede

diseminarse y extenderse a diferentes partes del cuerpo.

Genéticamente, el cancer constituye una entidad compleja cuyo origen se
vincula a la acumulacién de multiples alteraciones en el genoma de las células que
lo componen (Al-Sohaily et al. 2012). Las alteraciones que originan la neoplasia
pueden ser tanto genéticas como epigenéticas. Las primeras afectan a la secuencia
de ADN, abarcando deleciones, amplificaciones, mutaciones e incluso pérdidas o
ganancias de cromosomas enteros. En cambio, las alteraciones epigenéticas
afectan a la expresidn de los genes, englobando entre otros, el silenciamiento por
hipermetilacién de las islas CpG de los promotores génicos (Snover, 2011). El
extenso abanico de combinaciones que puede tener lugar entre las alteraciones
genéticas y epigenéticas, es el principal responsable de la amplia heterogeneidad,
variabilidad morfolégica y variedad pronostica de los tumores (Blanco-Calvo et al.

2015).

La mayor parte de los canceres aparece de forma esporadica como resultado de
la acumulacién de mutaciones somaticas en el tejido que da lugar a la neoplasia.
Sin embargo, en torno a un 5% de los casos presenta un componente hereditario
relacionado con mutaciones germinales (Binefa et al. 2014), que otorga unos
rasgos caracteristicos diferenciadores con respecto a los casos esporadicos. Entre

estos rasgos destacan:
e Edad de aparicién temprana.
e Multifocalidad de los tumores o bilateralidad en caso de érganos pares.
e Aparicién de varios tumores primarios en el mismo individuo.
e Antecedentes familiares de la misma neoplasia.

e Altaincidencia de cancer dentro de la familia.

Pagina | 3



2. EL CANCER COLORRECTAL. GENERALIDADES

2.1. Aspectos globales

El intestino grueso o colon, es el 6rgano comprendido entre la valvula ileocecal y
el ano. Posee un calibre que disminuye progresivamente y una longitud variable
que oscila entre los 120 y los 160 cm. Clasicamente se divide en seis partes: ciego,
colon ascendente, colon transverso, colon descendente, sigma y recto (Figura [.1A),
y al igual que el resto del tracto digestivo, presenta una pared dispuesta en cuatro

capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa (Figura [.1B).

descendente if]g?\‘

Colon

Figura I.1. Estructura del intestino grueso (A) y sus capas (B). Imagen tomada de ADAM Images.

Se entiende por cancer colorrectal (CCR) aquella formaciéon maligna iniciada en
la mucosa del colon o del recto cuya histologia tipica corresponde a un
adenocarcinoma (Schneider et al. 2014). Estd considerada una enfermedad
multifactorial en la que intervienen tanto factores genéticos como ambientales

(Arvelo et al. 2015).

2.2. Epidemiologia

En Europa, el CCR constituye la segunda neoplasia mas comin en mujeres tras
el cancer de mama, y la tercera mas comun en varones tras los canceres de
prostata y pulmoén (Ferlay et al. 2013), con una incidencia ligeramente superior en

el sexo masculino (relacién 1,4:1).

Los ultimos datos publicados en la base de datos de la Agencia Internacional
para Investigaciéon sobre Cancer (IARC, International agency for research on

cancer), recogen la tasa mundial de incidencia en el afio 2012 para ambos sexos
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I. INTRODUCCION

(Globocan, 2012) (Figura 1.2). Las mayores tasas de incidencia se sitian en
Australia, Nueva Zelanda, Europa y América del Norte, mientras que las tasas mas
bajas se sittian en Africa (excepto Sudafrica) y Asia Sur-Central. Estos datos
apuntan directamente hacia la innegable repercusion que ejerce la

occidentalizacion del estilo de vida sobre el desarrollo del CCR.

Both sexes

Colorectal cancers

26.3+

14.3-26.3

8.3-143

49083

gomnnin

<4.9

No Data

Figura I.2. Incidencia mundial de CCR para ambos sexos (Globocan 2012).

En Espafia, se estima que los diagnosticos de CCR aumentaron un 13,2% en
hombres y un 6,6% en mujeres entre los afios 2006 y 2012, convirtiéndose en uno
de los tumores con mayor tasa de crecimiento dentro de los mdas prevalentes
(Center MM et al. 2009) (Figura 1.3). Actualmente, constituye el tipo de cancer mas
frecuente (15%) y el segundo en mortalidad, tanto en hombres como en mujeres

(Corral et al. 2015).

N2 de casos N° de casos

30000 OAfio 2006 30000
WAfio 2012

OAfio 2006
B Afio 2012

20000

10000

O
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Figura L.3. Incidencia de los canceres mas prevalentes en Espafia en hombres (izquierda) y mujeres (derecha)

en los afios 2006 y 2012. Datos de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM).
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2.3. Clasificacion por estadios

La clasificacion por etapas (estadios) o estadificacion patologica del CCR, es el
proceso que determina hasta donde se ha extendido la enfermedad en el

organismo.

En 1932 Dukes propuso una clasificacién en la que definia tres estadios (A, By
C) en funcién de que el tumor invadiese la pared sin alcanzar la capa subserosa, la
rebasase, o hubiese afectacion de ganglios locorregionales, respectivamente.
Posteriores modificaciones introdujeron la letra “D” para indicar la presencia de
metastasis a distancia (Turnbull et al. 1967) y los estadios B1, B2, B3, C1, C2 y C3
para hacer referencia al espesor de pared coldnica afectada y al grado de invasién
linfatica (Astler y Coller, 1954, Greene et al. 2002). En la actualidad, el sistema
TNM establecido por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Union
Internacional Contra el Cancer constituye el método de estadiaje mas utilizado
(Edge, 2010). En este sistema las letras T, N y M aportan informacion sobre el
grado de extension tumoral, la propagacién a ganglios linfaticos regionales y la

presencia o ausencia de metastasis a distancia (Tabla I.1).

T: Tumor primario

Tx El tumor primario no puede determinarse.

To No hay evidencias de tumor primario.

Tis Carcinoma “in situ”: intraepitelial o invasion de la lamina propia.
T, El tumor invade la submucosa.

T> El tumor invade la capa muscular propia.

T3 El tumor invade la subserosa o tejidos pericolorrectales.

Ta El tumor invade otros érganos o estructuras.

N: Invasion de ganglios linfaticos

Nx No se puede valorar el nimero de ganglios afectados.
No No hay ganglios linfaticos regionales afectados.
Ny Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.
N: Metastasis en mas de 4 ganglios linfaticos regionales.

M: Metastasis a distancia

M, No se puede comprobar la existencia de metastasis a distancia.
Mo No hay metastasis a distancia.
M; Metastasis a distancia presente.

Tabla I.1. Categorias y subcategorias en las que se basa el actual sistema de estadificacién del CCR.
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I. INTRODUCCION

Frecuentemente, la combinaciéon de las diferentes categorias y subcategorias
que pueden expresar las letras T, N y M es representada con nimeros romanos que
abarcan desde el “0” hasta el “IV” y dan una idea de la etapa en la que se encuentra

la enfermedad (Figura 1.4).

Se disemina a otros 6rganos

Figura L.4. Clasificacién por estadios del CCR en funcidn de la afectacién de la pared colénica, ganglios y
organos a distancia. Imagen tomada del National Cancer Institute (www.cancer.gov).

Los diferentes sistemas de estadificacién tumoral son intercambiables entre si,
de modo que todos pueden ser utilizados de forma indistinta. Por este motivo, se
han desarrollado tablas de equivalencia que permiten establecer el paralelismo

entre ellos de una forma rapida y sencilla (Tabla 1.2).

0 Tis NO MO -- --

I T1, T2 NO MO A/B1 A

Tabla I.2. Equivalencia entre los diferentes sistemas de estadificacién del CCR.
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I. INTRODUCCION

2.4. Manejo clinico

2.4.1. Lesiones precancerosas: polipos colonicos

El National Polyp Study Workgroup establecié que mas del 95% de los CCR son
precedidos por lesiones pre-malignas que progresan durante varios afios hasta
desarrollar la enfermedad (Winawer et al. 1993). Estas lesiones, que generalmente
aparecen en forma de acimulos de células de tamafio y morfologia variables

(polipos), son lesiones facilmente detectables y extirpables.

2.4.1.1. Pdlipos adenomatosos

Son los mas frecuentes y de mayor potencialidad maligna. Morfolégicamente se

clasifican en sesiles, pediculados y planos o deprimidos (Figura L.5).

Figura L.5. Clasificacién morfolégica de los pélipos adenomatosos: (A) pediculados, (B) sesiles, (C) planos, (D)

planos elevados, (E) planos deprimidos. © Mayo Foundation for Medical Education and Research.

Su naturaleza neoplasica viene determinada por la histologia, pudiendo mostrar
alto o bajo grado de displasia, y ser clasificados como tubulares, vellosos o tubulo-
vellosos. La incidencia del cancer invasor estd directamente relacionada con el
numero de poélipos, el tamafio, el grado de displasia y la proporcién de componente

velloso (Bas et al. 2015, Silva et al. 2014).

2.4.1.2. Pélipos serrados

Son responsables del 35% de los CCR, aunque su origen todavia no se conoce
con detalle. Por un lado se presume que podrian deberse a alteraciones
epigenéticas en los genes responsables de la proliferacién y diferenciacion celular,

y por otro, parecen estar relacionados con mutaciones en el gen BRAF.

Frecuentemente se localizan en el colon proximal y se caracterizan por un
aspecto dentado del epitelio de las criptas. Existen diferentes subtipos, cada uno de
los cuales presenta un potencial de malignizacion y unas caracteristicas

histologicas y genéticas propias (Rex et al. 2012, Sweetser et al. 2013).
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2.4.2. Diagnostico: sintomas y métodos de screening

Aunque el CCR se caracteriza por la ausencia de signos clinicos durante las
etapas iniciales de la enfermedad, se han descrito una serie de sintomas que
pueden ser indicativos de un proceso neoplasico de este tipo. Entre las principales
sefiales de alarma se encuentran el dolor abdominal, el cambio en el habito
intestinal, la falta de apetito, la anemia ferropénica y la presencia de sangre en las
heces. Otras manifestaciones como la oclusion intestinal, la existencia de una masa
abdominal o la pérdida de peso sin causas aparentes, pueden ser indicativas de un

proceso neoplasico avanzado.

La falta de sintomas durante los estadios iniciales del CCR hace que los pélipos a
menudo representen un hallazgo fortuito durante la realizacion de una
colonoscopia. Por este motivo, se han desarrollado programas de cribado
poblacional orientados a la deteccidon precoz de la enfermedad, que aumentan el
numero de diagndsticos en fases en las que el tratamiento puede resultar curativo
y mejoran el pronoéstico en el caso de neoplasias ya establecidas. Actualmente, las
recomendaciones para el cribado del CCR en nuestro medio contemplan la
realizacion de exploraciones periddicas a todos los individuos sin factores de
riesgo a partir de los 50 afios, o a edades inferiores en el caso de individuos con
antecedentes familiares u otros factores de predisposicion (Segura et al. 2014). La
determinacion de sangre oculta en heces (SOH) constituye la prueba inicial
empleada en el screening, y ante una positividad de la misma, el diagndstico

definitivo debe realizarse mediante colonoscopia (Segura et al. 2014).

2.4.3. Tratamiento

Las opciones sobre el tratamiento a aplicar dependen tanto del estadio de la
enfermedad como de la localizacion tumoral. En base a estos criterios, los
procedimientos aplicados son fundamentalmente tres: cirugia, radioterapia y

quimioterapia.

2.4.3.1. Tratamiento quirargico

La cirugia constituye el tratamiento mas efectivo para la curacién del CCR
localizado, y una opcién potencialmente curativa en pacientes con enfermedad

metastasica limitada (Dinu et al. 2014). Debe ser ofrecida como primera opcién
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cuando el paciente presenta unas condiciones fisicas adecuadas, circunstancia que

se cumple en torno al 90% de los casos.

En ocasiones, el tratamiento quirurgico puede ser complementado con
tratamiento oncoldgico (quimioterapia y/o radioterapia), habiéndose demostrado
que la administracién de adyuvancia antes y después de la cirugia reduce el riesgo

de recaida tras la misma (Nordlinger et al. 2008).

2.4.3.2. Radioterapia y quimioterapia

La terapia adyuvante contribuye a erradicar tanto las micrometastasis
clinicamente ocultas en el momento de la cirugia, como los posibles nuevos focos
cancerosos. Los resultados obtenidos al aplicar este tipo de tratamiento son
diferentes en funcién del estadio en el que se encuentre la enfermedad. Asi, en el
estadio [ no se considera necesaria su administraciéon, mientras que en el estadio
[II ha demostrado una reduccién del 30% en el riesgo de recurrencia y del 22-32%
en la mortalidad. El empleo de adyuvancia en el estadio II todavia es objeto de
debate, constituyendo Unicamente una practica habitual en los pacientes de alto

riesgo (Dunn et al. 2011, Teufel et al. 2015).

Radioterapia

La terapia neoadyuvante con radioterapia preoperatoria logra una mayor tasa
de respuestas locales y una menor toxicidad para el cancer de recto, mientras que
administrada de forma postoperatoria combate eficazmente la enfermedad

microscopica residual (Burbach et al. 2014, Kye et al. 2014).

Quimioterapia

Se basa en el empleo de farmacos que incluyen fluoropirimidinas [5-
fluorouracilo (5-FU), capecitabina y tegafur], oxaliplatino e irinotecan, y
anticuerpos monoclonales (cetuximab, panitumumab y bevacizumab). Aunque las
células cancerosas son mas susceptibles a la accion de este tipo de medicamentos,
el dafio a las células normales constituye un efecto inevitable que provoca la

aparicion de toxicidad asociada al tratamiento en la mayor parte de los pacientes.

Distintos estudios han descrito la importancia de la variabilidad genética en la
toxicidad farmacolégica (Cortejoso et al. 2012, Panczyk 2014, Ross et al. 2010),

motivo por el que cada vez resulta mas frecuente el empleo de terapias dirigidas
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que actian sobre genes especificos, proteinas o condiciones del tejido que
favorecen el crecimiento y la supervivencia tumoral. Iniciativas como
Pharmacogenomics Knowledgebase (PharmGKB) ponen a disposicion del publico
informacioén sobre polimorfismos, genes, medicamentos y dosis en funcién de
genotipo, favoreciendo la incorporacion de la farmacogenética a la practica clinica

habitual (Whirl-Carrillo et al. 2012).

2.4.4. Seguimiento

Se estima que el 40% de los pacientes con enfermedad en estadios II o III
presentara recurrencia de la enfermedad, por lo que un adecuado seguimiento tras
la cirugia y/o el tratamiento adyuvante, conseguira identificar recidivas en

estadios potencialmente curables (Baca et al. 2011, Hveem et al. 2014).

Distintas sociedades nacionales e internacionales publican periédicamente
recomendaciones para el seguimiento de los pacientes intervenidos de CCR
(Jorgensen et al. 2015), destacando todas ellas la importancia de las visitas
rutinarias de control, los procedimientos de exploracion por imagen, la realizacién

de colonoscopias y las analiticas de sangre a la hora de llevar a cabo esta tarea.

2.5. Factores de riesgo

Constituyen todos aquellos aspectos que afectan a la probabilidad de padecer
una enfermedad. Dada la etiologia multifactorial del CCR, se han identificado varios

agentes implicados en su desarrollo.

2.5.1. Factores de riesgo genéticos

Los individuos con antecedentes familiares de CCR tienen mayor riesgo de
padecer la enfermedad. La asociacion se vuelve mas acentuada en las personas que
proceden de familias con sindromes hereditarios relacionados con esta neoplasia,

como la Poliposis adenomatosa familiar (PAF) o el sindrome de Lynch (SL).

2.5.2. Factores de riesgo no genéticos o ambientales

Edad

El riesgo de padecer CCR aumenta exponencialmente con la edad, alcanzando su

maxima incidencia entre los 65 y los 74 afos. El diagndstico a edades inferiores o

Pagina | 11



iguales a los 45 afios es infrecuente y representa menos del 10% de los casos

(Figura L.6).
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Figura L.6. Incidencia de CCR por grupos de edad entre los afios 2007-2011 en hombres y mujeres de todas las

razas. Datos de Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program, 2007-2011.

Factores dietéticos y habitos téxicos

Puesto que el colon es un érgano expuesto de forma continuada a sustancias
ingeridas o producidas por la digestion, resulta inevitable pensar que los factores
dietéticos van a desempeiiar un papel relevante en la probabilidad de sufrir CCR.
No obstante, los estudios realizados carecen de la suficiente consistencia como

para fijar unas directrices claras a este respecto.

De forma general, se acepta que el riesgo de padecer CCR aumenta con el
consumo de tabaco y alcohol (Parajuli et al. 2014, Song et al. 2015). Se recomienda
moderar el consumo de carne procesada o en contacto con el fuego y aumentar el
consumo de productos lacteos, vegetales, fruta y fibra (Norat et al. 2015). Aunque
la administracion de folatos, calcio, betacarotenos, selenio y vitaminas A, B, C,D o E
parece ejercer un efecto protector (Lee y Chan, 2011), son necesarios mas estudios

prospectivos que confirmen esta hipotesis.

Otros factores de riesgo

También constituyen factores de riesgo la diabetes, la obesidad, la escasa
actividad fisica, la sepsis por Streptococcus bovis (Guraya 2015, Paritsky et al.
2015, Segura et al. 2014) y la enfermedad inflamatoria intestinal en sus dos
variantes: enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (Bae et al. 2014, Cunningham et

al. 2010). Aunque es posible que los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o el
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acido acetilsalicilico (AAS) a baja dosis puedan contribuir a reducir el riesgo de
CCR, la evidencia actual no apoya su uso como forma de prevencién primaria (Friis

etal. 2015, Segura et al. 2014).

2.6. Mecanismo de generacion del CCR: secuencia adenoma-
carcinoma

El modelo tradicional de carcinogénesis colorrectal considera la formacion del
tumor como un proceso progresivo de acumulacion de alteraciones genéticas en la
mucosa del colon (Fearon y Vogelstein, 1990). Los modelos matematicos han
estimado que el numero de alteraciones requeridas para el desarrollo de la
enfermedad debe ser superior o igual a siete, siendo la suma de éstas, y no su
orden cronoldgico, quien determina las propiedades biolégicas del tumor (Kinzler
y Vogelstein, 1996). Publicaciones mas recientes que combinan estudios
epidemiolégicos con datos de secuenciacion de todo el genoma, han sugerido que
Unicamente es necesaria la alteracion de tres genes driver para que se produzca el

desarrollo de la enfermedad (Tomasetti et al. 2015).

La acumulacién de alteraciones tiene lugar mediante un esquema conocido
como “secuencia adenoma-carcinoma” que requiere algunos afios para la
formacién del tumor. Durante este tiempo la mucosa coldnica inicialmente normal
se transforma en hiperplasica o adenomatosa (con los diversos tipos evolutivos:
tubular, tibulo-velloso y velloso), cancer “in situ” y finalmente cancer invasor

(Figura L.7).

Wt pathway EGFR signaling TGFp response Loss of p53
Affected event 5 cfivation activation inactivation function Other genetic
Gene(s) involved  APG KRAS Smad2/4 ps3 alterations

Early adenoma/ Intermediate

Dysplastic crypt adenoma Late adenoma Carcinoma Metastasis

Normal epithelium

Figura L.7. Alteraciones genéticas en la secuencia adenoma-carcinoma (Davies et al. 2005).
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El aumento de la proliferacion celular se inicia mediante la inactivacion del gen
APC, mutado en un 80% de los pacientes (Arvelo et al. 2015). La posterior
activacion del oncogén KRAS, mutacién y pérdida de heterocigosidad (LOH, Loss of
heterocigosity) de DCC, SMADZ2, SMAD4 e inactivacion del gen p53, conducen a la
inhibicion de la apoptosis y modificacion de la actividad de la via TGF-p,
potenciando el desarrollo tumoral, la invasion y la metastasis (Arvelo et al. 2015).
Paralelamente a estos cambios tienen lugar alteraciones epigenéticas que ejercen
un efecto sinérgico sobre la activaciéon de oncogenes e inactivacién de genes

supresores de tumores (Yi et al. 2015).

Aunque la mayor parte de los tumores se genera a partir de adenomas clasicos
de acuerdo al modelo de carcinogénesis postulado por Fearon y Vogelstein,
recientemente se ha sefialado la importancia de los adenomas serrados como
lesiones precursoras del adenocarcinoma serrado, una nueva variante de CCR.
Inicialmente, los adenomas serrados fueron clasificados como pélipos
hiperplasicos por ser considerados benignos. Sin embargo, en los ultimos afios se

ha visto que parecen seguir un mecanismo de carcinogénesis diferente al

convencional, que da lugar a tumores con caracteristicas histolégicas y genéticas

propias (Al-Sohaily et al. 2012, Sweetser et al. 2013) (Tabla L.3).

o Secuencia adenoma- Teoria adenoma serrado-
Caracteristicas . . .
carcinoma convencional carcinoma
Lesion precursora Adenoma clasico Adenoma serrado
Localizacion Alo largo de todo el colon Predileccién colon derecho

Pediculado (adenoma tubular)
Morfologia Sesil, plano
Sesil (adenoma velloso)

Malignizacion Menos frecuente Mas frecuente
Alteracion genética Mutacién APC, p53 Mutacion BRAF
Hipermetilacion de ADN Infrecuente Frecuente
% de CCR esporadico 65% 35%

Tabla I.3. Diferencias entre las caracteristicas tumorales de la secuencia adenoma-carcinoma convencional y

la teoria adenoma serrado-carcinoma. Modificado de Cappell 2008.
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3. CCR HEREDITARIO vs. CCR ESPORADICO

El CCR se clasifica como familiar o esporadico, en funcién de la
presencia/ausencia de historia de la enfermedad en el seno de la familia (Stigliano

etal. 2014).

3.1. CCR hereditario y sindromes relacionados

El CCR presenta una de las proporciones mas importantes de casos familiares
dentro de las neoplasias malignas mas comunes, con un porcentaje aproximado del
30% atribuible a causas heredadas (Binefa et al. 2014). Dentro de este porcentaje
se considera CCR hereditario aquel en el que se identifica un claro modelo de
herencia y en el que suele detectarse una alteracidn genética en linea germinal (1-
5%), mientras que se considera CCR familiar aquel en el que se observa agregacion
de casos en la familia sin un claro patrén de herencia y, por lo general, con base
genética desconocida (25-30%) (Shiovitz et al. 2014). La agregaciéon familiar
implica un mayor riesgo de padecer la enfermedad, tanto mayor cuanto mayor es
el nimero de parientes afectos y mas cercano el grado de parentesco (Armelao et

al. 2014).

3.1.1. Sindrome de Lynch

También mal llamado Cancer Colorrectal Hereditario No Polipésico (CCHNP), el
SL representa entre el 1% y el 5% de todos los CCR. Constituye una enfermedad
genética de herencia autosdmica dominante que confiere un riesgo aumentado de
padecer distintos tipos de cancer, principalmente CCR y cancer de endometrio

(Balmafia et al. 2013, Pinheiro et al. 2015, Schneider et al. 2014).

Aunque la enfermedad no se caracteriza por un gran nimero de poélipos, sus
adenomas surgen a edades mas tempranas y presentan una rapida progresion
hacia la malignizacion, con una edad media de diagnoéstico situada en torno a los
43 afos. Los tumores asociados al SL frecuentemente se localizan en el colon
proximal y se relacionan con una mayor incidencia de tumores sincrénicos (18%)
y/o metacronicos (24%) (Kastrinos et al. 2013, Schneider et al. 2014). Desde el
punto de vista anatomopatoldgico, son comunes los bajos grados de diferenciacidn,

la presencia de mucina, las células en “anillo de sello”, el patréon de infiltracion
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Crohn like y la infiltracion linfoide tumoral (Valle, 2014). Ademas, se han descrito
variantes en las que el CCR se asocia con tumores sebaceos de piel (sindrome de
Muir-Torre) o con tumores del sistema nervioso central, especialmente gliomas

(sindrome de Turcot).

El SL tiene su origen en las mutaciones de los genes reparadores del ADN
(MSH2, MLH1, MSH6, PMSZ2), también conocidos como genes de reparacion de los
errores de emparejamiento o genes MMR (Mismatch repair). Dichas mutaciones
interfieren en las tareas de replicaciéon y provocan el mal funcionamiento del
sistema MMR, favoreciendo la acumulacion de errores en la secuencia de ADN. Los
errores acumulados pueden afectar tanto a regiones codificantes de genes
relacionados con la progresion tumoral (TGF-SRII, IGFIIR, MSH3 y BAX) (Pinheiro
et al. 2015, Sameer et al. 2014) como a unas secuencias altamente repetitivas
denominadas microsatélites, siendo éstas ultimas las responsables del fen6meno
molecular caracteristico del sindrome: la inestabilidad de microsatélites (IMS)
(Stigliano et al. 2014). El SL se caracteriza por una cierta correlacién genotipo-
fenotipo en la que se observan algunas particularidades en funcién del gen
afectado (Karahan et al. 2015). Asi, mutaciones en MLH1 se relacionan con mayor
riesgo de desarrollar CCR a una edad precoz, mutaciones en MSHZ se relacionan
con mayor riesgo de desarrollar tumores extracolénicos, mutaciones en MSH6 se
relacionan con mayor riesgo de desarrollar cancer endometrial, y mutaciones en
PMS2 se relacionan con menor riesgo de desarrollar cancer endometrial y CCR

(Balmana et al. 2013).

Inicialmente, el diagndstico de la enfermedad se basaba en la historia personal y
familiar del paciente, por lo que la definicion del sindrome era muy heterogénea.
En un intento de promover una terminologia uniforme se establecieron los
criterios de Amsterdam, aunque su gran rigidez y falta de consideracién respecto a
las neoplasias extracolonicas hicieron que poco mas tarde se propusiesen los
criterios de Amsterdam II (Vasen et al. 1999). En la actualidad, los criterios mas
utilizados para el diagndstico del SL son los criterios de Bethesda, propuestos en
1996 y posteriormente revisados (Umar et al. 2004). En ellos se describen las
condiciones clinicas bajo las que se debe sospechar la existencia de la enfermedad,

y por tanto, las situaciones en las que se recomienda la realizaciéon de estudios
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moleculares adicionales (IMS, inmunohistoquimica [IHQ] de las proteinas de
reparacion), que determinen la necesidad de llevar a cabo el consiguiente analisis

mutacional (Schneider et al. 2014).

3.1.2. Poliposis Adenomatosa Familiar

Se produce como resultado de una mutacion en la linea germinal del gen APC
(Adenomatous Polyposis Coli), un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 5.
Supone menos del 1% del total de CCR y aunque se hereda de acuerdo a un patrén
de herencia autosémico dominante, la tercera parte de los casos no presenta
antecedentes familiares de la enfermedad. Su prevalencia es de 1 por cada 10.000-

20.000 habitantes y su penetrancia del 100% (Laurent et al. 2011).

La PAF se inicia durante la segunda década de vida mediante la aparicién de
cientos o miles de adenomas a lo largo de todo el colon con potencial de
malignizacion del 100%, lo que supone una progresion inevitable a CCR alrededor
de los 35-40 afios. Aunque la PAF puede presentar manifestaciones
extraintestinales, el CCR con localizaciéon izquierda es su expresion mas

caracteristica (70-80%) (Balmana et al. 2013, Schneider et al. 2014).

Existe una variante menos agresiva denominada Poliposis adenomatosa familiar
atenuada (PAFA) que se caracteriza por un menor numero de poélipos
(normalmente entre 10 y 100), una apariciéon de los adenomas a una edad mas
tardia, y una mayor tendencia al desarrollo de neoplasias en el colon derecho. Otra
variante a tener en cuenta es la Poliposis adenomatosa familiar asociada a MUTYH,
una forma de poliposis transmitida de forma recesiva, que puede llegar a explicar
hasta el 30% de las familias con adenomas multiples sin mutacién en APC (Brand
et al. 2012). Ademas, existen sindromes que ligan la PAF a otras manifestaciones
extracoldnicas, como el sindrome de Gardner (asociacién con osteomas craneales y
mandibulares) y el sindrome de Turcot (asociacién con tumores del sistema

nervioso central, principalmente meduloblastomas).

3.2. CCR esporadico: vias moleculares de carcinogénesis

Se entiende por CCR esporadico aquel que se presenta en personas sin
antecedentes familiares ni alteracidon genética constitucional, por lo que engloba la

mayor parte de los casos (70-85%) (Figura L.8).
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Otros sindromes

<0,1%
Sindrome de

PAF< 1% Lynch (=5%)

Figura 1.8. Distribucién de los distintos subtipos de CCR en la poblacién general.

Durante mas de dos décadas el modelo de carcinogénesis colorrectal propuesto
por Fearon y Vogelstein (descrito en el Apartado 2.6) ha evolucionado hasta
conceptos mas complejos, de forma que en la actualidad se conocen tres vias
principales para el desarrollo del CCR: la via supresora o de inestabilidad
cromosdmica (INC), la via mutadora o de IMS, y la via serrada o del fenotipo
metilador de islas de CpG (FM o CIMP [CpG island methylator phenotype]) (Arvelo
et al. 2015). Aunque estas tres vias son diferentes desde el punto de vista
molecular, histopatoldgico y prondstico, pueden existir solapamientos entre ellas.
No obstante, sera la via seguida de forma mayoritaria la encargada de otorgar al

tumor sus caracteristicas fenotipicas (Mundade et al. 2014).

3.2.1. Via supresora o de INC

Engloba la mayor parte de los CCR esporadicos (85%) y se caracteriza por el
desarrollo de tumores con ganancias y pérdidas de cromosomas enteros
(aneuploidia), pérdidas de fragmentos en los cromosomas 5q y 7p, alta frecuencia
de LOH para el brazo largo del cromosoma 18 (donde se localiza el gen DCC) y
mutaciones en el oncogén KRAS. Ademadas, son comunes fenémenos como la
activacién de pro-oncogenes (c-MYC) y la inactivacién de genes supresores de
tumores (APC, p53, SMADZ2 y SMAD4) (Arvelo et al. 2015, Osorio et al. 2014, Fearon
2011). Recientemente se han descrito las mutaciones en TGFBR y PIK3CA como
implicadas en la secuencia adenoma-carcinoma (Armaghany et al. 2012, Pino et al.

2010).
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El proceso tumoral se inicia con la aparicién de un adenoma que va acumulando
alteraciones genéticas conforme aumenta de tamafio. Primeramente se produce la
pérdida o inactivacidon del gen APC, seguida de mutaciones en KRAS y pérdidas
cromosOmicas en 18q (DCC) y 17p (p53) (Fearon y Vogelstein, 1990). Trabajos mas
recientes afirman que los genes APC, KRAS y p53 Unicamente se encuentran
alterados de manera simultanea en un porcentaje de casos inferior al 10%, aunque
sostienen la existencia de una posible codependencia en el estado mutacional de
los genes APC y KRAS (Smith et al. 2002, Luchtenborg et al. 2005, Vasovcak et al.
2011).

Los tumores desarrollados a través de esta via presentan estabilidad de
microsatélites (EMS), suelen localizarse en el lado izquierdo del colon y se asocian
con caracteristicas prondsticas mas desfavorables. Sus restantes rasgos fenotipicos

se encuentran recogidos en la Tabla [.4.

3.2.2. Via mutadora o de IMS

Paralelamente a la secuencia adenoma-carcinoma propuesta por Fearon y
Vogelstein, hubo trabajos que apuntaron hacia la existencia de una nueva via de
carcinogénesis aplicable al 10-15% de los tumores esporadicos y a algunos casos
hereditarios (Aaltonen et al. 1993, lonov et al. 1993, Thibodeau et al. 1993). Mas
tarde se descubrio6 que cerca del 95% de los tumores asociados al SL y un 10-15%

de los tumores esporadicos siguen esta via de desarrollo (Jover et al. 2003).

La via mutadora o de IMS es consecuencia del mal funcionamiento del sistema
encargado de corregir los errores producidos durante la replicacion del ADN.
Cualquier alteracién en este sistema conlleva la acumulaciéon de errores que
pueden afectar a las regiones codificantes de genes relacionados con la progresion
tumoral (TGFf-R-1I, IGF2-R), la apoptosis (BAX, Caspasa-5) y la sefializacién de la
via WNT (Axina, p-catenina, Tcf4) (Pinheiro et al. 2015, Sameer et al. 2014), o a las
secuencias microsatélites (sucesiones de nucleétidos cortas y altamente
repetitivas) (Stigliano et al. 2014). Cuando la acumulacién de errores afecta a estas
ultimas y el sistema MMR presenta alguna alteracion que lo inactiva, los errores no
pueden ser corregidos y el ADN de las células tumorales muestra un niumero de
repeticiones diferente al observado en el ADN normal, fenémeno conocido como

IMS y anteriormente sefialado.
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Mas del 95% de los CCR hereditarios y en torno a un 10-15% de los esporadicos
presenta IMS. Curiosamente, se ha visto que el mecanismo que origina dicha
inestabilidad varia en funcién de la naturaleza hereditaria o esporadica de los
tumores. Asi, en los casos hereditarios su origen se debe a mutaciones germinales,
mientras que en los casos esporadicos es consecuencia del silenciamiento

epigenético (Osorio et al. 2014).

Existen miles de microsatélites repartidos a lo largo del genoma que en
condiciones normales serian validos para valorar el grado de IMS tumoral. Sin
embargo, la falta de compatibilidad entre los resultados derivados del empleo de
unos u otros hizo que el National Cancer Institute (NCI) recomendase un panel de
referencia en un intento de estandarizar la medida. Dicho panel, conocido como
panel de Bethesda, estd constituido por dos secuencias de repeticiones
mononucleotidicas (Big Adenina Tracto |[BAT]-25 y BAT-26) y tres secuencias de
repeticiones dinucleotidicas (D2S123, D55346 y D17S250) (Boland et al. 1998), de
modo que los tumores con inestabilidad en dos o0 mas marcadores se definen como
IMS alta (IMS-High o IMS-H), los tumores con inestabilidad en un marcador se
definen como IMS baja (IMS-Low o IMS-L) y tumores sin marcadores alterados se

definen como estables (EMS).

En general, los carcinomas con IMS suelen mostrar dotaciones cromosémicas
intactas y ausencia de mutaciones en los genes alterados en la via supresora (APC,
KRAS y p53). Habitualmente se localizan en la parte proximal del colon y estan
asociados a mejor prondstico, aunque algunos estudios otorgan mayor fiabilidad a
la INC como marcador predictivo (Hveem et al. 2014, Mouradov et al. 2013). Otras

caracteristicas diferenciadoras de estos tumores se muestran en la Tabla [.4.

3.2.3. Via serrada o del Fenotipo metilador de islas CpG

Responsable del 35% de los CCR, se basa en la regulaciéon ejercida por los
mecanismos epigenéticos sobre la expresion de oncogenes (activados por
hipometilacién) y genes supresores de tumores (inhibidos por hipermetilacién)
(Snover, 2011). La evidencia acumulada sugiere que esta via se desarrolla de forma
mas rapida que las otras, lo que por un lado podria ser reflejo de la mayor
agresividad de sus tumores, y por el otro, ser consecuencia de la mayor dificultad

en la identificacidn de sus lesiones precursoras (Kocarnik et al. 2015).
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Los tumores originados por esta via surgen a partir de poélipos serrados y
parecen no seguir los mecanismos habituales de la secuencia clasica adenoma-
carcinoma (Anderson 2014, Yamane et al. 2014). La via parece iniciarse mediante
una mutacion que activa el gen BRAF, ocasionando la inhibicién de la apoptosis y la
metilacion aleatoria de los islotes CpG localizados en las regiones promotoras de
multiples genes (Arvelo et al. 2015). Las investigaciones realizadas indican que los
carcinomas con CIMP positivo suelen presentar IMS (Schneider et al. 2014, Snover
2011) y estan asociados a un perfil clinico, patolégico y molecular propio (Tabla
.4). Frecuentemente muestran localizaciéon proximal, histologia mucinosa, bajos
grados de diferenciacion, alta tasa de mutaciones en BRAF (o KRAS) y baja tasa de
mutaciones en p53 (Nazemalhosseini et al. 2013). Ademads, algunos autores han
sugerido peores prondsticos cuando no se asocian a IMS (Kocarnik et al. 2015,

Phipps et al. 2015).

ViaINC Via IMS Via CIMP o FM
Metilacion de islas CpG
LOH generalizada IMS generalizada promotoras de genes
Aneuploidia o poliploidia Diploidia Alteraciones epigenéticas
Colon izquierdo Colon derecho Colon derecho
Bien diferenciados Pobremente diferenciados Pobremente diferenciados
No infiltracion linfocitica Infiltracion linfocitica %////////////////////////////ﬁ
Raramente mucinosos Frecuentemente mucinosos
Peor prondstico Mejor pronoéstico

Tabla 1.4. Caracteristicas diferenciadoras de los CCR generados a partir de las distintas vias de carcinogénesis.

3.3. Clasificacion molecular del CCR

Inicialmente, las vias supresora y mutadora fueron consideradas mutuamente
excluyentes, barajando Gnicamente la existencia de dos clases de tumores: aquellos
con INC y estabilidad de microsatélites (INC+IMS-), y aquellos con estabilidad
cromosomica e IMS (INC-IMS+). Estudios posteriores demostraron que mas del
50% de los tumores IMS- también eran INC-, y que una pequeia porcién de los
tumores IMS+ eran INC+ (Georgiades et al. 1999, Tang et al. 2004), sugiriendo una
nueva estratificacion del CCR en cuatro genotipos bien diferenciados: IMS+INC+

(3%), IMS+INC- (11%), IMS-INC+ (48%), IMS-INC- (38%) (Goel et al. 2003).
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Poco mas tarde se demostro el solapamiento entre la via CIMP y las vias INC e
IMS (Figura [9), por lo que en los ultimos afios esta adquiriendo especial
importancia una renovada forma de clasificaciéon basada en la superposicion de las
tres vias. Partiendo del estado IMS y CIMP, parece probable la existencia de al
menos cuatro grupos homogéneos con caracteristicas anatomoclinicas y
moleculares diferentes, en los que ademas parece haber correlacion entre las
categorias IMS y CIMP (tumores IMS-High se asocian mayoritariamente con
genotipos CIMP-High y tumores IMS-Low se asocian mayoritariamente con

genotipos CIMP-Low/0) (Figura 1.9) (Ogino y Goel, 2008).

MSI-H MSI-H MSI-L/MSS
CIMP-low/0 CIMP-H CIMP-H

Gr. 2 (5%) Gr.1(10%)  Gr. 3 (5-10%)

N

™\
N

MSI- CIMP-high

MSI-L/MSS
CIMP-low/0
Gr. 4 (75-80%)

Figura 1.9. Solapamientos entre los subtipos de CCR en funcién del estatus IMS y CIMP (Ogino y Goel, 2008).

GRUPO 1: IMS-High, CIMP-High - Incluye la hipermetilacién de MLH1.
GRUPO 2: IMS-High, CIMP-Low/0 - Incluye los tumores asociados al SL.
GRUPO 3: IMS-Low/EMS, CIMP-High.

GRUPO 4: IMS-Low/EMS, CIMP-Low/0 - Incluye los pacientes con PAF.

3.3.1. Tumores MACS (Microsatellite and Chromosomal Stable)

Se define con las siglas MACS al conjunto de tumores IMS- que, debiendo
presentar INC+, no lo hacen (Osorio et al. 2014). Son por tanto tumores INC-IMS-
que tampoco pertenecen estrictamente a la via serrada. Representan cerca del

40% de los CCR esporadicos, y sus diferentes implicaciones clinicas y prondsticas
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podrian ser reflejo de vias de carcinogénesis todavia no identificadas (Osorio et al.

2014).

Aunque presentan algunos rasgos similares a los descritos en la via mutadora,
los MACS constituyen un grupo de tumores con caracteristicas particulares (Fadhil
et al. 2014). Son tumores mas frecuentemente diagnosticados en poblacion joven,
con predileccidn por el colon izquierdo o el recto, y asociados a un peor prondstico
(Osorio et al. 2014). Algunos autores han reportado longitudes teloméricas
mayores que en sus analogos IMS-INC+, y baja la tasa de mutaciones en p53
(Boardman et al. 2013). No suelen mostrar ausencia de expresion de MLHI ni
mutaciones en BRAF, y aunque parecen asociar un genotipo de metilacion bajo, por

el momento no existe unanimidad al respecto (Silver et al. 2012).

3.4. CCR en el adulto joven

El CCR de inicio precoz constituye una entidad poco frecuente que representa el
2-8% de todos los CCR (Stigliano et al. 2014). Aunque la edad de corte para definir
este grupo de tumores varia en funcién de los estudios, habitualmente se limita a
los diagnosticos efectuados antes de la quinta década de vida. Durante los ultimos
afios, la incidencia de CCR en individuos menores de 50 afios parece estar
aumentando, dato que contrasta con la progresiva disminucién de los diagnosticos
en personas de mayor edad. En EE.UU entre los afios 1992 y 2005 la tasa de
aumento anual fue de un 1,5% para los hombres y de un 1,6% para las mujeres
(Stigliano et al. 2014). Probablemente, ello sea un fiel reflejo de la importancia que

ejercen los programas de cribado poblacional en el diagnostico de las personas.

Pese a que el diagnodstico a edades tempranas suele ser sugestivo de la
existencia de un componente hereditario (generalmente vinculado al SL), el CCR en
el adulto joven constituye una entidad heterogénea que también incluye casos
esporadicos. De hecho, la proporciéon de tumores IMS+ en poblacién joven oscila
entre el 19,7% y el 41% (Perea et al. 2014), y sin embargo, el SL tUnicamente
justifica la tercera parte de ellos (Kirzin et al. 2014). Las caracteristicas
clinicopatoldgicas de los tumores IMS+ no vinculados a factores genéticos son
similares a las descritas para el SL: inicio precoz, predominio por el colon derecho,

mayor frecuencia de tumores sincrénicos y/o metacrdénicos, y mayor proporcién
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de CCR pobremente diferenciados, mucinosos y con células en “anillo de sello”

(Osorio et al. 2014).

El CCR en jovenes en los que no se identificada ningun factor genético conocido
parece constituir una entidad especifica y claramente distinta dentro la
enfermedad. Un informe basado en la experiencia de dos registros americanos de
cancer (Programa Nacional de Registros del Cancer [NPCR, National program of
cancer registries| y SEER), destaco las implicaciones clinicopatolégicas asociadas al
CCR en adultos jévenes y ancianos (diagnoéstico a edad =70 afios), subrayando la
existencia de comportamientos bioldgicos diferentes (Fairley et al. 2006). Desde
un punto de vista general, el CCR en el adulto joven presenta caracteristicas mas
desfavorables que sitlan a la variable “edad precoz” como un factor
inevitablemente asociado a un peor prondstico, pues suelen poseer un fenotipo
invasivo que convierte a la metastasis en un hallazgo mas frecuente en el momento
del diagnostico. Ademdas, son comunes los bajos grados de diferenciacion, la
presencia de mucina y el mayor porcentaje de células en “anillo de sello” (Wang et
al. 2015). Frecuentemente asocian tumores sincronicos y/o metacrénicos, un
mayor desarrollo de pdlipos durante el seguimiento y una mayor tendencia a la
agregacion familiar. Las series publicadas difieren en cuanto a su localizacién, y
mientras unas apuntan hacia el predominio en el colon izquierdo y el recto, otras
insisten en la predileccion por el colon derecho, posiblemente por la mayor
inclusién de pacientes con antecedentes familiares en estos ultimos (Osorio et al.

2014).

Algunos autores han sugerido diferencias en los mecanismos moleculares que
subyacen tras la edad de inicio de la enfermedad, pues se ha visto que los factores
desencadenantes de la inestabilidad genomica son diferentes en funcion de la
misma. Asi, pese a que la IMS en poblacién joven suele deberse a mutaciones en
alguno de los genes que componen el sistema MMR, en poblacién anciana suele

estar relacionada con fenémenos epigenéticos (Perea et al. 2011).

En el otro extremo se encuentran los tumores de inicio temprano con INC y
EMS, un grupo heterogéneo caracterizado por edades de diagndstico ligeramente
superiores, un menor predominio de la localizaciéon derecha, un menor porcentaje

de tumores sincrénicos y/o metacrénicos y un mayor porcentaje de diagndsticos
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en fases avanzadas. En comparacién con los tumores EMS de los ancianos, los
adultos jovenes muestran predominio de la localizacién izquierda y el recto, mayor
presencia de mucina o células en “anillo de sello”, menores tasas de mutacién en
BRAF y frecuencias de alteraciones epigenéticas mucho mas bajas (Kirzin et al.
2014). Ademas, se han observado diferencias respecto a los genotipos tumorales
predominantes en cada poblacién, y mientras los tumores IMS-INC- (MACS)
prevalecen entre las personas jovenes, los tumores IMS-INC+ lo hacen entre las

ancianas (Boardman et al. 2007).

Tomando como premisa estas diferencias, parece razonable pensar que los
tumores de inicio temprano y tardio puedan tener diferentes bases moleculares,
que quiza también impliquen vias de carcinogénesis todavia no caracterizadas
(Perea et al. 2010). De ser esto cierto, las nuevas vias podrian incluir determinados
loci especificamente alterados en funcién de la edad de diagnéstico, que podrian
identificarse mediante el estudio detallado de los cromosomas. Herramientas como
la hibridacién genémica comparada (CGH, Comparative genomic hybridization)
serfan de gran utilidad para este fin, no sélo por su contribucién a la
caracterizaciéon de dichas regiones, sino porque ademas permitirian la validacién
de nuevos genes causantes de cancer en pacientes sin sindromes hereditarios

conocidos.

4. ALTERACIONES EN LA DOSIS GENICA Y CCR

Las alteraciones en el numero de copias (copy number variations [CNV],
chromosome copy number abnormalities [CNA] o DNA copy number aberrations
[DCNA]), son una forma de alteraciéon cromosdmica estructural en la que una
region de ADN posee un niumero de copias diferente al de un genoma de referencia.
Son alteraciones tipicas de la inestabilidad gen6mica que a menudo albergan genes

implicados en la formacion y progresion tumoral (Tattini et al. 2015).

Aunque el CGH convencional (Kallioniemi et al. 1992) constituye una
herramienta muy util para llevar a cabo la investigacion de CNV (Kallioniemi et al.
1994), su resolucion resulta insuficiente cuando se pretenden evaluar cambios

submicroscopicos. Esta limitacién queda solventada cuando la metodologia CGH se
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combina con la tecnologia de microarrays, dando lugar a los arrays-CGH (a-CGH)

(Pinkel et al. 1998).

4.1. Arrays-CGH

Los a-CGH permiten identificar y analizar ganancias y/o pérdidas de material
genético en una muestra de ADN sin necesidad de pasar por un cultivo celular
previo al andlisis. Desde su desarrollo a finales de la década de los 90 han sido
ampliamente utilizados en la busqueda de CNV, pues su rapidez, cobertura y alta
resolucién, hacen de ellos una técnica imprescindible en el estudio de los

desequilibrios gendmicos.

La metodologia a-CGH consigue examinar de forma simultdnea miles de
localizaciones cromosémicas puntuales con una elevada resolucion (1-2Mb),
posibilitando la deteccién de CNV a lo largo del genoma completo de los tumores
solidos (Pollack et al. 1999). Por este motivo, su aplicacién en el estudio del CCR
supone un pilar fundamental para la identificacion de los posibles defectos
genéticos responsables de los diferentes rasgos fenotipicos asociadas a la edad, asi
como para el descubrimiento de potenciales nuevas dianas terapéuticas (Labots et

al. 2014).

El analisis de a-CGH se basa en la hibridacion de cantidades iguales de dos
especimenes de ADN gendmico marcado fluorescentemente: uno procedente de
una muestra problema (tumor, habitualmente marcado en color verde) y otro
procedente de una muestra de referencia (normal, habitualmente marcado en
color rojo). La hibridacion tiene lugar sobre una matriz inmovilizada en un soporte
fisico (generalmente de vidrio) (Figura [.10), compuesta por fragmentos del ADN
genomico de interés (target) en forma de cromosomas artificiales de levaduras
(YAC, tamafio de 0.2-2Mb), cromosomas artificiales bacterianos (BAC, tamafo de
75-200kb), cromosomas artificiales de bacteriéfagos P1 (PAC, tamafio de 75-
200kb), co6smidos (tamafio de 30-40kb), fésmidos (tamafio de 40-50kb) u

oligonucleétidos (tamafios inferiores a 50pb).

Tras la hibridacion existe una correlacién entre el nimero de copias de la
secuencia a analizar y las intensidades de fluorescencia obtenidas, por lo que

mediante el empleo de un software adecuado se puede conocer la ganancia (verde),
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pérdida (rojo), o igualdad (amarillo) de material genético en la muestra problema

con respecto a la de referencia (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Esquema de los pasos que componen la realizaciéon de un analisis de a-CGH. Imagen modificada de

www.cgimatba.com. © Cancer Genetics, INC.

4.2. Alteraciones recurrentes en el CCR

La incorporacién de herramientas como el CGH al estudio del CCR ha permitido
identificar diferentes regiones cromosémicas y vias metabodlicas (WNT, RAS-MAPK,
PI3K, TGF-B, P53) frecuentemente alteradas en la enfermedad (Arvelo et al. 2015,
Bass et al. 2011). Se ha visto que algunas de estas regiones aparecen afectadas de
forma muy repetida, por lo que han sido denominadas “regiones recurrentemente
alteradas” o RAR (de sus siglas en inglés Recurrently altered regions). La elevada
frecuencia de aparicion de algunas de estas regiones ha llevado a sugerir su
utilidad como marcadores prondsticos, sin embargo, a dia de hoy continta sin
existir una vision integrada acerca de la significacion que estos cambios pueden

ejercer sobre la carcinogénesis colorrectal.

La Figura .11 muestra en forma de ideograma las regiones cromosomicas
alteradas con mayor frecuencia dentro del CCR. Los resultados corresponden a un
analisis llevado a cabo mediante CGH en 73 individuos diagnosticados de CCR a

una edad promedio de 64 afios (Liu et al. 2007). Como puede observarse, la falta de
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aleatoriedad en la distribucion de las RAR queda evidenciada por la existencia de
zonas mas propensas a la acumulacion de cambios, que algunos autores han

denominado “regiones calientes” (Kim et al. 2006).
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Figura I.11. Frecuencia de alteracion de las distintas regiones cromosémicas obtenidas mediante CGH en 73
pacientes diagnosticados de CCR. La parte superior corresponde a las ganancias (A) y la inferior a las pérdidas

(B) (Liuetal. 2007).

Pagina | 28



Las alteraciones encontradas con mayor frecuencia en el CCR incluyen
ganancias de material en 7p (que contiene EGFR), 8q (que contiene MYC(), 13q y
20q (que contiene ZNF217, CYP24 y AuroraZKinasa), y pérdidas en 8p (que
contiene FGFR1), 17p (que contiene TP53) y 18p/q (que contienen SMAD4 y DCC,
respectivamente). De forma menos recurrente también se han descrito ganancias
en 1q, 3p/q, 7q, 11q y 20p, y pérdidas en 4p, 5q, 6q, 9p/q, 14q, 15q y 21q (Hughes
et al. 2006, Kim et al. 2006, Nakao et al. 2004, Nakao et al. 2011, Poulogiannis et al.
2010). En un estudio mas reciente y completo sobre CCR llevado a cabo por The
Cancer Genome Atlas (TCGA), se identificaron 28 regiones frecuentemente
delecionadas y 17 regiones significativamente amplificadas en la enfermedad,
entre las que se incluyeron las pérdidas en 18p/q (presentes en el 66% de los
tumores) y las ganancias en 17p/q (presentes en el 56% de los tumores) (Cancer

Genome Atlas Network, 2012) (Tabla L.5).

Regiones frecuentemente delecionadas en CCR segiin TCGA
Citobanda Region N¢ de genes Genes candidatos
1p13.1 95482528-119852137 155
1p33 48965982-50352419 1 AGBL4
1p36.11 23114189-29091503 109
2q37.3 223626608-242951149 152
3pl4.2 59009803-61522370 1 FHIT
3q26.31 175482500-178221491 1 NAALADZ2
4pl6.1 1-9439317 93
4q22.1 91092757-91979209 1 FAM190B
4q35.1 179148277-186744180 25 CASP3
5q11.2 58296055-59035772 1 PDE4D
5q22.2 111776899-112346826 3 APC
6p25.3 1553836-2569051 2 GMDS
6426 161613089-163073197 1 PARK2
7q31.1 110512908-111163100 1 LRRN3
8p23.2 1-6255647 11
10q11.23 52727599-53131580 1 PRKG1
10g23.2 89302988-90338798 4 PTEN
10g25.2 114195084-115436489 4 TCF7L2
11q22.3 104476434-113438897 60 ATM
15q12 1-43105206 161
15q21.1 40284212-45800187 55
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Regiones frecuentemente delecionadas en CCR segiin TCGA (Continuacion)

Citobanda Region N2 de genes Genes candidatos
15q22.33 64854850-65281876 1 SMAD3
16p13.3 5085718-7704198 1 A2BP1
16q23.1 76686559-78186084 1 wwox

17p12 10681334-12512565 3 MAP2K4
18q21.2 46600023-46959369 3 SMAD4
20p12.1 14250876-15984135 2 MACROD2
21q21.1 1-25870718 21

Regiones frecuentemente amplificadas en CCR segiin TCGA

Citobanda Region N2 de genes Genes candidatos
5p12 45462158-45636350 1 HCN1
6p21.1 41642900-44525459 65 VEGFA
8p11.21 41591746-42484529 11
8p12 38258898-38345433 1 WHSC1L1
8q24.21 128222988-129039208 1 MYC
10g22.3 79223568-82887959 21
11p15.5 2114098-2212856 3 IGF2
12p13.32 2980135-4569646 12 CCND2
13q12.13 26419847-26442633 0
13q12.2 26694966-27905729 13
13qg22.1 72540493-72940621 1 KLF5
16p11.2 30258263-30878942 27
17q12 35058337-35173221 7 ERBB2
17q24.1 60636301-64119752 21 AXIN2
20p11.23 20133875-20492135 3
20q11.21 29339506-29741647 11 BCL1L1
20q13.12 41763214-42791312 14 HNF4A

Tabla L.5. Listado de las 45 regiones relevantes en CCR segin The Cancer Genome Atlas (TCGA).

4.3. Perfil gendmico del CCR de inicio precoz

El mayor conocimiento de la historia natural del CCR, ha llevado a desarrollar

diferentes lineas de investigacion focalizadas en la mejora de la caracterizacion de

esta enfermedad. Se ha visto que los tumores diagnosticados en personas jovenes

parecen estar asociados a fenotipos mas agresivos que sus homélogos en ancianos,

y dado que el desarrollo tumoral es fruto de la acumulacion de multiples

alteraciones genéticas, resulta ldgico suponer que tales diferencias puedan tener
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su origen en desviaciones ocurridas durante alguna etapa de su proceso de
formacién. Mediante la comparacién de los perfiles de inestabilidad gendmica
manifestados por tumores cuya unica diferencia conocida sea la edad de inicio de
la enfermedad, se podrian encontrar discrepancias que finalmente confirmen o
desmientan la teoria que sugiere la implicacion de distintos mecanismos de
carcinogénesis en funcién de dicha edad. Algunos autores ya estan trabajando en
este aspecto y han presentado resultados que parecen avalar la hipétesis,
sugiriendo como primera aproximaciéon una discrepancia del 3,2% entre los

perfiles gendmicos de ambas poblaciones (Berg et al. 2010) (Figura 1.12).

Aunque la existencia de CNV especificamente relacionadas con la edad de
diagnodstico parece estar confirmada, actualmente no existe unanimidad en cuanto
a la localizaciéon de las mismas, hecho posiblemente derivado de la baja incidencia
que presenta el CCR a edades inferiores o iguales a los 45 afios (2-8%) (Stigliano et
al. 2014). Por el momento, los escasos trabajos que han abordado el CCR en
poblacién joven resultan contradictorios, y mientras que unos apuntan hacia
mayores frecuencias de delecién en 14q (Mourra et al. 2007), otros no confirman
este hallazgo pero reportan mayores frecuencias de ganancias en 2q, 10qy 19q, y

de pérdidas en 1p/q, 2q, 4p/q, 10p y 19p (Berg et al. 2010).
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Figura L.12. Perfiles gendmicos obtenidos mediante a-CGH en 40 pacientes con CCR. Los colores sélidos
corresponden al grupo de tumores de inicio temprano, mientras que la linea negra corresponde a los de inicio
tardio. En color rojo se representan las ganancias y en verde las pérdidas. Los trazos discontinuos indican la

posicidn de los centromeros. Imagen modificada de Berg et al. 2010.
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La evidencia acumulada aporta indicios que otorgan credibilidad a la suposicion
de que los diferentes fenotipos observados en personas jévenes y ancianas puedan
tener su origen en mecanismos moleculares también diferentes: por un lado,
ambos tumores discrepan en cuanto a sus caracteristicas clinicopatologicas, y por
el otro, la carcinogénesis asociada a tumores esporadicos de inicio temprano
parece implicar un subtipo de la via CIN, sin participacion de la via CIMP y ausencia
de mutacién en BRAF (Kirzin et al. 2014). De ser esto asi, la comparacion y
busqueda de diferencias entre ambos perfiles genémicos y posterior indagacién de
los genes albergados en las regiones diferenciales, podria proporcionar
informacién acerca de potenciales nuevas vias de carcinogénesis. Por ello, se
requieren estudios mas exhaustivos que permitan ahondar en este campo tan poco
explorado y ofrezcan una mayor comprension del desarrollo de la enfermedad.
Sélo asi se podran identificar nuevas dianas terapéuticas que conviertan la

medicina individualizada en una realidad cada dia mas cercana.
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[1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS






A. JUSTIFICACION

El CCR se origina como resultado de la acumulacién de diferentes eventos
moleculares que conducen a la pérdida del control sobre la proliferacion,
diferenciacién y/o supervivencia celular. La existencia de diferentes rasgos
fenotipicos asociados al CCR en el adulto joven (<45 afios) y en el anciano (=70
afios), ha llevado a barajar la hipotesis de que tras ellos puedan subyacer

diferentes mecanismos moleculares de carcinogénesis.

Pese a que los estudios genéticos realizados en tejido tumoral y en las lesiones
precursoras han conseguido mejorar la caracterizacion del perfil molecular del
CCR, la base molecular de la enfermedad en personas jovenes contintia siendo poco
conocida. Aunque se han sugerido diferencias en los perfiles gen6micos de los
tumores con diferente edad de diagnoéstico, esas diferencias ain no estan bien

establecidas ni se conocen sus implicaciones.

B. OBJETIVOS

Partiendo de estos antecedentes, y teniendo en cuenta la relevancia que los
cambios en la dosis génica ejercen sobre la carcinogénesis, nos hemos propuesto

los siguientes objetivos:

1. Realizar un analisis descriptivo comparativo de las caracteristicas
clinicas, anatomopatolégicas, evolutivas y familiares asociadas al CCR de los

adultos jévenes y ancianos.

2. Evaluar la frecuencia de tumores IMS en cada grupo de edad, asi como la
proporcion de sujetos con alteraciones en los genes relacionadas con el SL

(MLH1, MSHZ y MSH6) en cada uno de ellos.

3. Caracterizar los perfiles de alteracion gendmica presentes en las
neoplasias colorrectales de jévenes y ancianos mediante arrays de CGH,

para:

a. Describir los patrones generales de INC asociados a cada poblacion.
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Definir las regiones cromosomicas recurrentemente alteradas en

cada poblacion.

Definir las regiones cromosdémicas compartidas por las dos

poblaciones.

Definir las regiones cromosdémicas diferencialmente alteradas en

las dos poblaciones.

4. Determinar si el patréon de alteraciones guarda relacion con las

caracteristicas clinicas de los pacientes.
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[1I. MATERIAL Y METODOS






1. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

1.1. Procedencia y criterios de inclusion

Los pacientes incluidos en esta memoria fueron identificados a partir del
registro de tumores del Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid). Se
seleccionaron un total de 185 individuos diagnosticados de adenocarcinoma
colorrectal primario entre enero de 2002 y diciembre de 2009, todos ellos
confirmados mediante analisis histoldgico de la biopsia o de la pieza quirurgica.
Los pacientes fueron seleccionados consecutivamente en orden de aparicién y

divididos en dos grupos de acuerdo a los siguientes criterios de inclusidn:

¢ Grupo de pacientes jovenes: diagndstico de CCR primario a una edad inferior o

igual a 45 afios.

% Grupo de pacientes ancianos: diagndstico de CCR primario a una edad superior

o igual a 70 afos.

Fueron excluidos del estudio los CCR metacronicos, las poliposis familiares y la
enfermedad inflamatoria intestinal en cualquiera de sus dos vertientes

(enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa).

1.2. Recogida de informacion

Para cada uno de los casos seleccionados se recogio informacion referente a

varios aspectos. Los datos recopilados incluyeron:
+ Datos clinicos:

e Edad en el momento del diagndstico.

e Sexo.
¢+ Datos clinico-patolégicos:

e Localizacion tumoral:

- Derecha o proximal (ciego, colon ascendente, angulo hepatico y

primera mitad del colon transverso).

- Izquierda o distal (segunda mitad del colon transverso, angulo

esplénico, colon descendente y sigma).
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- Recto o unién rectosigmoidea.

e Histologia: adenocarcinoma o poélipo malignizado (adenoma tubular,

adenoma tubulovelloso, adenoma velloso).
e Grado de diferenciacién: bajo, moderado, alto.

e Producciéon de moco: tumor mucosecretor o con presencia de células en

“anillo de sello”.
e Estadificacion TNM: los polipos malignizados se consideraron estadio I.
¢ Datos evolutivos:

e Supervivencia total (ST): tiempo transcurrido (en meses) desde la

cirugia hasta el fallecimiento o hasta la dltima revision

e Supervivencia libre de enfermedad (SLE): tiempo transcurrido (en
meses) desde la cirugia hasta la aparicién de una recaida, desarrollo de
metastasis tras una remision completa, o fallecimiento motivado por el
cancer. Se asigné el valor cero a los individuos que no presentaron

remisién completa en ninglin momento.
e Fallecimiento: consecuencia o no del cancer.
e Historia de polipos: tipo (adenomatosos, hiperplasicos o mixtos).
e Historia de otros CCR sincréonicos o metacronicos.

¢ Informacion familiar: siempre que fue posible la anamnesis incluy6 un minimo
de tres generaciones. Todos pacientes, o un familiar de primer grado en caso de
fallecimiento del probando, fueron informados de los objetivos del estudio, del
alcance del mismo y firmaron el consentimiento informado (Anexo 1). Los

individuos fueron clasificados en tres grupos en base a su arbol genealdgico:
e Sospecha de SL: cuando cumplian los criterios clinicos de Amsterdam II.

e Agregacion familiar: cuando existia historia familiar de neoplasias

asociadas al SL, sin llegar a cumplir los criterios de Amsterdam I1.

e Esporadico: cuando el caso indice era el inico miembro de la familia con
diagnostico de CCR y no existian antecedentes familiares de neoplasias

asociadas al SL.
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2. MUESTRAS

2.1. Obtencion

La cirugia constituyo6 el método de obtencion de la muestra en la mayor parte de
los pacientes. Unicamente se carecié de pieza quirtrgica en aquellos individuos
que presentaron displasia severa con carcinoma “in situ”, y en aquellos en los que
el tumor fue considerado irresecable (estadio IV). Las muestras fueron enviadas al
Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario 12 de Octubre
(Madrid), donde se realizd el analisis histolégico, fijacion y posterior inclusién en

parafina del tejido extirpado.

Aquellos casos en los que el estudio de IMS resulté positivo o en los que el
paciente cumplia los criterios clinicos de Amsterdam II para el SL, se obtuvo una
muestra de sangre periférica (15 ml en tubo de EDTA) para el despistaje de
mutaciones en los genes MMR (MLHI1, MSH2 y MSH6). En caso de fallecimiento del
probando, la muestra de sangre recogida correspondi6 al familiar mas cercano que

hubiera desarrollado un CCR (o en su defecto una neoplasia Lynch) a menor edad.

2.2. Tejido incluido en parafina

Con el propésito de evitar una contaminacion con células de origen no tumoral,
las muestras fueron sometidas a un analisis histolégico mediante tincién con
hematoxilina-eosina y posterior inspeccién microscépica. Unicamente se
seleccionaron aquellas muestras en las que el examen histologico demostré un
componente tumoral superior al 70%.

2.2.1. Tincion hematoxilina-eosina

Pasos del procedimiento:

¢ Cortar el tejido parafinado con la ayuda de un microtomo (secciones de

aproximadamente 3 um de grosor).
¢ Incubar el corte 1 hora a 70°C.
¢ Desparafinar con xilol durante 2 minutos, dos veces.

¢ Hidratar 2 minutos con etanol absoluto y otros 2 minutos con etanol al 95%.
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¢ Lavar 2 minutos con agua destilada.

¢ Teiir con hematoxilina de Mayer durante 15 minutos.
¢ Lavar 2 minutos con agua destilada.

« Tefir 2 minutos con eosina.

¢ Eliminar los restos de eosina con etanol al 70%.

¢ Deshidratar mediante pasos sucesivos con etanol al 95% (30 segundos), etanol

absoluto (2 minutos) y xilol (2 minutos, dos veces).

+* Montar el cubre con Eukitt o DPX.

2.2.2. Extraccion de ADN a partir de muestras parafinadas

Pasos del procedimiento:

X/

¢ Recoger 3 cortes de tejido (aproximadamente de 10 um de grosor) en un tubo

de 1,5 mlL
¢ Afiadir 1000 pl de xilol y agitar en vortex. Incubar 5 minutos a 65°C.

¢ Centrifugar a 12.000 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

¢ En caso de persistir restos de parafina, repetir los dos pasos anteriores.

X/

¢ Anadir 1000 pl de etanol absoluto para eliminar los restos de xilol y mezclar

con vortex. Incubar 5 minutos a 65°C.

X/

s Centrifugar a 12.000 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

X/

¢ Repetir el lavado con etanol al 50%. Incubar 5 minutos a 65°C.

X/

s Centrifugar a 12.000 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos.
Eliminar el sobrenadante y dejar secar hasta que se hayan evaporado los restos

de etanol.

¢ Resuspender el precipitado en 400 pl de una disolucién reguladora compuesta
por KCl 50mM, Tris-HCl 10mM, MgCl; 2,5mM, Nonidet P-40 0,45% y Tween-20
4,5%).
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X/
L X4

X/
L X4

Afiadir 40 pl de Proteinasa K (10mg/ml), mezclar con vortex e incubar a 55°C

hasta que el tejido esté completamente digerido.

Volver a agitar con vortex y afiadir 440 pl de mezcla fenol/cloroformo/alcohol

isoamilico en proporciones 25:24:1.

Pasar la mezcla a una columna de purificacion Phase Lock Gel™ Light
(Eppendorf AG, Hamburg, Alemania) y centrifugar a 12.000 rpm durante 5

minutos.

Recuperar la fase acuosa (superior) y afadir 440 pl de mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en proporciones 25:24:1. Pasar la mezcla
a una nueva columna de purificacién Phase Lock Gel™ Light (Eppendorf AG,

Hamburg, Alemania) y centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.

Recuperar la fase acuosa y anadir 440 pl de cloroformo. Pasar la mezcla a una
nueva columna de purificacion Phase Lock Gel™ Light (Eppendorf AG,

Hamburg, Alemania) y centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.

Recuperar la fase acuosa y anadir 1 volumen de acetato sédico 3M por cada 9
volumenes de fase acuosa. Mezclar y afadir 2 volimenes de etanol absoluto

frio. Dejar precipitar el ADN durante toda la noche a -20°C.
Centrifugar a 12.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Retirar el sobrenadante.

Lavar con 1 ml de etanol frio al 75% y centrifugar a 12.000 rpm y 4°C durante

10 minutos.

Retirar el sobrenadante y resuspender el ADN en 30 pl de agua destilada

estéril.

2.3. Sangre periférica

La extraccion de ADN genomico fue efectuada tanto de forma manual, como de

forma automatizada. Ambos protocolos se detallan a continuacion.

2.3.1. Protocolo manual de extraccion de ADN en sangre

Se empled el kit DNA purification system Puregene™ (Gentra Systems,

Minneapolis, MN). Pasos del procedimiento:
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X/
L X4
X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

Afiadir 10 ml de sangre a un tubo Falcon de 50 ml que contenga 30 ml de RBC
Lysis Solution. Homogeneizar e incubar a temperatura ambiente durante 5

minutos.

Centrifugar a 3.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Decantar el sobrenadante

dejando el pellet de leucocitos en un volumen de 200-400 pl de liquido residual.
Agitar en vortex para resuspender las células.

Afadir 10 ml de Cell Lysis Solution + RNase A Solution. Homogeneizar e incubar

a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Centrifugar a 3.000 rpm y 4°C durante 15 minutos.

Afadir 3,5 ml de Protein Precipitation Solution a las células lisadas y agitar en

vortex durante 20 segundos.
Centrifugar a 3.000 rpm y 4°C durante 15 minutos.

Desechar el pellet de proteinas y pasar el sobrenadante (contiene la suspensiéon
de ADN) a un tubo Falcon estéril de 50 ml que contenga 10 ml de isopropanol al

100%.

Invertir el tubo un minimo de 50 veces. Observar la aparicién de la madeja de

ADN.

Tomar la madeja con ayuda de una pipeta Pasteur esterilizada y pasarla por

dos tubos que contengan un pequefio volumen de etanol frio al 70%.
Dejar secar durante 5 minutos para eliminar los restos del etanol.
Resuspender en 30 pl de agua destilada estéril.

Agitar suavemente durante 2 horas a 37°C para conseguir la correcta

disolucion del ADN.

2.3.2. Protocolo automatizado de extraccion de ADN en sangre

Se empleé el sistema MagNA Pure LC (Roche Diagnostics GMbH, Mannheim,

Alemania) en el que a partir de 1 ml de sangre periférica, el sistema afiade:

X/
°

0,115 ml de solucién de Proteinasa K (digestion de proteinas).
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¢ 0,84 ml de tampdén de lisis-unidon (favorece la lisis celular y genera las

condiciones salinas adecuadas para los pasos posteriores).
¢ 0,54 ml de reactivo MGP (retiene el ADN en sus particulas magnéticas).

¢ 2,42 ml de “Tampon de lavado I” (elimina todo lo que no se haya unido a las

particulas magnéticas del reactivo MGP).

¢ 1,28 ml de “Tampdn de lavado II” (retira restos celulares y reduce la

concentracion salina).

¢ 0,84 ml de “Tampédn de lavado III” (elimina restos de etanol).

X/

¢ 200 pl de “Tampdn de disolucion” previamente calentado (para resuspender el

ADN purificado).

2.4. Valoracion de la calidad y cantidad del ADN obtenido

Concluida la extraccion de ADN, se procedié a evaluar su calidad y cantidad

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Pasos del procedimiento:
¢ Preparacion del gel de agarosa al 1%:

e Colocar 1,5 g de agarosa (Agarosa Media, Pronadisa, Laboratorios Conda,
Madrid) en un matraz de 250 ml y afiadir 150 ml de tampén TBE 1x
(Tris, acido borico, EDTA). Llevar a ebullicion en un microondas hasta

que se disuelva la agarosa.
e Afadir 3 pl de una disolucién de bromuro de etidio (10mg/ml).

e Verter la mezcla TBE 1x/agarosa/bromuro de etidio sobre una bandeja
sellada por los extremos con cinta adhesiva y colocar un peine cerca del

borde. Dejar solidificar durante 30 minutos.

e Retirar la cinta adhesiva y el peine. Colocar el gel en una cubeta de
electroforesis horizontal (Laboratorios Bio-Rad, High Wycomb, Gran

Bretafia) y cubrirlo completamente con tampo6n TBE 1x.
¢ Migracion electroforética:

e Cargar en cada pocillo del gel una mezcla de 2 pl del ADN extraido y 3 pl

de tampédn de carga (glicerol, azul de bromofenol y xilencianol).
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Conectar la cubeta de electroforesis a una fuente de alimentacion y dejar

migrar la muestra durante 20 minutos.

Visualizar el gel en un transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc 2000,
Bio-Rad, High Wycomb, Gran Bretafia). Comprobar la intensidad de las

bandas obtenidas.

¢ Cuantificacion del ADN y evaluacién de su grado de pureza:

Preparar una dilucién 1:200 del ADN extraido (2 pl de ADN en 400 pl de

agua destilada).

Colocar la dilucion en una cubeta de cuarzo y recoger las medidas de
absorbancia a 260, 280 y 230 nm en un espectrofotometro de luz
ultravioleta Beckman DU530 Life Science (Beckman Coulter Inc,
California). Los acidos nucleicos presentan un maximo de absorcién a
260 nm, por lo que a esa longitud de onda la concentraciéon puede ser

calculada mediante la férmula:

C= Abey ., =100 » Factor de dilucidn
ex b

Siendo:
C: Concentracion (mol/L).
Abs260: Absorbancia a 260 nm.

Factor de dilucion: Volumen de la dilucién dividido entre la

cantidad alicuotada (en este trabajo toma un valor de 200).

€: Coeficiente de extincion molar. Se encuentra tabulado para

unas condiciones determinadas.

b: Trayecto Optico. Habitualmente estandarizado a 1 cm.

Los ratios de absorbancia 280/260 nm y 260/230 nm se utilizan para
evaluar la pureza del ADN. Se acepta que un ADN es puro cuando ambos
ratios oscilan entre 1,8 y 2,0. Valores inferiores a 1,8 en el ratio 280/260
indican contaminacion por proteinas, y valores inferiores a 1,8 en el ratio

260/230 indican contaminacion por restos de sales.
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3. ANALISIS MEDIANTE ARRAYS DE CGH

El estudio de a-CGH fue realizado en colaboracién con el Dr. Juan Luis Garcia del
Departamento de Genética molecular en Oncohematologia del Instituto de

Investigacion Biomédica de Salamanca.

3.1. Marcaje fluorescente

Como espécimen de referencia se emplearon los controles Human Genomic DNA
Male G1471/Female G1521 de Promega (Promega Corporation, Madison, USA). Las
muestras de ADN control y problema fueron diferencialmente marcadas con el kit
NimbleGen Dual-Color DNA Labeling (Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania). El
ADN tumoral fue etiquetado con Cy3 (fluoréforo verde), mientras que el ADN de
referencia fue etiquetado con Cy5 (fluor6foro rojo). La elongacién de la cadena se
produjo tras la incubacién (2 horas a 37°C) con el fragmento Klenow de la DNA
Polimerasa I y una mezcla de dNTPs (concentraciéon 5mM de cada uno de ellos).
Transcurrido este tiempo, la reacciéon fue parada con EDTA 0,5M para
posteriormente precipitar, lavar con etanol y cuantificar (Figura I11.1).

N~ N~
1. Desnaturalizacién de la doble hebra de ADN. VA N~

2. Alineamiento aleatorio con cebadores marcados *

fluorescentemente: fluordforo Cy3 (verde) para ( ] (2/\
la muestra problema y fluoréforo Cy5 (rojo) para L L
— e —_—

la muestra de referencia.
' G
A A

3 C .. C A * A »G
. Incubacién con el fragmento Klenow de la DNA % Q/_‘

™ 20 minutos '

polimerasa 1 y una mezcla de nucleétidos (dNTPs).

4‘. Extension de los cebadores, desplazamiento de /—T\‘[c" Q/\r‘tc A
_N tr A G
N‘ T— e —

2 horas

cadenas y elongacién del ADN.

5. Eliminacién de los dNTPs libres y del resto de
componentes sobrantes.

v PV
VAYK AKX
6. Mezcla de 1?5 dlcis muejshjas rllnjarcadas. | i_\/(\ /ﬁﬁ j

7. Desnaturalizacién e hibridacién sobre la matriz.

30 minutos

G
'[ Fragmento Klenow = Cebador marcado con Cy3 (Lm Cebador marcado con Cy5 C 17 dNTPs

Figura III.1. Esquema de los pasos que componen el marcado fluorescente necesario para la hibridacién de las
muestras sobre el microarray. Imagen modificada del manual “NimbleGen Dual-Color DNA Labeling Kits 48 and

192 Reactions” (Roche Diagnostics).
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3.2. Hibridacion sobre el microarray

Una vez cuantificadas las cantidades de ADN marcado, se procedié a su
hibridacién sobre la matriz del microarray de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.

Brevemente, se aplicaron cantidades equimolares de las muestras control y
problema (1 pg de cada una) sobre un microarray de oligonucleé6tidos provisto por
NimbleGen (Roche NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia). El formato de microarray
empleado (12x135K) permitié la determinaciéon simultdnea de 12 pares de
muestras independientes sobre el mismo soporte (Figura IIl.2), cada uno de los
cuales fue evaluado mediante 135.000 sondas isotérmicas empiricamente testadas.
Dichas sondas abarcaron el genoma humano completo con una separacién media

de 12.524 pares de bases, y una longitud aproximada de 45-75 bases.
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]

Salida de aire

Figura IIL.2. Esquema de la placa del microarray CGH empleado para el analisis de las muestras (formato
12x135, Roche NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia). Imagen modificada del manual “NimbleGen Arrays User’s

Guide” (Roche Diagnostics).

La hibridacién (48 horas a 42°C) fue llevada a cabo en una cdmara de
hibridacién de Roche NimbleGen. Finalizada esta etapa, las placas fueron
sometidas a varias etapas de lavado y secado para garantizar la calidad de los

datos generados.
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3.3. Escaneado y procesamiento de los datos

Las placas fueron examinadas con un escaner de microarrays MS 200 (Roche
NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia), que midio las intensidades de Cy3 y Cy5 a 532
y 635 nm, respectivamente. Las imagenes fueron procesadas mediante el MS 200
Data Collection Software (Roche NimbleGen Inc.) e importadas (en formato .tif) al

software DEVA v1.2.1 (Roche NimbleGen Inc.) para su analisis.

Todas las intensidades de fluorescencia fueron corregidas restando el valor de
la sefial de fondo. Posteriormente se calcul6 el ratio Cy5/Cy3 de cada segmento y
se transformé en el logaritmo en base 2 (log: ratio), que fue normalizado con
respecto a los ratios de todos los autosomas (los cromosomas sexuales fueron
excluidos del estudio). En condiciones normales, las dos muestras de ADN
compiten de igual manera para hibridar sobre las sondas del array, observandose
el color correspondiente a la suma de ambos fluorocromos (amarillo). Por el
contrario, en situaciones de ganancia o pérdida de material genético la
competencia resulta desigual, observandose el color correspondiente al

fluorocromo hibridado en mayor proporcion. En esta memoria:

¢ Cuando log, ratio>0 - Cy5>Cy3. El color observado fue rojo, indicando una

menor dosis génica en el ADN tumoral que en la muestra de referencia.

¢ Cuando log; ratio<0 - Cy5<Cy3. El color observado fue verde, indicando una

mayor dosis génica en el ADN tumoral que en la muestra de referencia.

¢ Cuando logz ratio=0 = Cy5=Cy3. El color observado fue amarillo (suma de rojo
y verde), indicando la misma dosis génica en el ADN tumoral que en la muestra

de referencia.

En todos los casos se aplicd el método CBS (Circular Binary Segmentation), un
procedimiento que permite ubicar las CNV mediante una serie de hipdtesis
estadisticas (Olshen et al. 2004). Este método se encuentra disponible en el
software waviCGH, un servidor web para el andlisis y visualizacién de datos
procedentes de arrays-CGH (Carro et al. 2010). Todas las regiones cromosémicas
que exhibieron cambios en el nimero de copias fueron examinadas utilizando el
navegador UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) para determinar la

ubicacion y la importancia del cambio hallado.
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4. EVALUACION DE LA INESTABILIDAD CROMOSOMICA

4.1. Calculo del indice de inestabilidad genomica

La INC tumoral fue estimada a partir de la proporciéon de genoma aberrante,
considerandose estables todos aquellos tumores con porcentajes de alteracidon

inferiores al 20%.

Los datos obtenidos mediante el analisis a-CGH fueron utilizados para calcular
un indice representativo del grado de inestabilidad tumoral. Este indice, conocido
como indice de inestabilidad genémica (GII, Genomic Instability Index), fue
computado de dos maneras de acuerdo al método descrito por Bonnet y

colaboradores (Bonnet et al. 2012):

¢ Por un lado, fue computado como la fraccién de genoma alterado en base al

valor normalizado del niimero total de segmentos evaluados.

% Por el otro, a partir del nimero de copias de los segmentos alterados con

respecto a la totalidad de los segmentos ensayados.

Posteriormente, todos los segmentos analizados fueron comparados con el valor
normalizado de segmentos alterados, para tratar de definir su estado GNL (gain,

normal, loss).

Matematicamente, el GII total puede ser calculado como la suma de los segmentos
que no se encuentran en un estado GNL “normal” dentro de cada cromosoma, de
acuerdo a la siguiente férmula:

1

total = L 5n ; =1 - —
GII o l:;1_(;"‘-'1 #0)=1 n T4 (Xi=0)

Donde “n” es el numero total de brazos cromosémicos estudiados y “X1”,...,"Xn”

los datos obtenidos para cada segmento.

La escala ordinal de los datos permite descomponer el GII total en distintas
fracciones, posibilitando el calculo de la porcién de genoma alterado por cada tipo
de aberracion (ganancia o pérdida) inicamente cambiando la etiqueta xi#0 por las

etiquetas xj=+1 y xi=-1, respectivamente:

Pagina | 50



GII ganancias = iE?zi (Xi=+1) GII pérdidas = iz?=i (Xi=—-1)

“w_.n

Siendo “n” el nimero total de brazos cromosdémicos estudiados y “X1”,...,”Xs” los

datos obtenidos para cada segmento.

4.2. Numero y frecuencia de las CNV

Para tratar de establecer una comparativa entre los perfiles de inestabilidad
genémica manifestados por cada poblacién y definir asi las alteraciones
potencialmente especificas de cada una de ellas, primeramente se generaron

curvas de frecuencia que plasmaron graficamente los patrones globales de INC.

Establecida una idea general de dichos perfiles desde el punto de vista
cualitativo, se procedié a la comparacion desde el punto de vista cuantitativo.
Inicialmente se calculé la cifra promedio de alteraciones por tumor, para
posteriormente enumerar aquellas mas frecuentes dentro de cada grupo. Tanto las
alteraciones recurrentes como su frecuencia fueron comparadas en busca de
rasgos comunes y/o diferenciadores, entendiendo que diferencias
estadisticamente significativas tal vez pudiesen significar la existencia de loci
especificamente relacionados con la edad, que sirviesen como punto de partida en
la busqueda de nuevas vias de carcinogénesis. En una etapa final, se procedié a la
identificacion de los genes albergados en las regiones significativamente
diferenciales, y a la busqueda de informacidén sobre su posible relacion con el

cancer.

4.2.1. Alteraciones comunes y/o potencialmente grupo-especificas

Se conocen como regiones recurrentemente alteradas (MCR, Minimal Common
Regions), aquellas zonas del genoma con mayor probabilidad de acumular cambios
en la dosis génica. Habitualmente se definen por comparacién con un umbral de
referencia establecido a partir de los datos del andlisis, de modo que en este
trabajo dicho umbral qued¢ fijado en un 30%. Teniendo en cuenta esto, para la
realizacion de esta memoria fueron catalogadas como MCR todas las alteraciones

con frecuencias de aparicion superiores o iguales al 30%.
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Las alteraciones encontradas en cada grupo fueron sometidas a un analisis
estadistico posterior. Se emple6 el Test exacto de Fisher (TEF) para evaluar la
asociacion entre el perfil de inestabilidad genomica y la edad de inicio de la
enfermedad, considerandose estadisticamente significativos los p-valores
inferiores a 0,05. Por otro lado, se emple6 la prueba de Chi-cuadrado (x2) para la
comparacion de las alteraciones recurrentes comunes a ambos grupos, con el
objeto de revelar diferencias significativas sugestivas de especificidad de grupo. Al
igual que en el caso anterior, se consideraron estadisticamente significativos los p-

valores inferiores a 0,05.

Para aumentar la capacidad de encontrar resultados verdaderamente
significativos y minimizar el riesgo de informar falsos positivos, todos los p-valores
fueron corregidos utilizando una tasa de falso descubrimiento (FDR, false discovery
rate) (Benjamini y Hochberg, 1995). El cdlculo de esta tasa fue realizado en el
software estadistico “R” (http://www.r-project.org) (R Core Team, 2012),
considerandose significativos los valores inferiores a 0,09. Unicamente se
definieron como regiones potencialmente grupo-especificas, aquellas con FDR

inferior a 0,09 y grado de significacion inferior a 0,05 en TEF y x2.

4.2.2. Analisis no supervisado

Los datos también fueron examinados mediante métodos de agrupacion
jerarquica no supervisados, habitualmente conocidos como métodos de clustering.
Estos métodos emplean algoritmos de clasificacion que agrupan las muestras en
funcién de su grado de similitud, por lo que sus resultados podrian ayudar a
confirmar la existencia de asociacion entre los patrones de inestabilidad genémica

y la edad.

El agrupamiento no supervisado fue realizado en base al estado GNL de cada
tumor, utilizdndose para ello algoritmos SOTA (Self Organizing Tree Algorithm). La
herramienta empleada para la visualizacion, clasificacion y analisis de los datos fue
MultiExperiment Viewer (MeV) version 4.8.1, desarrollada por el TIGR (The

Institute for Genomic Research).
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I1I. MATERIAL Y METODOS

5. ESTUDIO DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

El estudio fue realizado en colaboracion con el Dr. Daniel Rueda del Laboratorio

de Biologia Molecular del Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid).

5.1. Panel Bethesda

Fueron evaluados los 5 microsatélites (BAT-25, BAT-26, D5S346, D175250 y
D2S123) incluidos en el panel de Bethesda recomendado por el National Cancer

Institute (Boland et al. 1998) (Tabla III.1). Se consideraron tumores IMS+ aquellos

con dos o mas marcadores del panel alterados y tumores IMS-/EMS el resto.

Marcador Localizacion cromosomica Tamaiio del
Fluorescencia
microsatélite (gen proximo al marcador) fragmento (Bp)
BAT-25 4q12 (c-kit) 110-130 6-FAM
BAT-26 2p16.3-p21 (MSH2) 100-120 TET
D5S346 5q21-q22 (APC) 100-130 HEX
D17S250 17q11.2-q12 (BRCA1) 140-170 TET
D2S123 2pl6 (MSH2) 200-230 6-FAM

Tabla III.1. Caracteristicas de los marcadores microsatélite y fluorocromos empleados para el analisis de IMS

(HNPCC Microsatellite Instability Test, Roche Molecular Biochemicals). Bp: pares de bases.

Se emple6 el kit HNPCC Microsatellite Instability Test (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones recomendadas por
el fabricante (Tabla II.2), un termociclador GeneAmp® 9700 (PE Applied

Biosystems) y el programa de temperaturas detallado en la Figura II1.3.

Volumen (pl)
ADN purificado (200 ng) x[1]
Multi Primer Mix 5
Enzyme Master Mix 5
Agua destilada yl2]
Volumen final de reacciéon 25

Tabla III.2. Mezcla de PCR utilizada para el estudio de IMS. [1lVolumen necesario para conseguir 200 ng de

ADN. [2ICantidad de agua necesaria para completar el volumen final de reaccion (depende del valor de X).
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Figura IIL.3. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la PCR multiplex para el

andlisis de inestabilidad en las secuencias microsatélite.

A continuacion, se tomé 1 ul del producto de PCR purificado y se le afiadieron
12 pl de formamida desionizada y 0,1 pl de estandar interno TAMRA-500. Los
fragmentos fueron sometidos a electroforesis de alta resolucién en un
secuenciador ABI PRISM® 3700 (PE Applied Biosystems), y analizados con el
software GeneScan 3.5 (PE Applied Biosystems) (Figura II1.4).

(A] Pares de bases
98 105 112 119 126 133 140 147 154 161 168 175 182 189 196 203 210 217 224

4000 3 BAT26

3200 4 BAT25
D55346 D25123

2400 4 D175250
1600

800 4 t

(B] Pares de bases
98 105 112 119 126 133 140 147 154 161 168 175 182 189 196 203 210 217 224

7 D55346
2000 4
3200 3 D175250 D25123
2400 3
1600 3

800

Figura IIL.4. Resultado de la amplificacién de un ADN normal (A) y de una muestra tumoral clasificada como

inestable para todos los marcadores microsatélites analizados (B).

Pagina | 54



5.2. Analisis inmunohistoquimico de las proteinas MMR

El estudio IHQ fue llevado a cabo en el Servicio de Anatomia Patologica del

Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid). Todas las tinciones fueron

realizadas en el inmunoteiiidor automatico TechMate 500 (DakoCytomation,

Glostrup, Dinamarca).

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Pasos del procedimiento:

Corte del tejido parafinado fijado en formol (secciones de aproximadamente 4

pm de grosor).
Desparafinado en estufa a 36°C durante 12 horas.

Hidrataciéon durante 10 minutos en xileno (2 veces), 5 minutos en etanol
absoluto, 5 minutos en etanol al 95%, 5 minutos en etanol al 70% y 2 minutos

en agua destilada.

Desenmascaramiento antigénico en olla a presion con buffer de NazC3HsO

(CO0)3 10mM a pH 5,6 o Tris-EDTA pH=9 (Tabla II1.3) durante 3 minutos.

Inactivacion de la peroxidasa endégena con H202 al 3% (solucién bloqueante
S2023, DAKO, Glostrup, Dinamarca), durante 5 minutos a temperatura

ambiente.
Incubacidn con el anticuerpo primario (Tabla IIL.3).

Inmunodeteccion con polimeros de alta sensibilidad unidos a moléculas

inmunoglobulinas anti-ratén (anticuerpo secundario) biotiniladas.

Adicion de estreptavidina marcada con peroxidasa e incubacién con

diaminobenzidina como sustrato.
Contratincion con hematoxilina de Harry.

Lavado y deshidratado en etanol al 95% (30 segundos), etanol absoluto (30

segundos), xileno (10 minutos) y nuevamente xileno (1 hora).

El anadlisis fue informado como positivo o negativo en funcion de la presencia o

ausencia de expresion de cada una de las proteinas estudiadas.
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I11. MATERIAL Y METODOS

Proteina Clon Proveedor Dilucién Desenmascaramiento
MLH1 G168-15 BD PharMingen 1:50 Tris-EDTA, pH=9
MSH2 FE11 Oncogene 1:50 Tris-EDTA, pH=9
MSH6 44 BD Transduction Lab 1:50 Na3C3H50(C00)3, pH=5,6

Tabla II1.3. Anticuerpos, clones, proveedores y diluciones utilizadas para el estudio IHQ de las muestras.

5.3. Estudio molecular de los genes MMR (MLH1, MSH2 y MSH6)

El estudio fue realizado en colaboracion con el Dr. Daniel Rueda del Laboratorio

de Biologia Molecular del Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid).

5.3.1. Genes MLH1 y MSHZ2

5.3.1.1. Andlisis de mutaciones

La mezcla de PCR (Tabla Il1.4) fue amplificada en un termociclador GeneAmp ®

9700 (PE Applied Biosystems) de acuerdo al programa de temperaturas detallado

en la Figura IIL5.

Volumen (pl)

ADN purificado (50 ng) x[1]
Primer Sentido (10 uM) 2,5
Primer Antisentido (10 uM) 2,5
Tampoé6n PCR 10x (BioTaq) 2,5
dNTPs (1.25 mM) 2

ADN Taq Polimerasa (BioTaq) 2

Agua destilada yl2]
Volumen final de reaccién 25

Tabla IIl.4. Mezcla de PCR utilizada para la amplificacién de MLH1 y MSHZ2. [1lVolumen necesario para

conseguir 50 ng de ADN. [2ICantidad de agua necesaria para completar el volumen final de reaccién (depende

del valor de X).
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Figura IIL5. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas para la PCR del estudio

molecular de los genes MLH1 y MSH2.

Concluida la PCR, los fragmentos fueron purificados y sometidos a electroforesis
vertical con gradiente de desnaturalizacion sobre geles de poliacrilamida
(Guldberg y Guttler 1993, Makec et al. 1997). Se fij6 una temperatura de 65°C, un
tiempo de 18 horas y una intensidad de corriente de 17 mA. La electroforesis se
llev6 a cabo en un sistema DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad,
California, USA) y tras la tincién con bromuro de etidio, el gel fue visualizado en un
transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc 2000, Bio-Rad, California, USA). Tanto
los cebadores, como las condiciones de desnaturalizacién empleadas en este
trabajo, fueron modificados con respecto a los descritos por otros autores (Wijnen

et al. 1995, Wijnen et al. 1996) y se encuentran recogidos en los Anexos 2A y 2B.

Los fragmentos con patrén de migracion andmalo fueron secuenciados
empleando como cebador la secuencia complementaria de M13 (Anexos 2A y 2B).
Las variantes genéticas halladas fueron descritas siguiendo la nomenclatura
recomendada por la Sociedad de Variaciones del Genoma Humano (HGVS, Human

Genome Variation Society) (http://www.hgvs.org).

5.3.1.2. Analisis de grandes deleciones gendmicas

Los cambios en el numero de copias de un gen no suelen ser detectables por
secuenciacion, puesto que la presencia del alelo sano enmascara la ausencia en la
otra copia. Por este motivo, el andlisis de grandes deleciones gendémicas fue

realizado mediante MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification), un
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meétodo de PCR multiplex que consigue solventar esta limitacion y permite detectar

anomalias en el numero de copias de las secuencias de ADN genémico.

Se utiliz6 el reactivo comercial Salsa MLPA Kit P003-B1 MLH1/MSH2 (MRC-
Holland, Amsterdam, Holanda), un reactivo compuesto por una mezcla de 43
sondas diferentes (una para cada exdn de MLH1, una para cada ex6n de MSHZ y 8

sondas control) (Anexo 2C). Pasos del procedimiento:
¢ Desnaturalizacion del ADN e hibridacién de las sondas:

e Diluir la muestra de ADN hasta disponer de una concentraciéon de 100 ng

en 5 ul.

e Desnaturalizar en un termociclador a 98°C durante 5 minutos y dejar

atemperar.
e Aiadir 1,5 pl de la mezcla de sondas SALSA y 1,5 ul del tampén MLPA.
e Incubara95°C durante 1 minuto y a 60°C durante 16 horas.
% Reaccion de ligacion:

e Preparar en hielo la mezcla de ligacion (Tabla III.5) y afiadir 32 pl a cada

muestra desnaturalizada e hibridada con las sondas.

e Incubar a 54°C durante 15 minutos y a 98°C durante 5 minutos.

Volumen (pl)
Tampon A de la Ligasa-65 3
Tampoén B de la Ligasa-65 3
Ligasa-65 1
Agua destilada 25

Tabla IIL.5. Mezcla de ligacion utilizada en la PCR multiplex para el analisis de grandes deleciones genémicas

de los genes MLH1 y MSHZ.

++ Reacciéon de PCR:

e C(alentar a 60°C una mezcla de 4 ul de Tampon SALSA de PCR 10x, 26 pl
de agua destilada y 10 pl de mezcla de ligacion.
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e Una vez alcanzada la temperatura, afiadir 10 ul de mezcla de PCR (Tabla
[11.6). Amplificar de acuerdo al programa de temperaturas especificado

en la Figura IIL.6.

e Chequear el producto de PCR en un gel de agarosa al 2% tefiido con

bromuro de etidio y visualizar en un transiluminador de luz ultravioleta.

Volumen (pl)

Primer Sentido (SALSA)[! 2
Primer Antisentido (SALSA)[?] 2
Tampon de diluciéon de enzima 2
ADN Taq Polimerasa (SALSA) 0,5
Agua destilada 55

Tabla III.6. Mezcla de PCR utilizada para el andlisis de grandes deleciones en los genes MLH1 y MSHZ2
mediante MLPA. [lSecuencia sentido 5-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’ (marcado fluorescentemente).
[21Secuencia antisentido 5’-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3'.

1 . | 1
! Amplificaciin ! !
I l l
1 1 1
95°C | ggeg | |
Emin | 30zeg | |
| I |
: 7200 1 720
1 1 . 1
: e 60 zeg :2III tnin !
! 30 zeg X |
| 1 1
1 1 1
1 1 1
! ! ! 4%
| 1 1
1 1 1 o
1 1 1
1 1 1
| . 1 1
! 33 ciclos ! !

»

F

Figura II1.6. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la reaccién de PCR multiplex

para el estudio molecular de los genes MLH1 y MSHZ.
¢ Visualizacidn:

e Afadir 12 pl de formamida desionizada y 0,1 pl de estandar interno
TAMRA-500 a 1 pl del producto de PCR purificado. Analizar la mezcla en
un secuenciador ABI PRISM® 3700 (PE Applied Biosystems) con ayuda
del software GeneScan 3.5 (PE Applied Biosystems).

Pagina | 59



5.3.1.3. Estudio de hipermetilacion del promotor del gen MLH1

Como controles positivos se utilizaron las lineas celulares RKO y SW48,
caracterizadas por mostrar IMS con ausencia de mutacién en los genes MMR y
presencia de hipermetilaciéon del promotor del gen MLH1 de ambos alelos. Como

control negativo se empled sangre periférica de un individuo sano.

El andlisis fue realizado mediante modificacién con bisulfito sédico, una técnica
basada en la capacidad de este reactivo para convertir los residuos de citosina no
metilados en uracilos (Frommer et al. 1992). Posteriormente, el ADN modificado
puede ser amplificado y secuenciado, proporcionando informacién detallada sobre
el estado de metilacion de las islas CpG. Para la ejecucion de la técnica se utilizaron
protocolos descritos por otros autores (Herman et al. 1998, Suter et al. 2004) a los

que fueron incorporadas ciertas variaciones. Pasos del procedimiento:
¢ Modificacién con bisulfito:

e Incubar una mezcla de 10 pul de ADN (100ng/ul), 40 pl de agua destilada
y 5,7 ul de NaOH 3M, a 37°C durante 15 minutos.

e Aiadir 33 ul de hidroquinona 16,4mM y 530 pl de bisulfito s6dico 3,03M

pH=5, ambos preparados en fresco.

e Agregar una gota de aceite de mineral e incubar en oscuridad a 50°C

durante 16 horas.

e Separar el aceite de la muestra y proceder a la purificaciéon de las
muestras mediante el kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega

Corporation, Madison, USA).

- Afadir 1 ml de resina DNA Clean-Up a la muestra, resuspender y

pasar a la jeringa.

- Filtrar mediante vacio y lavar la columna con 1 ml de isopropanol al
80% (2 veces). Descartar la jeringa y transferir la columna a un tubo

de 1,5 ml.

- Centrifugar a 14.000 rpm y temperatura ambiente durante 1 minuto.
Transferir la columna a otro tubo y anadir 40 ul de agua destilada a

50°C para extraer el ADN.

Pagina | 60



- Anadir 4,4 pl de NaOH 3M a los 40 ul de ADN extraido. Incubar

durante 15 minutos a 37°C.

- Afadir 1 pl de glucoégeno (10 mg/ml), 17 pl de acetato amdnico 10 M
y 500 pl de etanol absoluto frio para precipitar el ADN. Centrifugar a

14.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Descartar el sobrenadante.

- Lavar con 800 pl de etanol frio al 75%. Centrifugar a 14.000 rpm y
4°C durante 15 minutos. Descartar el sobrenadante. Dejar secar y
resuspender el sedimento de ADN en 20 pl de agua destilada.

X/

¢ PCR especificas de presencia/ausencia de hipermetilacion:

e Se utilizaron los primers descritos en la bibliografia (Herman et al.
1998), adquiridos a través de Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich,
Cambridgeshire, Gran Bretafia). La mezcla de PCR (Tabla IIL.7) fue
amplificada en un termociclador GeneAmp® 9700 (PE Applied

Biosystems) de acuerdo al programa de temperaturas de la Figura I1L.7.

Volumen (pl)

ADN modificado x[3]
Primer Sentido (20 pM)(! 0,5
Primer Antisentido (20 pM)[2! 0,5
Tampon PCR 10x (+MgCl;) 2,5
dNTPs (1.25 mM) 4

ADN Polimerasa (Herculase®, 0.2
Stratagene, California, USA) ’

Agua destilada yl4l
Volumen final de reaccién 25

Tabla III.7. Mezcla de PCR utilizada en el estudio de hipermetilaciéon del promotor del gen MLH1. [1ISecuencia
sentido del cebador especifico de metilacion 5’-ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC-3’. Secuencia sentido del
cebador especifico de ausencia de metilacion 5 -TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT-3". [21Secuencia
antisentido del cebador especifico de metilaciéon 5’-CCTCATCGTAACTACCCGCG-3’. Secuencia antisentido del
cebador especifico de ausencia de metilacion 5’-ACCACCTCATCATAACTACCCACA-3’. BlVolumen necesario
para conseguir 100 ng de ADN. [“ICantidad de agua necesaria para completar el volumen final de reaccién

(depende del valor de X).
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Figura IIL.7. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la reacciéon de PCR utilizada

para el estudio de hipermetilacién del promotor del gen MLH1.

% PCRindependiente del estado de hipermetilacion:

e Se utilizaron los primers descritos en la bibliografia (Herman et al.
1998), adquiridos a través de Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich,
Cambridgeshire, Gran Bretafia). La mezcla de PCR (Tabla IIL.8) fue

amplificada bajo las condiciones descritas en la Figura IIL.7.

Volumen (pl)
ADN modificado x[3]
Primer Sentido (100 pM)[1! 1
Primer Antisentido (100 puM)[2! 1
Tampon PCR 10x (+MgCl;) 2,5
dNTPs (1.25 mM) 4
DMSO 1,25
ADN Polimerasa (Herculase®, 0.2
Stratagene, California, USA)
Agua destilada yl4
Volumen final de reaccién 25

Tabla IIL.8. Mezcla para la PCR independiente del estado de hipermetilaciéon del promotor del gen MLHI.
[11Secuencia sentido 5’-GAGTAGTTTTTTTTTTAGGAGTGAAG-3". [21Secuencia antisentido 5’-
AAAAACTATAAAACCCTATACCTAATCTA-3'. BlVolumen necesario para conseguir 100 ng de ADN. [“ICantidad

de agua necesaria para completar el volumen final de reaccién (depende del valor de X).
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¢ Digestion con la enzima de restriccion BstUI: La modificacion del ADN con
bisulfito fue combinada con la digestion mediante enzimas de restriccion
(método COBRA, Combined Bisulfite Restriction Analysis). El producto de PCR (5
ul) fue digerido con la enzima BstUI, capaz de reconocer especificamente la
secuencia 5’-CGCG-3". Puesto que la secuencia de ADN se ve afectada por la
modificacion con bisulfito, los lugares de restriccion quedaran determinados

por el estado de metilacion (Figura II1.8).

Promotor metilado Promotor no metilado
mm
CGCG CGCG
VL Vlodificacion con bisulfito
mm
CGCG e

‘l"

CGCG TGTG

é Digestion con BstUI

CG * CG TGTG

Figura IIL.8. Secuencia de pasos que conforman el método COBRA. Cuando las islas CpG se encuentran no
metiladas, la modificacién con bisulfito transforma las citosinas en uracilos y el producto de PCR no es

reconocido por la enzima BstUI.

e Lamezcla de digestién (Tabla I11.9) fue incubada a 60°C durante 4 horas.
Transcurrido este tiempo, los fragmentos digeridos fueron visualizadas

en un gel de agarosa al 3%.

Volumen (pl)

Producto de PCR x[1]
Disoluciéon Tampon(3 1,5
BstUI (10 U/pl) 0,3
Agua destilada yl2]
Volumen final de reaccién 15

Tabla II1.9. Mezcla para la digestién con la enzima BstUI [1lVolumen de dilucién de ADN necesario para
conseguir una adecuada visualizacién de los productos digeridos. [21Cantidad de agua necesaria para completar
el volumen final de reaccion (depende del valor de X). BIDisolucion tampdn compuesta por Tris-HCl 10mM,

NaCl 50mM, MgClz 10mM y ditiotreitol 1ImM.
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++ Secuenciacion:

e El volumen restante de producto de PCR no digerido fue purificado para
su posterior secuenciacion. Los fragmentos fueron purificados con el kit
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GMbH,
Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, los fragmentos fueron sometidos a electroforesis de alta
resoluciéon en un secuenciador ABI PRISM® 3700 (PE Applied
Biosystems), y analizados con el software GeneScan 3.5 (PE Applied

Biosystems) (Figura I11.9).

TTGHGHG TTHGTHEGTTHGTTATATATHNGTTHG

“/\ | \. T “ |

Figura IIL.9. Ejemplo de la secuencia obtenida en un paciente con hipermetilacién del promotor de MLH1 en

uno de sus alelos. Cuando solamente uno de los alelos estd metilado (heterocigosis) se observan dos picos

superpuestos (Cy T).

5.3.2. Gen MSH6

5.3.2.1. Amplificacion de exones y regiones intronicas adyacentes

Los cebadores fueron disefiados (Anexo 2D) y posteriormente comprados a
Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich, Cambridgeshire, Gran Bretafia). La composicion
de la mezcla de PCR fue comun para todos los fragmentos (Tabla II.10), sin
embargo, las condiciones de reaccion fueron diferentes en funcién del fragmento a
amplificar (Anexo 2D). Se definieron tres programas de temperatura (“PCR tiempo
corto”, “PCR tiempo intermedio” y “PCR tiempo largo”) (Figura II1.10), que
contuvieron las condiciones de reaccion mas favorables para la amplificacion de
cada uno de los fragmentos (Anexo 2D). La reaccion fue llevada a cabo en un

termociclador GeneAmp ® 9700 (PE Applied Biosystems).

El estado mutacional del gen MSH6 fue evaluado mediante cromatografia liquida
de alta resolucion en condiciones parcialmente desnaturalizantes (dHPLC,
denaturing high-performance liquid chromatography). Se utiliz6 el sistema WAVE®
(Transgenomic, Gran Bretafia), basado en cromatografia de intercambio i6nico en

fase reversa, con posterior deteccién ultravioleta. La fase estacionaria estuvo
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compuesta por una matriz no porosa de bolas de polimeros de poliestireno-
divinilbenceno recubiertas de cadenas de 18 carbonos (columna C-18), mientras
que la fase movil consistié en una combinacion de TEAA 0,1 M y acetonitrilo al
25%. Los resultados fueron analizados con el software Navigator™

(Transgenomic, Gran Bretafia) (Figura III.11).

Volumen (ul)

ADN purificado (100 ng) x[1
Primer Sentido (10 uM) 1
Primer Antisentido (10 pM) 1
Tampé6n PCR 10x (Roche) 2,5
MgCl; 1,5
dNTPs (1.25 mM) 4
ADN Taq Polimerasa (Roche) 1
Agua destilada yl2l
Volumen final de reaccion 25

Tabla II1.10. Mezcla de PCR utilizada para la amplificacién de exones y regiones intrénicas adyacentes al gen
MSH6. [1lVolumen necesario para conseguir 100 ng de ADN. [2ICantidad de agua necesaria para completar el

volumen final de reaccién (depende del valor de X).

Unicamente fueron secuenciados aquellos fragmentos con cromatogramas
anémalos sugestivos de heteroduplex “alelo normal-alelo mutado” u homoduplex
“alelo mutado-alelo mutado”. Previamente a su secuenciacién, los fragmentos
fueron purificados con el kit High Pure PCR Product Purification Kit (Roche
Diagnostics GMbH, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacién, se tomd 1 ul del producto de PCR purificado y se le
afiadieron 12 pl de formamida desionizada y 0,1 ul de estandar interno TAMRA-
500. Los fragmentos fueron sometidos a electroforesis de alta resoluciéon en un
secuenciador ABI PRISM® 3700 (PE Applied Biosystems), y analizados con el
software GeneScan 3.5 (PE Applied Biosystems).
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Programa T2 "PCR tiempo corto

Programa T2 "PCR tiempo largo”
Amplificacién Amplificacién

95ec
I min

9572
30 zeg

95°C
o mmin

95+C
30 zeg

35 ciclos 40 ciclos

s
L J

F Y
L J

Programa T2 "PCR tiempo intermedio”

a5°C
5 tmin

g
30 zeg

R
30zeg

b ciclos 5 ciclos

25 ciclos

F 3
L J
F Y
L J

rF s
L J

Figura I11.10. Esquema de los tres programas de temperatura disefiados para la amplificacién de los distintos

fragmentos de MSH6.
Normal Mutante Heterodiiplex Horaodiplex
== =i = ==
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Tiempo de retencion

Figura IIL.11. Ejemplo de la visualizacién del estado mutacional del gen MSH6 mediante dHPLC. Los tiempos
de retencidn varian en funcién de la naturaleza de heterodiplex u homoduplex de los fragmentos de PCR que

pasan por el detector UV. Imagen modificada de www. transgenomics.com.
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6. ESTUDIO MOLECULAR DE BRAF

El estado mutacional del exén 15 de BRAF (incluyendo el hotspot o punto
caliente que acumula mas del 90% de las mutaciones del gen [p.V600E]) fue
evaluado mediante andlisis HRM (High Resolution Melting) en el sistema
LightCycler® 480 de Roche (Roche Diagnostics). Se utilizé el reactivo comercial
LightCycler® LC480 High Resolution Melting Master (Roche Diagnostics) y unas
secuencias de primers disefadas con el sistema NCBI Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y detalladas a continuacion:
Primer sentido: 5’-AATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGA-3’
Primer antisentido: 5’-GCAGCATCTCAGGGCCAAAA-3’

La mezcla de PCR contuvo 3 ng de DNA, 0,3 pM de cada primer, 3 mM de MgCly,
disoluciéon LightCycler® LC480 High Resolution Melting Master Mix (Roche
Diagnostics) y agua destilada hasta un volumen final de 10 pl, siendo amplificada
de acuerdo al programa de temperaturas detallado en la Figura I11.12. La curva de
melting abarcé desde los 40 hasta 93°C con una pendiente de 0,02°C/segundo. Los
productos de PCR de las muestras con diferentes patrones de melting fueron
purificados con ExoSAP-IT® (Affymetrix, Santa Clara, CA) y secuenciados utilizando
el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) en un
secuenciador automatico ABI PRISM® 3130 (Applied Biosystems).

1 . | 1
! Amplificaciin ! !
I l l
1 1 1
95°C | gg5eq l |
Emin | 15zeg | |
| I |
: F2OC 1 TR
1 1 . 1
: 70 15 zeg ! 5 roin !
! 15 zeg X |
| 1 1
1 1 1
1 1 1
! ! ! 4%
| 1 1
1 1 1 o
1 1 1
1 1 1
| . 1 1
! 40 ciclos ! !
1 : l_l 1

Figura II.12. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en el analisis HRM para el

estudio molecular del gen BRAF.
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7. TRATAMIENTO DE LOS DATOS

7.1. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Las
variables continuas de distribucion normal fueron comparadas mediante la prueba
t de Student de dos colas, mientras que se emple6 la prueba U de Mann-Whitney
para las variables continuas de distribuciéon no normal. Se utiliz6 un analisis de
varianza (ANOVA, Analysis of variance) de un factor para la comparaciéon de
variables continuas en mas de dos grupos y la prueba de Chi-cuadrado (x2) para la
comparacién de variables discretas. En todos los casos se consideré significacién

estadistica cuando los p-valores fueron inferiores a 0,05.

Los estadisticos empleados para la descripcién de las variables continuas cuyos
valores se ajustaron a un modelo de distribucién normal fueron la media y la
desviacion estandar. Por el contrario, el estadistico empleado para la descripciéon

de variables cuantitativas no ajustadas a un modelo normal fue la mediana.

Los anadlisis de supervivencia fueron desarrollados mediante el estimador de
Kaplan-Meier, un método no paramétrico que evalia el tiempo que tarda en
ocurrir un suceso. Los casos observados durante un tiempo inferior al necesario
para la aparicion del suceso, fueron considerados observaciones incompletas o

censuradas.

7.2. Aspectos éticos y legales

El presente trabajo se ha llevado a cabo cumpliendo con los criterios
establecidos en la Declaracion de Helsinki promulgada por la Asamblea Médica
Mundial (Edimburgo, 2000) y en el Convenio sobre Derechos Humanos y
Biomedicina (Oviedo, 1997). I[gualmente se ha trabajado de acuerdo a lo recogido
en la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica, Ley 15/1999 sobre proteccién de
datos de caracter personal y Ley 41/2002 que regula la autonomia del paciente y
las obligaciones en materia de informacién y documentacién clinica. El estudio fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitario 12

de Octubre (Madrid).
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IV. RESULTADOS






1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

Se incluyeron un total de 185 pacientes procedentes del Hospital Universitario
12 de Octubre (Madrid), todos ellos diagnosticados y tratados de CCR primario
entre enero de 2002 y diciembre de 2009. Los pacientes fueron seleccionados
consecutivamente en orden de aparicion y clasificados en dos grupos atendiendo a

su edad en el momento de diagndstico:

a) Adultos jovenes: diagndstico a una edad inferior o igual a 45 afos (88

individuos).

b) Adultos ancianos: diagndstico a una edad superior o igual a 70 afios (97

individuos).

1.1. Caracteristicas clinicas

1.1.1. Edad de diagndstico y sexo

La Figura IV.1 recoge graficamente la distribucion por edades de los sujetos
incluidos en el estudio. En el caso de tumores metacrénicos, se consideré como
edad de diagnéstico la correspondiente a la deteccion del primero de ellos. Para el
grupo de adultos jovenes la edad media de diagnostico se situé en los 39,14+5,58
afos (rango: 16-45), con un pico de incidencia a los 45 afios. En el caso de los
adultos ancianos la edad media de diagnostico se situd en los 77,82+5,71 afos

(rango: 70-92), con un pico de incidencia a los 70 afios (Figura IV.1).

16

14

12

10

N®de casos

z I‘I HI||.f'_-._____m

16 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 70 71 72 F3 74 75 76 77 7B 79 B0 Bl 82 83 84 B85 B6 B7 BB 89 92

Edad (afios)
Figura IV.1. Distribucién de los casos de CCR en funcién de la edad de diagndstico. En color claro se

representa el grupo de pacientes jovenes (<45 afios) y en oscuro, el de pacientes ancianos (270 afios).

No se encontraron diferencias significativas respecto a la distribucion de la
enfermedad por sexos, sin embargo, las dos poblaciones incluyeron una mayor

proporcion de varones, con un contraste mas acentuado entre las personas de
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menor edad (59,1% vs. 40,9% en pacientes jovenes y 50,5% vs. 49,5% en

pacientes ancianos (Tabla IV.1).

JOVENES (<45 afios) ANCIANOS (270 afios) p-valor!!l

Numero de pacientes 88 97 -
Hombres 52 (59,1%) 49 (50,5%) NS
Mujeres 36 (40,9%) 48 (49,5%)

Tabla IV.1. Distribucidn por sexos de los tumores analizados. [11Andlisis estadistico efectuado mediante la

prueba de Chi-cuadrado (x2). NS: No Significativo.

1.2. Caracteristicas clinico-patoldgicas

1.2.1. Localizacion tumoral

En ambos grupos hubo mas casos de cancer de colon que de recto/union
rectosigmoidea (70,5% vs. 29,5% en jovenes y 62,9% vs. 37,1% en ancianos),
aunque sin alcanzar la significacion estadistica (p=0,350). Se observé predominio
de la localizacién izquierda en jovenes (p=0,006) y de la derecha en ancianos
(Tabla IV.2).

JOVENES (<45 afios) ANCIANOS (270 afios)  p-valor(l

Numero de pacientes 88 97 -
Localizacion derecha 21 (23,9%) 35 (36,1%) NS
Ciego 3 8
(;olon ascendente 8 19
Angulo hepatico 6 5
Colon transverso proximal 4 3
Localizacion izquierda 41 (46,6%) 26 (26,8%) 0,006
(;olon transverso distal 2 1
Angulo esplénico 2 4
Colon descendente 17 2
Sigma 20 19
Recto y Uni6én Rectosigmoidea 26 (29,5%) 36 (37,1%) NS

Tabla IV.2. Localizacidn de las neoplasias estudiadas. [1]Analisis estadistico efectuado mediante la prueba de

Chi-cuadrado (x2). NS: No Significativo.

1.2.2. Histologia, grado de diferenciacion y produccion de moco

Un 79,5% de los tumores de inicio temprano presenté histologia de

adenocarcinoma, mientras que so6lo un 20,5% correspondié a polipos
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malignizados. La disparidad entre ambos porcentajes fue muy superior en el caso
de los adultos ancianos, con un 94,8% de adenocarcinomas y inicamente un 5,2%

de polipos malignizados.

No hubo diferencias en el grado de diferenciacién tumoral, ni en la frecuencia de

neoplasias mucosecretoras o con células en “anillo de sello” (Tabla IV.3).

JOVENES (<45 afios)  ANCIANOS (270 afios)  p-valori

Numero de pacientes 88 97 -
Adenocarcinoma 70 (79,5%) 92 (94,8%) 0.002
Polipos malignizados 18 (20,5%) 5 (5,2%) '
Adenoma tubular 13 1
Adenoma tubulovelloso 5 3
Adenoma velloso 0 1
Grado de diferenciacion!!]
Bajo 9 (14,1%) 5(6,2%) NS
Moderado 32 49
Alto 23 26
Neoplasia mucosecretoralll 17 (24,3%) 18 (19,6%) NS
Células en “anillo de sello”[!] 4 (5,7%) 2 (2,2%)

Tabla IV.3. Caracteristicas anatomopatolégicas de las neoplasias estudiadas. [1lLos porcentajes mostrados se
basan en el nimero de datos disponible, puesto que para algunos pacientes en estadio IV inicamente se
dispuso de biopsia, imposibilitando el estudio de otras variables. [21Andlisis estadistico efectuado mediante la

prueba de Chi-cuadrado (x2). NS: No Significativo.

1.2.3. Estadificacion tumoral

Los tumores se estadificaron segun el sistema de clasificacion TNM en funcion
de su extension, invasion linfatica y presencia/ausencia de metastasis ganglionares

0 a distancia en el momento de su diagnostico.

La distribuciéon de los estadios tumorales fue mas homogénea entre los
individuos jovenes, con un discreto predominio de las etapas iniciales (el 60,2%
presenté estadio I o II al diagndstico) (Tabla IV.4). Por el contrario, la deteccién de
la enfermedad en fases precoces fue menos habitual entre los adultos ancianos, si
bien el estadio II constituy6 el mas comuin en el momento de diagndstico (39,2%)
(Tabla IV.4). No se objetivaron diferencias respecto al porcentaje de metastasis, y

como era de esperar, el higado fue el 6rgano mas frecuentemente afectado por la
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diseminacion a distancia (61,9% de los jovenes y 86,4% de los ancianos) (Tabla

IV.4).

JOVENES (<45 afios)  ANCIANOS (=70 afios) p-valorf(l]

Numero de pacientes 88 97 -
Clasificacion TNM
I 28 (31,8%) 18 (18,5%)
II 25 (28,4%) 38 (39,2%) NS
111 14 (15,9%) 19 (19,6%)
A% 21 (23,9%) 22 (22,7%)

Tipo de metastasis

Hepatica 13 (61,9%) 19 (86,4%)

Pulmonar 4 7 NS
Peritoneal 8 6

Otras 2 5

Tabla IV.4. Estadificaciéon tumoral y tipo de metastasis de las neoplasias estudiadas. [1]Andlisis estadistico

efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (). NS: No Significativo.

1.3. Caracteristicas evolutivas

1.3.1. Supervivencia total

La ST media en el grupo de pacientes jovenes fue de 76,18+48,63 meses. Este
valor mejord considerablemente cuando se excluyeron del calculo los pacientes
con metastasis al diagnoéstico, aumentando hasta los 94,58+39,11 meses

(incremento de 18,40 meses).

La ST media en el grupo de pacientes ancianos fue de 43,63%+34,83 meses. A
diferencia de lo observado en poblacidn joven, la exclusion de los casos con
metastasis al diagnostico apenas modifico este valor, aumentando Unicamente

hasta los 49,88+36,05 meses (incremento de 6,25 meses).

1.3.2. Recidiva

La SLE media en el grupo de pacientes jovenes fue de 65,86+51,18 meses. Este
valor mejord considerablemente cuando se excluyeron del calculo los pacientes
con metastasis al diagnoéstico, aumentando hasta los 84,96%+41,79 meses
(incremento de 19,10 meses). De los 67 pacientes jovenes sin metastasis, 10
(14,9%) sufrieron recidiva tumoral: 3 (30%) a nivel locorregional y 7 (70%) a

distancia.
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La SLE media en el grupo de pacientes ancianos fue de 34,44+33,66 meses. A
diferencia de lo observado en poblaciéon joven, la exclusion de los casos con
metastasis al diagnostico apenas modifico este valor, aumentando Unicamente
hasta los 43,97+£32,48 meses (incremento de 9,53 meses). De los 75 pacientes
ancianos sin metastasis, 11 (14,7%) sufrieron recidiva tumoral: 7 (63,6%) a nivel

locorregional, 3 (27,3%) a distanciay 1 (9,1 %) de ambos tipos.

1.3.3. Mortalidad

Para evitar el sesgo ocasionado por la diferencia de edad existente entre las dos

poblaciones, no se efectuaron calculos estadisticos respecto a esta variable.

La mortalidad global alcanzé valores mas bajos entre los pacientes jovenes, con
un porcentaje de éxitus del 29,5% (26 pacientes) y una edad media de
fallecimiento de 41,58+4,59 afos. En todos los casos la muerte estuvo
directamente relacionada con la neoplasia colorrectal, y como era de esperar, las
etapas mas avanzadas predominaron entre los sujetos fallecidos (el 76,9% de ellos
se encontraba en estadio IV). Las restantes caracteristicas anatomoclinicas no

difirieron con respecto a las descritas de forma general para la totalidad del grupo.

La mortalidad global entre los pacientes ancianos fue superior, con un
porcentaje de éxitus del 45,4% (44 pacientes) y una edad media de fallecimiento
de 80,36+5,46 afnos. Como cabia esperar dada la avanzada edad de algunos sujetos,
el CCR unicamente fue responsable de la muerte en el 63,6% de los casos (28
pacientes). Al igual que se observo en poblacion joven, las etapas mas avanzadas
predominaron entre los sujetos fallecidos (el 75% de ellos se encontraba en
estadio IV). Las restantes caracteristicas anatomoclinicas fueron similares a las

descritas de forma general para la totalidad del grupo.

1.3.4. Historia de polipos u otras neoplasias

No se observaron diferencias significativas respecto a la historia de pdlipos
(p=0,260), si bien su frecuencia fue superior entre los pacientes ancianos (74,2%
vs. 65,9%). Por el contrario, se alcanzo la significacidon estadistica al comparar la
proporcién de tumores sincronicos y/o metacronicos, resultando ambos mas

comunes en el grupo de mayor edad (25,8% vs. 13,6%; p=0,034) (Tabla IV.5).
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JOVENES (<45 afios) = ANCIANOS (=70 afios) p-valorf(ll

Numero de pacientes 88 97 -
Historia de pdlipos 58 (65,9%) 72 (74,2%)
Adenomatosos 30 45
Hiperplasicos 5 4 NS
Mixtos 23 23
Tumores sincréonicos 9 (10,2%) 19 (19,6%)
Tumores metacronicos 3 (3,4%) 6 (6,2%) 0,034

Tabla IV.5. Identificaciéon de poélipos y otras neoplasias sincrénicas/metacroénicas de los pacientes estudiados.

[11Analisis estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2). NS: No Significativo.

1.4. Historia familiar

Siempre que fue posible la anamnesis incluyé un minimo de tres generaciones
(antepasados o descendientes) para la realizacién del arbol familiar. Los pacientes
fueron clasificados siguiendo los criterios especificados en el apartado Material y

Métodos.

Hubo 6 individuos jévenes con mutaciéon germinal en APC que fueron excluidos
del estudio. De los 82 restantes, 35 (42,7%) se consideraron casos esporadicos, 29
(35,4%) mostraron agregacion familiar de CCR, y 18 (21,9%) cumplieron criterios
clinicos de Amsterdam II (Tabla IV.6). Unicamente en 7 de estos 18 pacientes con
sospecha de SL (55,6%), el diagnéstico fue confirmado molecularmente: en 2 de
ellos el gen afectado fue MLH1, en 4 fue MSHZ y en 1 fue MSH6 (ver Apartado 2.3 de

los Resultados).

En el grupo de poblacion anciana, 77 pacientes (79,4%) se consideraron casos
esporadicos, 19 (19,6%) mostraron agregacion familiar de CCR, y tnicamente 1
caso (1%) cumplié criterios clinicos de Amsterdam II (Tabla IV.6). Curiosamente,
este ultimo caso resultd negativo tanto para el estudio molecular de los genes
MMR, como para el estudio de IMS. Ademads, mostré ausencia de mutacién en

BRAF.

A continuacién se resumen las caracteristicas clinicas, patologicas y familiares

mas importantes de los pacientes incluidos en el estudio.
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JOVENES (<45 aiios) ANCIANOS (270 afios)

Numero total de pacientes 88 97
Edad media [SD] 39,14 [5,58] 77,82 [5,71]
(Rango de edades) (16-45) (70-92)
Hombre/Mujer 52 (59,1%)/36 (40,9%) 49 (50,5%)/48 (49,5%)
Localizacion:

Colon derecho 21 (23,9%) 35 (36,1%)

Colon izquierdo 41 (46,6%) 26 (26,8%)

Recto y Union Rectosigmoidea 26 (29,5%) 36 (37,1%)
Histologia:

Adenocarcinoma 70 (79,5%) 92 (94,8%)

Poélipos malignizados 18 (20,5%) 5 (5,2%)
Grado de diferenciacion!!):

Alto 23 (35,9%) 26 (32,5%)

Medio 32 (50,0%) 49 (61,3%)

Bajo 9 (14,1%) 5 (6,2%)
Produccion de moco!!!:

Mucosecretor 17 (24,3%) 18 (19,6%)

Células en “anillo de sello” 4 (5,7%) 2 (2,2%)
Clasificacion TNM:

I 28 (31,8%) 18 (18,6%)

II 25 (28,4%) 38 (39,2%)

11 14 (15,9%) 19 (19,6%)

v 21 (23,9%) 22 (22,6%)
Tumores sincronicos: 9 (10,2%) 19 (19,6%)
Tumores metacronicos: 3 (3,4%) 6 (6,2%)
ST 76,18+48,63 43,63+34,83
SLE 65,86+51,18 34,44+33,66
Recidiva tumorall?! 10/67 (14,9%) 11/75 (14,7%)
Mortalidad 26 (29,5%) 44 (45,4%)
Clasificacion familiar(3!:

Casos esporadicos 35 (42,7%) 77 (79,4%)

Agregacion familiar 29 (35,4%) 19 (19,6%)

Amsterdam II positivo 18 (21,9%) 1(1%)

Tabla IV.6. Resumen de las caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas y familiares mas importantes de los
pacientes incluidos en el estudio. [1lLos porcentajes mostrados se basan en el nimero de datos disponible,
puesto que para algunos pacientes en estadio IV inicamente se dispuso de biopsia, imposibilitando el estudio
de otras variables. [2IPacientes sin enfermedad a distancia en el momento de diagnéstico. BlLos porcentajes
mostrados en la poblacién joven corresponden a los 82 individuos evaluados tras la exclusiéon de las 6
personas con diagnéstico de PAF. SD: desviacion estandar. SLE: Supervivencia libre de enfermedad. ST:

Supervivencia total.
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2. ESTUDIO DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

2.1. Analisis de IMS

Se excluyeron de este estudio un total de 12 individuos (7 jovenes y 5 ancianos).
En el grupo de menor edad, 6 casos fueron excluidos por diagndstico de PAF y 1
por no obtenerse tejido tumoral suficiente para su andlisis. En el grupo de ancianos
todas las exclusiones fueron debidas a la cantidad de muestra insuficiente.
Finalmente, el estudio de IMS fue llevado a cabo sobre un total de 173 tumores (81
de poblacién joven y 92 de poblacién anciana). Se consideraron tumores IMS+
aquellos con dos o mas marcadores del panel Bethesda alterados, y tumores IMS-

/EMS el resto.

La mayor parte de las muestras analizadas mostré EMS, siendo el porcentaje de
neoplasias IMS+ superior entre las personas de menor edad (Tabla IV.7). De los 13
pacientes jovenes con resultado positivo en el estudio de IMS, 10 (76,9%)
cumplian criterios Amsterdam II y habian sido clasificados como individuos con
sospecha de SL. Por el contrario, dicho porcentaje fue nulo en el caso de los

pacientes ancianos (Tabla IV.7).

JOVENES (<45 afios) ANCIANOS (270 aiios)

Nuimero de pacientes 81 92

EMS 68 (83,9%) 80 (87%)

IMS 13 (16,1%) 12 (13%)
Esporadicos 1(7,7%) 10 (83,3%)
Agregacion familiar 2 (15,4%) 2 (16,7%)
Amsterdam II positivo 10 (76,9%) -

Tabla IV.7. Distribucién de los pacientes con IMS en las dos poblaciones estudiadas. EMS: Estabilidad de

microsatélites. IMS: Inestabilidad de microsatélites.

2.2. Inmunohistoquimica del sistema MMR

El analisis ITHQ revel6 la existencia de 13 pacientes jovenes (16,1%) con
ausencia de expresion en alguna de las proteinas del sistema MMR, existiendo una

correlacion total con los resultados obtenidos en la IMS (Tabla IV.8).

En el grupo de poblacion anciana hubo 12 pacientes (13%) con ausencia de

expresion de alguna de proteinas del sistema MMR, observandose también una
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correlacion total con los resultados obtenidos para la IMS. MLH1 fue la proteina

mas frecuentemente perdida (Tabla IV.8).

JOVENES (<45 afios) ANCIANOS (=70 aiios)
Numero de pacientes 81 92
Expresion normal MMR 68 80
Ausencia de expresion MMR 13 12
Afectacion global de las proteinas 13 12
MLH1 6 (46,2%) 10 (83,4%)
MSH?2 6 (46,2%) 1(8,3%)
MSH6 6 (46,2%) 4 (33,3%)
Afectacion detallada por paciente 13 12
MLH1 6 8
MLH1 y MSH6 0 2
MSH?2 1 0
MSH2 y MSH6 5 1
MSH6 1 1

Tabla IV.8. Resultados del andlisis inmunohistoquimico de las proteinas del sistema de reparacién de los

errores de emparejamiento. MMR: Mismatch repair genes.

2.3. Estudio de los genes MMR

De los 13 pacientes jovenes con resultado positivo de IMS, 7 presentaron una
mutacién patogénica en alguno de los genes del sistema MMR (3 en MLHI y 4 en
MSH?2), y otros 4 variantes de significado desconocido (2 en MLH1, 1 en MSHZ2, 1 en
MSH6) (Tabla 1V.9). Ademas 1 caso presenté hipermetilacion del promotor de
MLH1.

En poblaciéon anciana unicamente dos pacientes mostraron afectacién del
sistema MMR, ambos por silenciamiento epigenético de MLH1 (Tabla IV.9). En uno
de estos pacientes, ademas, se detectaron cuatro cambios puntuales que afectaron
a dos genes (mutacion missense c.655A>G y variante intrénica c.1668-19A>G en
MLH]1, y variantes intronicas c.3646+35_3646+38dup y c.3646+91T>C en MSH6).
No obstante, los cuatro cambios correspondieron a variantes no patogénicas
previamente descritas en la bibliografia (Cederquist et al. 2004, Drost et al. 2010,
Plaschke et al. 2000, Tannergard et al. 1995), por lo que el SL fue razonadamente

descartado.
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Consecuencia en

Gen Mutacion Tipo de mutacién Significado )
la proteina
¢.102_103delGA Introduce un
MLH1 T Delecion Patogénica codén de parada
p.Glu34Aspfs
prematuro
.875T>C i i
MLH1 ¢ g Missense Desconocido . EV1erc1a
p.Leu292Pro insuficiente
Introduce un
.1459C>T
MLH1 CA 487>T Sin sentido Patogénica codén de parada
p-Arg er prematuro
c.1459C>T - . o InFroduce un
MLH1 Arcd87T Sin sentido Patogénica codén de parada
p-Arg er prematuro
G>delGenla
iltima base del
c.2103G>A u
MLH1 Gln701Hi Missense Desconocido ex6ny enlas 6
p-Lin 1 primeras bases
del intrén
MSH2  Gran delecién exones 1-3 Delecién Patogénica Prote%na ho
funcional
929T i i
MSH2 ¢.929T>G Missense Desconocido . EV1d.e¥1c1a
p.Leu310Arg insuficiente
MSH2 Gran delecién ex6n 8 Delecion Patogénica Prote{na no
funcional
Introduce un
.1399G>T
MSH2 CGl 467T Sin sentido Patogénica codén de parada
p-Lid er prematuro
Introduce un
.547C>T
MSH?2 CGl 183T Sin sentido Patogénica codén de parada
p-&in er prematuro
MSH6 ¢.3557-2dup Duplicacion Desconocido . EVld.epaa
insuficiente

Tabla IV.9. Listado de las mutaciones y variantes de significado desconocido halladas en los pacientes jévenes

con resultado positivo de IMS.

3. GRADO DE INESTABILIDAD CROMOSOMICA

3.1. Indice de inestabilidad genémica (GII)

Como primera aproximacion a la evaluacion cuantitativa del grado de INC, se

procedié a calcular el GII para cada una de las poblaciones. Los 6 individuos

jovenes con diagndstico de PAF fueron excluidos del estudio, junto a otros 33 en

los que la cantidad de muestra result6 insuficiente (22 jovenes y 11 ancianos), por

lo que la determinacién del GII fue llevada a cabo finalmente sobre un total de 146

muestras (60 jovenes y 86 ancianos).
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El GII rormal mostré valores ligeramente superiores entre los pacientes jovenes,
aunque la diferencia con respecto a los ancianos no resultd significativa (Tabla
[V.10). Tampoco se observaron diferencias en las ganancias de material genético, si
bien éstas predominaron discretamente entre los jovenes (Tabla 1V.10). Por el
contrario, las pérdidas mostraron frecuencias significativamente mas altas entre

los pacientes ancianos (p=0,004) (Tabla IV.10).

JOVENES (<45 afios) ~ ANCIANOS (270 afios)  p-valorll

Numero de pacientes 60 86 -

GII ganancias 0,15106 [0,14927] 0,14706 [0,16462] NS
GII pérdidas 0,16546 [0,18246] 0,20019 [0,21119] 0,004
GII normal 0,68347 [0,28335] 0,65274 [0,32588] NS

Tabla IV.10. indices de inestabilidad genémica obtenidos en el estudio de ambas poblaciones. Los nimeros
mostrados corresponden al valor medio obtenido a partir de los individuos incluidos dentro de cada grupo.
Los datos entre corchetes corresponden a la desviacién estandar. [tJAndlisis estadistico efectuado mediante la

prueba t de Student de dos colas. GII: Indice de inestabilidad genémica. NS: No Significativo.

La representacion grafica del GII exhibié perfiles muy similares en ambos
grupos, sin embargo, la diferenciacion entre ganancias y pérdidas evidencié un

claro predominio de las ultimas en la poblacién de mas edad (Figuras IV.2 y 1V.3).

Grupo de pacientes jovenes (<45 anos)

Grupo de pacientes ancianos (>70 afios)

Figura IV.2. Representacion grafica del indice de inestabilidad gendmica (GII) total en ambas poblaciones.
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Grupo de pacientes jovenes (<45 afos)

Grupo de pacientes ancianos (>70 afios)

Figura IV.3. Representacién grafica del indice de inestabilidad gendémica (GII) diferenciando el tipo de
alteracion. Las ganancias aparecen representadas en color verde, mientras que las pérdidas se muestran en

color rojo.

3.2. Patron global de inestabilidad cromosdmica

En las dos poblaciones se identificé un elevado grado de inestabilidad, y de los
146 tumores estudiados, Unicamente hubo 4 casos (1 joven y 3 ancianos) en los
que no fueron detectados cambios gendmicos mediante a-CGH. Los 4 mostraron
histologia de adenocarcinoma (estadios II, III, IV y IV), 2 se asentaron en el colon
derecho y 2 en el izquierdo, y s6lo en 1 caso (paciente anciano) se observd
agregacion familiar. La IMS también estuvo presente en 1 Unico caso (paciente
anciano), que casualmente no coincidi6 con el que presentaba antecedentes

familiares de la enfermedad.

Los 142 tumores restantes (97,3%) estuvieron caracterizados por una elevada
INC, con una cifra media de 123,21 alteraciones por muestra. Globalmente, se
observo un porcentaje superior de alteraciones en el grupo de mayor edad, en los

que ademas, la proporcidn de pérdidas fue superior a la de ganancias (Figura IV.4).
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Figura IV.4. Frecuencia de ganancias (azul) y pérdidas (rojo) obtenidas para cada grupo de edad. El nimero

de cromosoma se representa en el eje X, y la frecuencia de alteracion en el eje Y.

Seguidamente se generaron graficos mas pormenorizados que ademas del
porcentaje de alteracién, sefialaban las localizaciones donde se confinaban los
cambios. Mediante estas representaciones se identificaron algunas regiones
similarmente alteradas en ambos grupos, asi como otras mas especificas de cada

uno de ellos (Figura IV.5).
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Figura IV.5. Grafico de frecuencia que recoge los perfiles de inestabilidad observados para cada poblacién y
las bandas cromosémicas donde se localizan las alteraciones. En color verde se representan las ganancias y en

color rojo las pérdidas.
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3.3. Numero y tipo de CNV por tumor

No se obtuvieron diferencias respecto al nimero medio de alteraciones por
tumor, aunque la cifra resulté ser mas alta entre los pacientes ancianos (Tabla
IV.11). Tampoco se alcanz6 la significacion estadistica respecto al tipo de
alteracion (ganancias o pérdidas), pese a que cada grupo mostré predominio de
uno de ellos (pérdidas en el caso de los jévenes y ganancias en el de los ancianos)
(Tabla IV.11). Sin embargo, cuando las alteraciones fueron clasificadas en funcién
de su tamafio con respecto a una longitud de referencia fijada en 1Mb, se observo
que las ganancias inferiores a dicha longitud eran significativamente mas comunes

dentro de la poblacién anciana (p=0,007) (Tabla IV.11) (Figuras IV.6A y IV.6B).

[l évenes [C16venes
100 M Ancianos M Ancianos
*p=0

11 Emd

I
Ganancias Pérdidas Total Ganancias Pérdidas Total
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w @ =
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1 1 1

-
&
1

2=
S
1

w

=}

1

w
=
1
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Figura IV.6. Nimero medio de segmentos alterados por tumor clasificados en funcion de su tamafio superior o
inferior a 1Mb. A la izquierda (A) se representan las alteraciones mayores que 1Mb y a la derecha (B) las
inferiores. Las barras claras corresponden al grupo de poblacién joven, mientras que las barras oscuras

corresponden al grupo de poblacién anciana. Mb: Megabase.

3.4. Frecuencia de las alteraciones: MCR

En ambos grupos se identificaron regiones recurrentemente alteradas. Estas
regiones, habitualmente conocidas como MCR, fueron definidas mediante el
cdlculo de un umbral de referencia establecido a partir de los resultados del
andlisis. En este trabajo dicho umbral quedé fijado en un 30%, considerandose
recurrentes todas aquellas alteraciones con frecuencias superiores o iguales a
dicho porcentaje. La distribucion de MCR a lo largo del genoma siguié un patrén
heterogéneo a lo largo de los diferentes autosomas, evidenciando la falta de

aleatoriedad en la generacion de las mismas (Figura IV.7).
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Figura IV.7. Distribucion de las regiones recurrentemente alteradas a lo largo de los autosomas. En azul claro

se representa la poblacion joven y en azul oscuro la anciana.

Para la poblacion joven fueron contabilizadas un total de 147 MCR (77 pérdidas
y 70 ganancias) que abarcaron una longitud genémica de 636,92 Mb (Tabla IV.11,
Anexo 3). En el caso de la poblacién anciana, la cifra de MCR disminuy6 hasta un
total de 135 (78 pérdidas y 57 ganancias), que comprendieron 590,87 Mb del
genoma (Tabla IV.11, Anexo 4).

JOVENES (<45 afios)  ANCIANOS (270 afios)  p-valor(!

Numero de pacientes 60 86 -
Media de alteraciones/tumor 95,80 (72,50) 150,62 (52,50) NS
Ganancias totales 45,60 (26,00) 75,87 (16,00) NS
>1Mb 35,00 (20,00) 43,29 (11,00) NS
<1Mb 10,80 (7,50) 32,99 (9,00) 0,007
Pérdidas totales 50,20 (44,00) 74,41 (23,00) NS
>1Mb 31,58 (18,00) 46,95 (15,00) NS
<1Mb 18,62 (13,00) 27,45 (6,00) NS
Numero de recurrentes!2] 147 135 NS
Ganancias 70 57 NS
Pérdidas 77 78 NS
Longitud de recurrentes(21[sp] 636,92 [6,64] 590,87 [6,42] NS
Ganancias [SD] 379,26 [6,70] 293,09 [5,99] NS
Pérdidas [SD] 257,66 [6,48] 297,78 [6,71] NS

Tabla IV.11. Descripcién global de la inestabilidad gendmica observada en la totalidad de los tumores
analizados. Los datos mostrados entre paréntesis representan los valores de la mediana. Los datos
representados entre corchetes representan la desviacion estandar. [1JAnalisis estadistico efectuado mediante la
prueba t de Student de dos colas. [2IRegiones que mostraron frecuencias de alteracion iguales o superiores al

30%. GII: Indice de inestabilidad genémica. Mb: Megabase. NS: No Significativo. SD: Desviacién Estandar.
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Las alteraciones recurrentes fueron mas frecuentes en los jovenes, llegando a
alcanzar frecuencias del 61% en algunos casos. Entre ellas, destacaron las pérdidas
en 1p36 (61%), 14q11 (61%), 5q13 (57%), 9p13-q21 (57%), 1p12-q21 (53%) y
11p11-q12 (50%), y las ganancias en 19p13-p12 (57%), 19913 (52%) y 17q24-
q25 (50%) (Anexo 3). Por el contrario, ninguna alteracién mostré frecuencia
superior al 47% entre la poblacién anciana (Anexo 4), constituyendo las pérdidas
en 14q11 (45%) y 5q13 (44%), y las ganancias en 19p13-p12 (47%), 20p11-q11
(47%), 19913 (42%), 7q21-q22 (42%),y 7q11 (40%), los cambios mas comunes.

3.5. CNV comunes y/o potencialmente grupo-especificas

Una vez analizados los perfiles generales de INC asociados a cada poblacidn, se
procedié a identificar las CNV especificamente relacionadas con la edad de inicio
de la enfermedad. Se consideraron CNV grupo-especificas aquellas con p<0,05 y

FDR<0,009.

Un total de 24 segmentos cumplieron los criterios de grupo-especificidad
establecidos previamente, todos ellos confinados en 6 Unicos cromosomas (Tabla
IV.12). La mayor parte fue predominante en la poblaciéon joven, pudiendo
establecer tres categorias en funcién del grado de disparidad observado entre los

porcentajes de frecuencia vinculados a cada poblacién (Tabla IV.12):

a) Alteraciones muy frecuentes en jovenes y muy infrecuentes en ancianos: grado

de disparidad muy alto. Incluyeron ganancias en 1p35.2-p35.1 y 3p21.31-
p21.1, y pérdidas en 1p35.2-p35.1, 7q11.21, 9p13.1-q21.1, 16p13.11 y 16p12.3
(Tabla 1V.12).

b) Alteraciones mas frecuentes en jévenes que en ancianos: grado de disparidad

alto. Esta categoria Unicamente incluy6 pérdidas que se localizaron en 1p36.33,
1p12-p11.2, 1q21.1, 1q21.1-q21.2, 3p21.31-p21.1, 7q22.1, 7q35 y 14ql11.1-
ql1.2 (Tabla 1V.12).

c) Alteraciones mas frecuentes en ancianos que en jévenes: grado de disparidad

alto. Sélo hubo tres segmentos que demostrasen mayoria significativa entre la
poblacién anciana. Todos correspondieron a ganancias y se encontraron

localizados en el cromosoma 7 (7q11.23,7q22.1y 7q11.22) (Tabla IV.12).
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Frecuencia Frecuencia

Citobanda Region p-valort? FDRI[3]
Jovenesll  ancianosll]

Ganancias
1p35.2-p35.1 31075659-3366490 0,333 0,058 0,0001 0,052
1p35.2-p35.1 31181778-33667564 0,283 0,035 0,0003 0,062
3p21.31-p21.1 46988350-53030975 0,350 0,093 0,0003 0,062
7q11.23 76461459-76503690 0,133 0,430 0,0003 0,062
7q22.1 102049904-102064180 0,150 0,442 0,0004 0,072
7q11.22 72110621-72172516 0,217 0,512 0,0005 0,086

Pérdidas
1p36.33 37196-782679 0,450 0,163 0,0002 0,062
1p12-p11.2 120374173-143895512 0,517 0,198 0,0001 0,052
1p35.2-p35.1 31073820-33664190 0,317 0,058 0,0002 0,057
19211 142613630-143895512 0,517 0,198 0,0001 0,052
19211 144500777-144849414 0,450 0,151 0,0001 0,054
1921.1-q21.2  146107562-147962872 0,433 0,163 0,0005 0,086
3p21.31-p21.21  47076908-53030975 0,383 0,105 0,0002 0,055
7q22.1 101904918-102096491 0,367 0,105 0,0003 0,062
7q11.21 64221857-64990939 0,350 0,093 0,0003 0,062
7q11.21 73803410-73855403 0,383 0,116 0,0003 0,062
7q35 143528314-143704617 0,450 0,174 0,0004 0,083
9p13.1-p11.2 38987240-45095186 0,433 0,151 0,0003 0,062
9p13.1-q21.12 39054171-70202700 0,350 0,093 0,0003 0,062
14q11.1-q11.2 18407780-19124606 0,617 0,302 0,0002 0,062
16p13.11 14778511-15336921 0,367 0,093 0,0002 0,055
16p13.11 16245207-16276991 0,350 0,093 0,0003 0,062
16p13.11 16427307-16435895 0,367 0,093 0,0002 0,055
16p12.3 18038778-18594513 0,317 0,047 0,0001 0,052

Tabla IV.12. Listado de las CNV que cumplieron el criterio de grupo-especificidad establecido (p<0,05 y
FDR<0,09). En color verde se representan las ganancias y en color rojo las pérdidas. [t]Analisis estadistico
efectuado mediante la prueba t de Student de dos colas. [21Andlisis estadistico efectuado mediante el Test
exacto de Fisher. BIFDR calculado para cada p-valor segin describieron Benjamini y Hochberg (Benjamini y

Hochberg, 1995). FDR: False discovery rate.
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3.6. Aneuploidia

Se conoce con el nombre de aneuploidia al término que hace referencia a las
alteraciones que afaden o eliminan cromosomas enteros. Puesto que estos
cambios pueden afectar a cromosomas que alberguen genes relacionados con los
procesos oncogénicos, la aneuploidia constituye un fenémeno estrechamente
relacionado con el cancer. Es sabido que las muestras tumorales suelen presentar
dotaciones cromosOmicas alteradas sujetas a un patrén de cambios determinado.
Por este motivo, se procedi6 a caracterizar el perfil de aneuploidia manifestado por
las dos poblaciones incluidas en este estudio, como siguiente paso en la evaluacién

de su INC.

Considerando todo el conjunto de muestras analizadas (146 tumores), un total
de 98 casos (67,1%) mostré ganancias o pérdidas de cromosomas enteros. Se
alcanzé una cifra global de 467 alteraciones, de las que 233 (49,9%)
correspondieron a pérdidas y 234 (50,1%) a ganancias. Entre las alteraciones mas
frecuentes se encontraron las pérdidas de los cromosomas 4, 5, 14, 15 y 18, y las

ganancias de los cromosomas 7, 13,17, 19, 20 y 22 (Figura IV.8A).

Cuando se hizo la diferenciacion de los grupos en funcién de la edad de
diagnostico, se observé que 57 de los 98 casos que habian mostrado aneuploidia
(58,2%) correspondian a la poblaciéon joven y 41 (41,8%) a la anciana. La
proporcidon de pacientes con aneuploidia fue similar en ambos grupos (68,3% en
jovenes y 66,3% en ancianos), con mayor numero de cromosomas ganados (132
vs. 102) y perdidos (157 vs. 76) entre las personas de mayor edad. Las
aneuploidias mas frecuentes entre la poblacién joven correspondieron a las
ganancias de los cromosomas 13 (18%), 17 (20%), 19 (35%) y 22 (33%), y a las
pérdidas de los cromosomas 4 (15%), 15 (15%) y 18 (17%) (Figura IV.8B). Por su
parte, las alteraciones mas frecuentes en el grupo de ancianos correspondieron a
las ganancias de los cromosomas 7 (18%), 13 (19%), 19 (31%), 20 (20%) y 22
(18%), y a las pérdidas de los cromosomas 18 (24%) y 4 (16%) (Figura IV.8C).
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Figura IV.8. Perfil de aneuploidia observado globalmente en la totalidad de muestras estudiadas (A) y de
manera independiente en poblacién joven (B) y anciana (C). En color azul se representan las ganancias y en

color rojo las pérdidas.
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4. ANALISIS NO SUPERVISADO

4.1. Agrupacion jerarquica no supervisada global

Las técnicas de clustering constituyen herramientas de agrupamiento no
supervisado que permiten la agregacion de elementos con caracteristicas comunes
desconocidas dentro en un mismo conjunto. En este estudio se llevd a cabo una
agrupacion jerarquica no supervisada de los resultados obtenidos mediante a-CGH,
con el proposito de estudiar posibles asociaciones entre los patrones de
inestabilidad gendmica y la edad de inicio de la enfermedad. La agrupacién fue
realizada en base al estado GNL de cada tumor mediante la aplicaciéon de

algoritmos SOTA (Figura IV.9).

El andlisis no supervisado de las 146 muestras diferencié claramente dos
grupos (cluster 1 y cluster 2) (Figura IV.9), cada uno de los cuales mostré
predominio de tumores procedentes de una de las dos poblaciones. El primer
grupo (cluster 1) estuvo compuesto por un menor numero de muestras e incluyé
un mayor porcentaje de tumores de inicio temprano (Tabla IV.13, Figura IV.9). Por
el contrario, el segundo grupo (cluster 2) estuvo compuesto por un mayor nimero
de muestras, en su mayoria procedentes de la poblaciéon anciana (Tabla 1V.13,

Figura IV.9).

TOTAL JOVENES (<45 afios)  ANCIANOS (270 afios)
Numero de pacientes 146 60 86
Cluster 1 55 (37,7%) 41 (74,5%) 14 (25,5%)
Cluster 2 91 (62,3%) 19 (20,9%) 72 (79,1%)

Tabla IV.13. Composicién de los grupos diferenciados mediante agrupamiento jerarquico no supervisado de

los 146 tumores analizados.

El cluster 1 se caracteriz6 por un GlI ttal superior que también incluyé un mayor
GII sanmancias y yn mayor GII pérdidas (Tabla IV.14). Sin embargo, la cifra media de
alteraciones por muestra fue significativamente mas alta en el caso del cluster 2
(133,36 vs. 118,84; p=0,005). No se observaron diferencias en relaciéon a la IMS
(52,9% en el cluster 1y 47,1% en el cluster 2), pero si en cuanto a la tasa de

mutacidon en BRAF (Tabla 1V.14).
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Figura IV.9. Agrupacion jerarquica no supervisada obtenida a partir de los datos a-CGH de los 146 tumores

analizados.
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Cluster 1 Cluster 2 p-valorfll

N2 de tumores 55 91 -
GII total

Maximo 091256 0,89306 -

Minimo 0,00012 0,00001 -

Media [SD] 0,35260 [0,28103] 0,32378 [0,32495] NS
Promedio CNV/tumor 118,84 (91,00) 133,36 (33,00) 0,005
Promedio aneuploidia 2,96 (3,00) 3,48 (2,00) NS
GII ganancias

Maximo 0,56532 0,50094 -

Minimo 0,00005 0,00001 -

Media [SD] 0,16348 [0,15421] 0,13976 [0,16039] NS
Promedio CNV gan./tumor 59,42 (40,00) 65,86 (13,00) 0,015

>1Mb 41,35 (27,00) 38,55 (7,00) 0,020

<1Mb 17,89 (9,00) 27,31 (6,00) NS
GII pérdidas

Maximo 0,58434 0,59903 -

Minimo 0,00002 0,00001 -

Media [SD] 0,18911 [0,19423] 0,18398 [0,20439] NS
Promedio CNV pérd./tumor 59,42 (49,00) 67,51 (20,00) 0,011

>1Mb 37,42 (20,00) 42,58 (12,00) 0,026

<1Mb 22,00 (16,00) 24,92 (6,00) NS
IMS 9 8

Jévenes 7 3 NS

Ancianos 2 5
Mutacién en BRAF 5 0 0,003

Tabla 1V.14. Datos de inestabilidad genémica para los clusters 1 y 2 diferenciados dentro de la agrupaciéon
jerdrquica no supervisada de los 146 tumores. Los datos mostrados entre paréntesis corresponden al valor de
la mediana. [11Andlisis estadistico efectuado mediante la prueba U de Mann-Whitney. [2JAndlisis estadistico
efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2). CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: Indice
de inestabilidad gendmica. IMS: Inestabilidad de microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.:

Pérdidas. SD: Desviacion Estandar.

Hubo un total de 154 alteraciones recurrentes (119 ganancias y 35 pérdidas)
con una distribucion diferente entre los clusters (Anexo 5). Result6 muy
homogénea en el caso de las ganancias (60 en el cluster 1 vs. 59 en el cluster 2)
pero no en el de las pérdidas, claramente mayoritarias dentro del cluster mas
inestable (31 en el cluster 1 vs. 4 en el cluster 2). Las frecuencias mas altas se

relacionaron con las ganancias en 19p13.3 (60%), y las pérdidas en 1p36.33 (57%)
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y 14q11.1-q11.2 (60%) en el caso del cluster 1, y con las ganancias en 19p13.3
(58%) y 19q13.33-q13.41 (55%) en el caso del cluster 2.

4.1.1. Correlacion anatomoclinica y molecular en el cluster global

Para evitar el sesgo ocasionado por la diferencia de edad existente entre los dos
clusters, no se efectué la comparacién de variables como la ST, SLE o la tasa de
mortalidad. En el resto de variables, el cluster 1 present6 una mayor proporcion de
tumores localizados en el lado izquierdo (43,6% vs. 34,1%), pobremente
diferenciados (10,4% vs. 5,6%) y con presencia de mucina (30% vs. 15,9%). Como
era de esperar, dicho cluster también incluyé una menor proporcién de tumores de
naturaleza esporadica (49,1% vs. 75,8%), un mayor porcentaje de pacientes con SL
(85,7% vs. 14,3%) y un mayor promedio de p6lipos (mediana de 2,74 vs. 4,33). No

se observaron diferencias significativas en las variables restantes.

La comparacioén de los tumores discordantes de cada cluster con sus homologos
mayoritarios en el cluster opuesto apenas revel6 diferencias. Para los pacientes
jovenes solo se alcanzd la significacion estadistica al evaluar el porcentaje de
células en “anillo de sello”, mas frecuentes en el cluster 2 (p=0,016). En general, los
tumores del cluster 1 mostraron mayor tendencia a la localizaciéon derecha (26,8%
vs. 5,3%), la recidiva tumoral (17,1% vs. 0%) y los bajos grados de diferenciaciéon
(11,1% vs. 0%). Tampoco se observaron diferencias en el caso de los ancianos
estratificados dentro de los clusters 1 y 2, alcanzando la significacion estadistica
Unicamente al evaluar la tasa de mutacion en BRAF (21,4% en el cluster 1 vs. 1,4%
en el cluster 2; p=0,001). No obstante, merece la pena subrayar el mayor
porcentaje de fallecimientos (64,3% vs. 45,8%) y la menor tasa de recidivas (7,1%

vs. 16,7%) entre los ancianos del cluster 1.

En vista de estos resultados, las dos poblaciones fueron sometidas de forma

independiente a métodos de analisis no supervisados.

4.2. Agrupacion jerarquica no supervisada de los adultos jovenes

La primera rama del andlisis no supervisado estratificé los tumores en dos
grupos principales: cluster A (n=38) y cluster B (n=22) (Figura IV.10). A
continuacién, ambos clusters fueron comparados con el objeto de identificar

diferencias significativas entre ellos.
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En términos estadisticos, los dos clusters no difirieron con respecto al grado de
inestabilidad o el nimero de segmentos alterados, aunque cabe destacar que el
cluster B presentd un GII total ligeramente superior (0,34249 vs. 0,30149) que
asocié un menor numero de CNV por muestra (80,68 vs. 104,55) (Tabla IV.15). No
ocurrio lo mismo con respecto al promedio de afectaciéon de cromosomas enteros,
significativamente superior dentro del cluster B (4,24 vs. 2,35; p=0,026) (Tabla
[V.15).
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Figura IV.10. Agrupacién jerarquica no supervisada de los 60 adultos jovenes.

En el caso del cluster A destacaron las ganancias en 19p13 (72%) y las pérdidas
en 5q13 (67%), mientras que las ganancias en 8q22-q24 y 13q13-q14 (41%), y las
pérdidas en 12924 (50%) lo hicieron en el cluster B. Ademas, hubo un total de 63
alteraciones recurrentes (51 ganancias y 12 pérdidas) con afectacion
significativamente diferencial entre los dos clusters (Anexo 6). Su distribucién
resulté marcadamente heterogénea, con predominio de ganancias en el cluster A

(36 vs. 15) y todas las pérdidas confinadas en el cluster B.

El cluster A se dividio a su vez en dos subgrupos muy dispares en cuanto a su
grado de INC: el cluster A1 (n=25) y el cluster A2 (n=13) (Figura IV.10), cuyas
caracteristicas de inestabilidad se encuentran recogidas en la Tabla IV.16. El
subgrupo Al mostré valores superiores para todos los marcadores de INC,
acumulando la practica totalidad de la inestabilidad asociada al cluster A. Asi, tanto
el GII total (0,40010 vs. 0,11184; p=0,001), como el GII ganancias (0,18963 vs. 0,03881;
p=0,0001), el GII pérdidas ((0,21047 vs. 0,07303; p=0,030) y el promedio de CNV por
muestra (135,16 vs. 45,69; p=0,002) fueron significativamente superiores en Al.
Por el contrario, dicho cluster incluy6 una menor proporciéon de tumores con IMS,
hecho en parte esperable dado su mayor grado de INC (Tabla 1V.16). En el cluster
A1l destacaron las ganancias en 19p13-p12 y 19q13 (96%), y las pérdidas en
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11q14-923 (64%). En cambio, en el cluster A2 inicamente las pérdidas en 2q12-

q13 (64%) mostraron recurrencias superiores al 15%.

Cluster A Cluster B p-valor(l
N2 de tumores 38 22 -
GII total
Maximo 0,89196 0,91256 -
Minimo 0,00001 0,00012 -
Media [SD] 0,30149 [0,28065] 0,34249 [0,29271] NS
Promedio CNV/tumor 104,55 (87,50) 80,68 (52,50) NS
Promedio aneuploidia 2,35 (2,00) 4,24 (4,00) 0,026
GII ganancias
Maximo 0,40747 0,56532 -
Minimo 0,00001 0,00010 -
Media [SD] 0,13803 [0,12411] 0,17357 [0,18608] NS
Promedio CNV gan./tumor 51,47 (32,00) 35,45 (18,00) NS
>1Mb 40,42 (25,00) 25,36 (11,00) NS(2]
<1Mb 11,05 (8,00) 9,64 (5,50) NS(2]
GII pérdidas
Maximo 0,58159 0,51717 -
Minimo 0,00001 0,00002 -
Media [SD] 0,16345 [0,20196] 0,16893 [0,14713] NSI2I
Promedio CNV pérd./tumor 53,08 (47,50) 45,23 (29,00) NS
>1Mb 31,63 (17,50) 31,50 (23,00) NSI2I
<1Mb 21,45 (15,50) 13,73 (7,50) NS
IMS 5 5 NSI3]
Mutacion en BRAF 0 1 NSEI

Tabla IV.15. Datos de inestabilidad genémica para los clusters A y B diferenciados dentro de la agrupacién
jerarquica no supervisada de los tumores de inicio temprano. Los datos mostrados entre paréntesis
corresponden al valor de la mediana. [1]Andlisis estadistico efectuado mediante la prueba t de Student de dos
colas. [2]Analisis estadistico efectuado mediante la prueba U de Mann-Whitney- BlAnalisis estadistico efectuado
mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2). CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: fndice de
inestabilidad genémica. IMS: Inestabilidad de microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.:

Pérdidas. SD: Desviacion Estandar.

El cluster B también se dividid en dos subgrupos: el cluster B3 (n=10) y el cluster
B4 (n=12) (Figura 1V.10), aunque en este caso los perfiles de inestabilidad no
difirieron de forma tan acusada. No se observaron diferencias significativas desde
el punto de vista estadistico, si bien el cluster B3 manifest6 valores superiores para

todos los marcadores de INC. Asi, tanto el GII tetal (0,39149 vs. 0,30166), como el
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GII ganancias (0,19251 vs. 0,15778), GII pérdidas ((0,19898 vs. 0,14388) y promedio de
alteraciones por tumor (95,30 vs. 68,50) fueron superiores en B3. En contra de lo
que cabia esperar, todos los tumores IMS del cluster B también se encontraron

incluidos en dicho subgrupo, alcanzando la significaciéon estadistica (p=0,010)

(Tabla 1V.17).

Cluster A1 Cluster A2 p-valor(tl
N2 de tumores 25 13 -
GII total
Maximo 0,89196 0,71146 -
Minimo 0,00001 0,00052 -
Media [SD] 0,40010 [0,26115] 0,11184 [0,21733] 0,001
Promedio CNV/tumor 135,16 (118,00) 45,69 (42,00) 0,002
Promedio aneuploidia 2,83 (3,00) 1,46 (0,00) NS
GI| sanancias
Maximo 0,40747 0,35419 -
Minimo 0,00001 0,00025 -
Media [SD] 0,18963 [0,10511] 0,03881 [0,09584] 0,0001
Promedio CNV gan./tumor 72,32 (58,00) 11,38 (7,00) 0,002
>1Mb 58,28 (48,00) 6,08 (4,00) 0,001
<1Mb 14,04 (11,00) 5,31 (5,00) 0,0141(2]
GII pérdidas
Maximo 0,58159 0,45432 -
Minimo 0,00001 0,00013 -
Media [SD] 0,21047 [0,21216] 0,07303 [0,14926] 0,03012]
Promedio CNV pérd./tumor 62,84 (58,00) 34,31 (42,00) NS
>1Mb 42,12 (20,00) 11,46 (14,00) 0,023[2]
<1Mb 20,72 (15,00) 22,85 (24,00) NS
IMS 2 3 NSI3I

Tabla IV.16. Datos de inestabilidad genémica para los subgrupos Al y A2 del andlisis no supervisado de los
tumores de inicio temprano. Los datos mostrados entre paréntesis corresponden al valor de la mediana.
[11Anélisis estadistico efectuado mediante la prueba t de Student de dos colas. [2]Andlisis estadistico efectuado
mediante la prueba U de Mann-Whitney. 31Analisis estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado
(x2). CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: fndice de inestabilidad genémica. IMS: Inestabilidad de

microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.: Pérdidas. SD: Desviacién Estandar.

Entre las alteraciones mas recurrentes del cluster B3 se encontraron las
ganancias en 4q31-q32, 5q14, 12p13-q13 y 13q12 (100%), y las pérdidas en
17q11 (80%). Por el contrario, en el cluster B4 predominaron las ganancias en

1p36-p34, 2p25-p24, 2q11-q14, 2q37, 3p25, 3q21-q23, 7p14, 7q32 y 16p13-pl1l
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(92%), y las pérdidas en 18q11-q12 (58%), 18p11 (50%) y 4q31-q32 (42%). Las

restantes caracteristicas

IV.17.

de inestabilidad se encuentran recogidas en la Tabla

Cluster B3 Cluster B4 p-valor(tl
N2 de tumores 10 12 -
GII total
Maximo 0,77414 0,91256 -
Minimo 0,00237 0,00012 -
Media [SD] 0,39149 [0,27826] 0,30166 [0,31020] NS
Promedio CNV/tumor 95,30 (104,00) 68,50 (32,50) NS
Promedio aneuploidia 4,44 (4,00) 4,08 (3,00) NS
GII sganancias
Maximo 0,56532 0,39539 -
Minimo 0,00162 0,00010 -
Media [SD] 0,19251 [0,22203] 0,15778 [0,15866] NS
Promedio CNV gan./tumor 39,10 (29,50) 32,42 (14,50) NS
>1Mb 26,50 (18,00) 24,42 (7,50) NS
<1Mb 11,60 (11,50) 8,00 (4,50) NS
GII pérdidas
Maximo 0,37258 0,51717 -
Minimo 0,00002 0,00002 -
Media [SD] 0,19898 [0.11768] 0,14388 [0,16880] NS
Promedio CNV pérd./tumor 56,20 (72,00) 36,08 (16,50) NS
>1Mb 40,80 (51,00) 23,75 (12,00) NS
<1Mb 15,40 (15,00) 12,33 (3,00) NS
IMS 5 0 0,010(2
Mutacion en BRAF 0 1 NS

Tabla IV.17. Datos de inestabilidad genémica para los subgrupos B3 y B4 del andlisis no supervisado de los
tumores de inicio temprano. Entre paréntesis se representa la mediana. [JAnalisis estadistico efectuado
mediante la prueba t de Student de dos colas. [2JAnalisis estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-
cuadrado (x2). CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: Indice de inestabilidad genémica. IMS:

Inestabilidad de microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.: Pérdidas. SD: Desviacion Estandar.

4.2.1. Correlacion anatomoclinica y molecular en adultos jovenes

El cluster A incluy6 un mayor porcentaje de pacientes muy jévenes (<36 afios en
el momento de diagnostico) y todas las recidivas tumorales (p=0,038), por lo que
inevitablemente se encontr6 asociado a un peor pronostico (Figura 1V.11). En la
comparacion de los subgrupos derivados de ellos (A1, A2, B3 y B4) los cuatro

presentaron rasgos diferenciadores, aunque unicamente se alcanzo la significacion
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estadistica al evaluar la histologia tumoral (Tabla IV.18). Las mayores tasas de
recidiva se encontraron ligadas al subgrupo cromosdémicamente mas inestable
(A1), mientras que la mayores tasas de mortalidad lo hicieron al subgrupo con
mayor porcentaje de neoplasias diseminadas (B4), que ademas incluy6 la mayor
proporcién de tumores localizados en el recto/unién rectosigmoidea (41,7%). En
consecuencia, los individuos estratificados dentro de este ultimo subgrupo
presentaron el pronéstico mas desfavorable (Figura IV.11). Como era de esperar, el
cluster con mas neoplasias relacionadas con el SL (A2) manifesté predominio de la
localizacion derecha (38,4%), aunque asocié un mayor promedio de poélipos. Por
ultimo, cabe destacar que el cluster A1l albergé la totalidad de carcinomas
pobremente diferenciados, mientras que el cluster B3 incluy6 el mayor porcentaje

de tumores mucosecretores o con células en “anillo de sello” (Tabla IV.18).

1,0 b *p=0.035 104 —+———+ #++ p=0.195
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0,81 ) - A-censurado 08 L. CLUSTER B3
{~B-censurado Lo on s I"ICLUSTER B4
{~ Al-censurado
0,6 0,61 1 AZ—censm:ado
B3-censurado
—— B4-censurado
0,4 0,41
0,2 0,2
0,01 0,0
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0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
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. —I1CLUSTER A ﬂ —CLUSTER A1
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081 - A : 08 1t,p CLUSTER B3
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Figura IV.11. Curvas de supervivencia para los clusters principales y secundarios obtenidos tras el analisis no
supervisado de los tumores de inicio temprano. En la parte superior se encuentra la SLE en los dos clusters
principales (A) y en los cuatro secundarios (B). En la parte inferior se encuentra la ST en los dos clusters
principales (C) y en los cuatro secundarios (D). En todos los casos el eje de ordenas representa la

supervivencia acumulada. SLE: Supervivencia libre de enfermedad. ST: Supervivencia total.
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Cluster A1 Cluster A2 Cluster B3 Cluster B4 P

valor(ll
N¢ de pacientes 25 13 10 12

36-45 afios 19 10 9 11 NS

<36 afos 6 (54,5%) 3(27,3%) 1(9,1%) 1(9,1%)
Localizacion

Colon derecho 5(20%) 5 (38,4%) 1(10%) 1(8,3%)

Colon izquierdo 15 (60%) 4 (30,8%) 7 (70%) 6 (50%) NS

Recto/Uni6n RS 5(20%) 4 (30,8%) 2 (20%) 5 (41,7%)
Histologia

Adenocarcinoma 22 (88%) 7 (53,8%) 9 (90%) 11 (91,7%) 0,034

ADA malignizado 3 (12%) 6 (46,2%) 1 (10%) 1 (8,3%)

G. diferenciacion:

Alto 10 (45,5%) 3 (42,9%) 4 (44,4%) 2 (18,2%)

Medio 8 (36,4%) 4 (57,1%) 5 (55,6%) 9 (81,8%) NS

Bajo 4 (18,1%) - - -

Mucosecretor 7 (31,8%) 1(14,3%) 3(33,3%) 2 (18,2%) NS
C. en “Anillo de sello” 1 (4,5%) - 1(11,1%) - NS
Estadio TNM

I 6 (24%) 6 (46,2%) 2 (20%) 3 (25%)

11 9 (36%) 4 (30,8%) 7 (70%) 1(8,3%) NS

111 5(20%) 1(7,6%) 1(10%) 3 (25%)

v 5(20%) 2 (15,4%) - 5 (41,7%)
Promedio pélipos 3,76 [1,00]  6,00[4,00] 2,40[2,00] 1.33[0,00] NSzl
T. sincronicos 2 (8%) 1(7,7%) - - NS
T. metacrdénicos - 2 (15,4%) - - NS
ST 87,12+50,85 99,08+63,18 86,10+10,03 59,50+36,07 NSEBI
SLE 72,60£53,90 78,38+65,68 84,50+9,48 51,42+44,26 NS
Recidiva tumoral 5 (20%) 2 (15,4%) - - NS
Mortalidad 7 (28%) 3(23,1%) - 4(33,3%) NS
Sospecha

Esporadico 13 (52%) 3 (23,1%) 5 (50%) 6 (50%)

Agregacion 9 (36%) 6 (46,2%) 1 (10%) 4 (33,3%) NS

Amsterdam II positivo 3 (12%) 4 (30,7%) 4 (40%) 2 (16,7%)

Casos Lynch 2/7 (28,6%) 3/7(42,8%) 2/7(28,6%) - NS

Tabla IV.18. Correlacién anatomoclinica y molecular para los 4 subgrupos obtenidos tras el analisis no
supervisado de los 60 tumores de inicio temprano. Los datos mostrados entre corchetes corresponden al valor
de la mediana. [t]Analisis estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (x?). [2lAndlisis estadistico
efectuado mediante la prueba de Kruskal-Wallis. [3]Analisis estadistico efectuado mediante analisis de varianza
(ANOVA) de un factor. ADA: adenoma. C: Células. G.: grado. NS: No Significativo. RS: rectosigmoidea SLE:

Supervivencia Libre de Enfermedad. ST: Supervivencia total. T.: tumores.
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4.3. Agrupacion jerarquica no supervisada de los adultos ancianos

La primera rama del analisis no supervisado estratificd los tumores en dos
grupos marcadamente diferentes respecto a su grado de inestabilidad: el cluster C
(n=56) y el cluster D (n=30) (Figura 1V.12; Tabla 1V.19). El cluster C manifestd
valores superiores para todos los parametros indicadores de INC, resultando
considerablemente mas inestable. Asi, tanto el GII total (0,44443 vs. 0,16592;
p=0,001), como el GII ganancias ((,18342 vs. 0,07916; p=0,001), el GII rérdidas (0,26096
vs. 0,08672; p=0,001), el promedio de CNV por muestra (194,02 vs. 68,63;
p=0,021) y el promedio de aneuploidia (4,09 vs. 2,24; p=0,006) fueron

significativamente superiores en él (Tabla IV.19).

o
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Figura IV.12. Agrupacion jerarquica no supervisada de los 86 adultos ancianos.

Cuando ambos clusters fueron comparados con el objeto de identificar
diferencias significativas entre ellos, se observd la existencia de una serie de
regiones comunmente alteradas en todos los tumores. Entre dichas regiones se
encontraron las ganancias en 7ql1 (54%), 20q11 (40%) y 7922 (37%), y las
pérdidas de 18q22 (46%), 1p31 (42%), 4p15 (42%), 5p15 (42%) y 18q12 (42%).
Los posteriores analisis estadisticos identificaron un total de 168 alteraciones
recurrentes (52 ganancias y 116 pérdidas) con afectaciéon significativamente
diferencial en los dos clusters (Anexo 7). Como era de esperar, la distribucion de
estas alteraciones result6 marcadamente heterogénea, con claro predominio de las
ganancias (51 vs. 1) y las pérdidas (115 vs. 1) en el cluster mas inestable, el cluster
C. Dentro de él, destacaron las pérdidas en 22q11-p22 (56%), 8q24 (50%) y 10926
(50%), mientras que dentro del cluster D lo hicieron las ganancias en 19q13 (31%)

y las pérdidas en 9921 (54%).
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Cluster C Cluster D p-valorfll
N2 de tumores 56 30 -
GII total
Maximo 0,89306 0,86388 -
Minimo 0,00006 0,00007 -
Media [SD] 0,44443 [0,32242] 0,16592 [0,24871] 0,001
Promedio CNV/tumor 194,02 (60,00) 68,63 (19,00) 0,021
Promedio aneuploidia 4,09 (3,00) 2,24 (0,00) 0,006
GII ganancias
Maximo 0,50094 0,47989 -
Minimo 0,00002 0,00002 -
Media [SD] 0,18342 [0,16429] 0,07916 [0,14461] 0,001
Promedio CNV gan./tumor 100,14 (27,00) 30,57 (8,00) 0,001
>1Mb 58,38 (16,50) 13,97 (2,50) 0,001
<1Mb 41,77 (10,00) 16,60 (4,00) 0,018
GII pérdidas
Maximo 0,59903 0,58434 -
Minimo 0,00002 0,00002 -
Media [SD] 0,26096 [0,20845] 0,08672 [0,16693] 0,001
Promedio CNV pérd./tumor 93,88 (30,00) 38,07 (16,50) NS
>1Mb 61,75 (20,00) 19,33 (5,00) 0,014
<1Mb 32,13 (6,00) 18,73 (6,50) NS
IMS 3 4 NSI2]
Mutacién en BRAF 1 3 NSI2]

Tabla IV.19. Datos de inestabilidad genémica para los clusters C y D diferenciados dentro de la agrupacién
jerdrquica no supervisada de los tumores de inicio tardio. Los datos mostrados entre paréntesis corresponden
al valor de la mediana. [1lAndlisis estadistico efectuado mediante la prueba U de Mann-Whitney. [21Anélisis
estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2). CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias.
GII: Indice de inestabilidad genémica. IMS: Inestabilidad de microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo.

Pérd.: Pérdidas. SD: Desviacion Estandar.

De forma analoga a lo sucedido en el analisis no supervisado de los jovenes, los
grupos principales se dividieron en subgrupos secundarios. Asi, del cluster C se
derivaron el cluster C1 (n=24) y el cluster C2 (n=32) (Figura IV.12), cuyas
caracteristicas de inestabilidad se encuentran recogidas en la Tabla IV.20. El
primero de ellos acumul6 un menor grado de inestabilidad, patentizado por cifras
inferiores de GII total (0,41987 vs. 0,46285), GII sanmancias ((0,13043 vs. 0,22316;
p=0,035) y promedio de CNV por muestra (44,63 vs. 306,06; p=0,011), sin
embargo, presenté un valor superior de GII pérdidas (0,28939 vs. 0,23964) y un
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mayor promedio de aneuploidias (6,21 vs. 2,50; p=0,0001) (Tabla IV.20). Todos los
tumores IMS del cluster C se encontraron incluidos dentro del subgrupo
cromosOmicamente mas inestable (C2), aunque no se llegd a alcanzar la
significacidn estadistica (Tabla IV.20). Finalmente, en el cluster C1 destacaron las
pérdidas en 4pl5 (59%), 5p15 (58%) y 18q23 (58%), mientras que las

alteraciones predominantes en el cluster C2 fueron las pérdidas en 6p12 (50%) y

7931 (47%).

Cluster C1 Cluster C2 p-valor(tl

N2 de tumores 24 32 -
GII total

Maximo 0,85220 0,89306 -

Minimo 0,00412 0,00006 -

Media [SD] 0,41987 [0,24537] 0,46285 [0,37276] NSI2l
Promedio CNV/tumor 44,63 (34,00) 306,06 (140,00) 0,011
Promedio aneuploidia 6,21 (6,50) 2,50 (2,00) 0,000112]
GI| sanancias

Maximo 0,40361 0,50094 -

Minimo 0,00076 0,00002 -

Media [SD] 0,13043 [0,12815] 0,22316 [0,17859] 0,03502
Promedio CNV gan./tumor 20,50 (16,00) 159,88 (81,50) 0,002

>1Mb 11,42 (9,50) 93,59 (57,50) 0,002

<1Mb 9,08 (6,50) 66,28 (29,00) 0,009
GII pérdidas

Méximo 0,59903 0,53916 -

Minimo 0,00024 0,00002 -

Media [SD] 0,28939 [0,20505] 0,23964 [0,21166] NSzl
Promedio CNV pérd./tumor 24,13 (18,50) 146,19 (49,50) NS

>1Mb 17,50 (14,00) 94,94 (34,50) NS

<1Mb 6,63 (5,00) 51,25 (22,00) 0,011
IMS - 3

.z NSI3]

Mutacion en BRAF 1 -

Tabla IV.20. Datos de inestabilidad genémica para los subgrupos C1 y C2 del analisis no supervisado de los
tumores de inicio tardio. Los datos mostrados entre paréntesis corresponden al valor de la mediana. [1lAnalisis
estadistico efectuado mediante la prueba U de Mann-Whitney. [21Analisis estadistico efectuado mediante la
prueba t de Student de dos colas. [3lAndlisis estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2).
CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: Indice de inestabilidad genémica. IMS: Inestabilidad de

microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.: Pérdidas. SD: Desviacién Estandar.
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Del cluster D también se derivaron dos subgrupos: el cluster D3 (n=14) y el
cluster D4 (n=16) (Figura IV.12), que Unicamente difirieron de forma significativa
al evaluar el GII total (0,02089 en D3 vs. 0,29283 en D4; p=0,007) y el promedio de
aneuploidias (0,46 en D3 vs. 3,69 en D4; p=0,050). No obstante, el cluster D3
también manifesté menor GII ganancias (0,01430 vs. 0,13591), GII pérdidas (0,00655 vs.
0,15688) y promedio de CNV por muestra (27,79 vs. 104,38). Los tumores IMS se
encontraron repartidos de forma homogénea, aunque la afectacion de BRAF fue
mas frecuente en el subgrupo D4. Como alteraciones recurrentes sdélo se
observaron las mencionadas de forma general para el cluster D: ganancias en

19q13 (31%) y pérdidas en 9921 (54%) (Tabla IV.21).

Cluster D3 Cluster D4 p-valor(ll
N2 de tumores 14 16 -
GII total
Maximo 0,07240 0,86388 -
Minimo 0,00007 0,00009 -
Media [SD] 0,02089 [0,02461] 0,29283 [0,28679] 0,007
Promedio CNV/tumor 27,79 (13,00) 104,38 (52,00) NS
Promedio aneuploidia 0,46 (0,00) 3,69 (3,00) 0,050
GII sganancias
Maximo 0,06161 0,47989 -
Minimo 0,00002 0,00003 -
Media [SD] 0,01430[0,02192] 0,13591 [0,18070] NS
Promedio CNV gan./tumor 7,64 (4,50) 50,63 (11,00) NS
>1Mb 2,86 (1,00) 23,69 (4,50) NS
<1Mb 4,79 (3,50) 26,94 (7,00) NS
GII pérdidas
Maximo 0,02119 0,58434 -
Minimo 0,00005 0,00002 -
Media [SD] 0,00655 [0,00780] 0,15688 [0,20632] NS
Promedio CNV pérd./tumor 20,14 (7,00) 53,75 (28,00) NS
>1Mb 5,64 (2,00) 31,31 (13,00) NS
<1Mb 14,50 (6,50) 22,44 (11,50) NS
IMS 2 2
Mutacién en BRAF - 3 NSt

Tabla IV.21. Datos de inestabilidad gendmica para los subgrupos D3 y D4 del anélisis no supervisado de los
tumores de inicio tardio. Los datos mostrados entre paréntesis corresponden al valor de la mediana. [JAnalisis
estadistico efectuado mediante la prueba U de Mann-Whitney. [2]Andlisis estadistico efectuado mediante la
prueba de Chi-cuadrado (2). CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: Indice de inestabilidad
gendmica. IMS: Inestabilidad de microsatélites. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.: Pérdidas. SD:

Desviacion Estandar.
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4.3.1. Correlacion anatomoclinica y molecular en adultos ancianos

Apenas se observo correlacidn entre el grado de INC y las caracteristicas clinicas
y anatomopatoldgicas de los adultos ancianos, resultando un grupo de poblacién
mucho mas homogéneo que el de los adultos jévenes. En la comparacion de los
clusters principales (C y D) Unicamente se alcanzé la significacion estadistica al
evaluar la frecuencia de tumores metacrénicos (1,8% en C vs. 13,3% en D;
p=0,022). Las restantes variables no evidenciaron diferencias destacables,
pudiendo uUnicamente subrayar la mayor frecuencia de neoplasias pobremente
diferenciadas dentro del cluster D (43,5% vs. 8,5%) y el mayor porcentaje de
tumores diseminados dentro del cluster C (23,2% vs. 16,7%), que como era de
esperar, se asoci0 con valores menos favorables de ST (37,56+23,06 vs.
44,57+37,67) y SLE (30,50£25,80 vs. 32,00+36,36). Por el contrario, el cluster D
incluy6 un porcentaje ligeramente superior de recidivas (16,7% vs. 14,3%) y de

fallecimientos (56,7% vs. 44,6%).

Tampoco se observaron diferencias importantes al comparar los cuatro
subgrupos derivados de los clusters principales (C1, C2, D3 y D4), si bien la
presencia tumores metacronicos (28,6%) y el promedio de poélipos (8,57) fueron
significativamente superiores en el subgrupo D3 (p=0,002 y p=0,037,
respectivamente) (Tabla IV.22). A diferencia de lo sucedido en el analisis no
supervisado de los adultos jévenes, los cuatro subgrupos de ancianos apenas
mostraron rasgos diferenciadores. En lineas generales, el subgrupo
cromosOmicamente mas estable (D3) incluyé un mayor numero de tumores
localizados en el colon izquierdo (42,9%) y un menor porcentaje de neoplasias
diseminadas al diagndstico, por lo que fue el subgrupo que presenté los valores
mas elevados de ST (54,36+46,88) y SLE (42,86+42,60), y por tanto, el que mostré
un prondstico mas favorable. En el extremo opuesto se situd el subgrupo D4, que
siendo uno de los mas estables cromosémicamente, incluyé un alto porcentaje de
tumores metastasicos (25%) y se relaciond con las mayores tasas de mortalidad

(68,8%) (Tabla 1V.22).
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p-

Cluster C1 Cluster C2 Cluster D3 Cluster D4
valor(ll

N¢ de pacientes 24 32 14 16 -
Localizacion

Colon derecho 9 (37,5%) 13 (40,6%) 2 (14,2%) 6 (37,5%)

Colon izquierdo 4 (16,7%) 9 (28,1%) 6 (42,9%) 4 (25%) NS

Recto/Unién RS 11 (45,8%) 10(31,3%) 6 (42,9%) 6 (37,5%)
Histologia

Adenocarcinoma 23(958%) 31(96,9%) 14 (100%) 15 (93,8%) NS

ADA malignizado 1(4,2%) 1(3,1%) - 1(6,2%)
G. diferenciacion!*l:

Alto 5(26,3%) 9 (32,1%) 5 (38,5%) 5 (50%)

Medio 12 (63,2%) 17 (60,7%) 7 (53,8%) 5 (50%) NS

Bajo 2 (10,5%) 2 (7,2%) 1(7,7%) -
M [4] 7 (259

ucosecretor 4(21,1%) (25%) 2 (15,4%) 2 (20%) NS
C. en “Anillo de -

0, - 0,

sello”l4 1 (5,3%) 1(10%) NS
Estadio TNM

I 5(20,8%)  4(12,5%)  4(28,6%)  3(18,8%)

11 6 (25%) 16 (50%) 8 (57,2%) 4 (25%) NS

11 5(20,8%) 7 (21,9%) 1(7,1%) 5(31,2%)

1\Y 8 (33,4%) 5 (15,6%) 1(7,1%) 4 (25%)
Promedio pélipos 3,25 [2,00] 4,22 [1,00] 8,57 [2,00] 1,69 [1,00] 0,03712]
T. sincronicos 5(20,8%) 7 (21,9%) 1(7,1%) 4 (25%) NS
T. metacronicos 1 (4,2%) - 4 (28,6%) - 0,002
ST 39,30+£24,45 36,31+22,31 54,36+46,88 34,79+23,32 NSBI
SLE 30,35+27,08 30,61+25,26 42,86+42,60 21,14+26,03 NSI2]
Recidiva tumoral 4 (16,7%) 4 (12,5%) 2 (14,3%) 3(18,8%) NS
Mortalidad 10 (41,7%) 15 (46,9%) 6 (42,9%) 11 (68,8%) NS
Sospecha

Esporadico 22 (91.7%)  25(78.1%) 11(78.6%) 12 (75%)

Agregacion 2 (8.3%) 7 (21.9%) 2 (14.3%) 4 (25%) NS

Amsterdam II positivo - - 1 (7.1%) -

Casos Lynch

Tabla IV.22. Correlacién anatomoclinica y molecular para los 4 subgrupos obtenidos tras el andlisis no
supervisado de los 86 tumores de inicio tardio. Los datos mostrados entre corchetes corresponden al valor de
la mediana. [t]Andlisis estadistico efectuado mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2). [Z1Andlisis estadistico
efectuado mediante la prueba de Kruskal-Wallis. [3]Analisis estadistico efectuado mediante analisis de varianza
(ANOVA) de un factor. [ILos valores mostrados se basan en el nimero de datos disponible, puesto que para
algunos pacientes en estadio IV inicamente se dispuso de biopsia. ADA: adenoma. C: Células. G.: grado. NS: No

Significativo. RS: rectosigmoidea SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad. ST: Supervivencia total. T.: tumores.
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5. INESTABILIDAD CROMOSOMICA Y SINDROME DE LYNCH

Entre los 7 pacientes jovenes con diagnostico de SL, hubo 4 casos que
destacaron por presentar pardmetros de inestabilidad genémica propios de los
tumores esporadicos sin IMS, y por tanto, muy diferentes de los que habitualmente

muestran los CCR asociados al SL (Tabla IV.23).

Tumores Lynch INC+ Tumores Lynch INC-  p-valorf!!

Numero de casos 4 3 -
GII total
Maximo 0,84255 0,06557 -
Minimo 0,24801 0,02387 -
Media [SD] 0,52567 [0,30007] 0,03789 [0,02398] 0,047
Promedio CNV/tumor 176,25 (158,50) 71,00 (67,00) NS
Promedio aneuploidia 4,75 (4,50) 0,00 (0,00) 0,005
GII sganancias
Maximo 0,56532 0,04832 -
Minimo 0,01547 0,00086 -
Media [SD] 0,27848 [0,22494] 0,01821 [0,02618] NS
Promedio CNV gan./tumor 91,50 (96,00) 15,00 (12,00) 0,047
>1Mb 70,25 (74,50) 8,00 (4,00) NS
<1Mb 21,25 (21,50) 7,00 (8,00) 0,019
GII pérdidas
Maximo 0,58159 0,02301 -
Minimo 0,01961 0,01725 -
Media [SD] 0,24720 [0,23967] 0,01968 [0,00298] NS
Promedio CNV pérd./tumor 84,75 (80,50) 56,00 (55,00) NS
>1Mb 65,50 (63,00) 18,33 (18,00) NS
<1Mb 19,25 (20,00) 37,67 (37,00) NS

Tabla IV.23. Comparacién de la inestabilidad genémica asociada a los 7 tumores Lynch incluidos en la serie.
Los datos mostrados entre paréntesis corresponden al valor de la mediana. [JAnalisis estadistico efectuado
mediante la prueba t de Student de dos colas. CNV: Copy number variations. INC: Inestabilidad cromosémica.
Gan.: Ganancias. GII: indice de inestabilidad genémica. Mb: Megabase. NS: No Significativo. Pérd.: Pérdidas. SD:

Desviacion Estandar.

Las caracteristicas detalladas para cada uno de estos 4 tumores se encuentran
recogidas en la Tabla [V.24. Aunque ninguna alteracion manifesté clara
prevalencia, las ganancias en el cromosoma 22 fueron discretamente mas

frecuentes.
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Muestra 93 Muestra 112 Muestra 129 Muestra 131

Numero de array 133 116 63 64
Gen MMR mutado MSH2 MSH6 MLH1 MSH6
GI] total 0,72037 0,24801 0,29177 0,84255
Promedio CNV 171 107 146 281
Aneuploidias 4 7 3 5
Descripcion +4,+6, +13, -4,-8, +9, -15, +17,+19, -3,-4,-5,+19,
+21 +17, +20, +22 +22 +22
GII ganancias 0,56532 0,01547 0,27216 0,26096
Promedio CNV gan. 87 30 105 144
>1Mb 63 14 86 118
<1Mb 24 16 19 26
GII pérdidas 0,15505 0,23255 0,01961 0,58159
Promedio CNV pérd. 84 77 41 137
>1Mb 61 65 16 120
<1Mb 23 12 25 17

Tabla IV.24. Descripcion detallada de la inestabilidad genémica asociada a los 4 casos Lynch con
caracteristicas diferenciales. [1ISe detecta la variante de significado incierto c.431G>T, ademas de los
polimorfismos ¢.3438+14A>T y c¢.3646+31_3646+34dupATCT. La variante mencionada pudiera ser patogénica
segun predictores bioinformaticos (PolyPhen), si bien la bibliografia existente no es concluyente al respecto.
CNV: Copy number variations. Gan.: Ganancias. GII: Indice de inestabilidad genémica. Mb: Megabase. MMR:

Mismatch repair. Pérd.: Pérdidas.

Desde el punto de vista anatomopatologico, los 4 tumores presentaron
histologia de adenocarcinoma y mostraron predileccion por el colon izquierdo
(p=0,047). En general fueron tumores bien diferenciados que se asociaron a
valores de ST y SLE mas desfavorables que sus andlogos estables, aunque sin

alcanzar la significacion estadistica.
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V. DISCUSION






1. EL CANCER COLORRECTAL

1.1. Consideraciones generales

El CCR en adultos jovenes (<45 afios en el momento de diagnoéstico) representa
una situaciéon poco frecuente que abarca menos del 10% de las neoplasias
colorrectales (Stigliano et al. 2014). A pesar de su rareza, los ultimos estudios
apuntan hacia un aumento de su incidencia, hecho facilmente explicable teniendo
en cuenta la implementacion cada vez mas extendida de los programas de cribado

poblacional (Young et al. 2015).

Desde el punto de vista anatomoclinico, el CCR en el adulto joven parece
presentar caracteristicas diferenciadoras con respecto a su analogo en el anciano
(Osorio et al. 2014, Kirzin et al. 2014). En general, son tumores frecuentemente
asociados a etapas avanzadas que muestran predisposicion a la localizacién
derecha, los bajos grados de diferenciacién y la produccién de mucina. Ademas,
suelen presentar fenotipo invasivo, por lo que resulta comun la deteccién de
metastasis en el momento de su diagnoéstico (Wang et al. 2015, Goel et al. 2010). La
gran discordancia existente entre las implicaciones clinicas y prondsticas
asociadas al CCR en funcién de su edad de aparicion, tal vez pueda encontrar su
justificacion en diferentes mecanismos moleculares vinculados a sus respectivos
procesos de formacién. Tales diferencias podrian abarcar desde pequefias
desviaciones en la secuencia adenoma-carcinoma, hasta la existencia de nuevas
vias de carcinogénesis todavia desconocidas (Perea et al. 2010). Para dar respuesta
a este planteamiento resulta imprescindible mejorar la caracterizacién molecular
del CCR, y dado que la inestabilidad gendémica es un sello caracteristico de la
enfermedad que frecuentemente se relaciona ganancias y pérdidas de material
genetico, herramientas como los a-CGH podrian servir de gran ayuda a la hora de

llevar a cabo esta tarea (Labots et al. 2014).

Estos antecedentes unidos a la importancia que ejercen los cambios en el
numero de copias sobre el proceso de oncogénesis, han hecho que el objetivo del
presente trabajo fuese tratar de mejorar la comprension de las bases moleculares
del CCR en el adulto joven. Hasta nuestro conocimiento, hemos analizado mediante

a-CGH el mayor grupo de CCR de inicio precoz publicado hasta la fecha, y
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posteriormente hecho un analisis comparativo con un grupo de CCR de inicio
tardio. Nuestro proposito ha sido identificar potenciales loci de susceptibilidad
para tratar de aportar un poco de luz a esta entidad todavia tan desconocida. Los
resultados presentados en este trabajo podrian servir para establecer una
clasificacion basada en el perfil de INC de cada paciente, y en un futuro, orientar
hacia diferentes estrategias de abordaje terapéutico basadas en las caracteristicas

individuales de cada tumor.

2. DESCRIPCION DE LAS POBLACIONES ESTUDIADAS

2.1. Caracteristicas anatomoclinicas

2.1.1. Caracteristicas clinicas

Las dos poblaciones mostraron edades medias de diagnéstico similares a las
descritas por otros autores, que se situaron en los 39,14+5,58 afios en el caso de
los jévenes y en los 77,82+5,71 en el de los ancianos (Berg et al. 2010, Kirzin et al.
2014). No se observaron diferencias en cuanto a la distribucion por sexos, si bien
el porcentaje de varones fue discretamente superior en los dos grupos. Este dato
coincide con algunos trabajos ya publicados (Murphy et al. 2011, Zahir et al. 2014),
aunque difiere de otros que destacan la mayor proporcién de casos en el sexo

femenino, especialmente dentro de la poblacién joven (Kirzin et al. 2014).

La localizacion tumoral ha sido sugerida como uno de los factores mas
influyentes en la morfologia del CCR, pues se han observado diferencias
epidemioldgicas, clinico-patoldgicas y familiares dependiendo de la ubicacion del
tumor en el colon (Benedix et al. 2010, Snaebjornsson et al. 2010, Yamauchi et al.
2012). A nivel mundial, el cancer localizado en el lado derecho se observa con
mayor frecuencia en mujeres y ancianos, mientras que la localizacién izquierda
predomina en varones jovenes (Bae et al. 2013, Snaebjornsson et al. 2010). No
obstante, no todos los autores confirman esta tendencia (Lin et al 2005, Liang et al.
2006, Savas et al. 2007). En nuestra serie, los tumores en el colon fueron mas
frecuentes que los de recto o unién rectosigmoidea, predominando la localizacién
izquierda en jovenes (46,6%) y la derecha en ancianos (36,1%). Algunas
publicaciones subrayan la mayor frecuencia de tumores distales en series de

individuos jovenes sin antecedentes familiares de CCR (Chang et al. 2012, Myers et
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al. 2013, Stigliano et al. 2014), por lo que la localizacién proximal ha sido sugerida
como un indicador de la presencia de un componente hereditario (Kirzin et al.
2014). En este sentido, es interesante sefialar que unicamente el 35,4% de los
jovenes analizados en nuestra serie mostr6é agregacion familiar de neoplasias
relacionadas con el SL o con caracteristicas propias de éste (como la IMS), dato que
podria justificar la mayor frecuencia de casos con localizacion distal en dicha

poblacion.

2.1.2. Caracteristicas anatomopatolodgicas

Como era de esperar, el adenocarcinoma constituyd la histologia mayoritaria en
los dos grupos (Schneider et al. 2014), si bien la mayor proporcién de adenomas
malignizados entre los jovenes suavizo la diferencia. Del mismo modo, el adenoma
tubular constituyé el tipo evolutivo mas frecuente entre los jovenes (72,2%),
mientras que el adenoma tubulovelloso lo hizo entre los ancianos (60%) (Bas et al.

2015).

Algunos articulos describen el bajo grado de diferenciacion como una
caracteristica tipicamente asociada al CCR de aparicion precoz (Wang et al. 2015),
sin embargo, la diferenciacién moderada fue mas habitual en nuestra serie. Aun
asi, cabe destacar que los tumores pobremente diferenciados fueron mayoritarios
en la poblacién joven (14,1% vs. 6,2%). En consonancia con otras publicaciones, y
como era de esperar dado que el 13,6% de los jovenes fue confirmado
molecularmente como SL, los tumores mucinosos, las neoplasias mucosecretoras y

las células en “anillo de sello” predominaron en dicho grupo (Valle, 2014).

La histologia mucinosa tiene un valor pronédstico controvertido. Algunos
trabajos la han relacionado de forma significativa con un mal prondstico (Gao et al.
2013, Hyngstrom et al. 2012, Mekenkamp et al. 2012), mientras que otros no
comparten estos hallazgos (Langner et al. 2012). En nuestra serie, la presencia de
mucina se asocié con valores de ST y SLE mas desfavorables en las dos
poblaciones, por lo que nuestros resultados se encuentran alineados con la
primera afirmacion. Ademas, la diferenciacién mucinosa parece ejercer diferentes
efectos dependiendo de la localizacién tumoral, de modo que en el recto se
presenta como un marcador de mal prondstico, y en el lado derecho parece ejercer

un efecto favorable (Schneider et al. 2014). Posiblemente, esta discrepancia sea
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debida a que los adenocarcinomas mucinosos en la parte proximal del colon suelen
estar relacionados con un componente familiar, tipicamente vinculado al SL

(Banerjea et al. 2009).

2.1.3. Prondstico y supervivencia

Al igual que ocurre en otras neoplasias, el pronéstico del CCR varia en funciéon
de la etapa de diagnéstico. El sistema de estadificaciéon propuesto por la AJCC
proporciona informacién pronostica muy util en pacientes con fases iniciales o
avanzadas de la enfermedad. Sin embargo, es menos capaz de predecir el resultado
en los niveles intermedios, en los que pacientes con tumores en el mismo estadio
pueden experimentar pronosticos muy diferentes (Schneider et al. 2014). En estos
niveles, la evaluacién de variables como la invasién linfatica, la necrosis tumoral o
la respuesta inflamatoria resultan de gran utilidad (Schneider et al. 2014). En
general, los CCR sintomaticos suelen encontrarse en etapas avanzadas en las que
las alternativas terapéuticas curativas son escasas. Por ello, resulta primordial la
eliminacién de lesiones precancerosas que pueden anteceder en varios afios al
cancer invasivo. Es sabido que la incidencia de pdlipos adenomatosos aumenta en
proporcion directa con la edad, estimandose en torno al 63,6% su frecuencia entre
los 45 y los 60 afios (Bas et al. 2015, Wang et al. 2014). En sintonia con esto, el
70,3% de nuestra serie mostrd pdlipos en algin momento de su vida, siendo éstos
mas frecuentes entre los ancianos (65,9% vs. 74,2%). Aunque no son muchas las
series que comparan la aparicion de polipos en pacientes de diferente edad,
nuestros hallazgos son acordes a lo descrito en la literatura (Chang et al. 2012).
Excluyendo los 6 individuos jovenes con mutaciéon germinal en APC, el nimero
medio de poélipos fue de 3 para los jovenes y de 4 para los ancianos, con

predominio del tipo adenomatoso en los dos casos.

El pronéstico del CCR de inicio precoz es controvertido. Frente a algunas
publicaciones que le confieren un peor pronéstico (da Fonseca 2012, Osorio et al.
2014), otras reportan tasas de mortalidad independientes de la edad de
diagnostico (O'Connell et al. 2004). Tales discrepancias posiblemente encuentren
su fundamento en los criterios de inclusion, puesto que los tumores hereditarios
(mas concretamente los asociados al SL) presentan un mejor prondstico que sus

analogos esporadicos (Banerjea et al. 2009). En nuestra serie, las variables ST, SLE
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y mortalidad global presentaron valores mas favorables en el grupo de poblacion
joven, observandose equivalencia en la frecuencia de recidiva tumoral. Todos los
pacientes jovenes fallecieron como consecuencia de su neoplasia colorrectal, sin
embargo, dicho porcentaje disminuy6 hasta el 63,6% en el caso de los ancianos,

hallazgo por otra parte esperable dada la avanzada edad de algunos sujetos.

La deteccidn de metastasis al diagnostico fue muy similar en los dos grupos, con
predominio de la afectacidon hepatica en ambos. Nuestros resultados coinciden con
otros previamente publicados, aunque difieren en su magnitud. Mientras que
algunos trabajos recogen porcentajes de diseminacidn al diagnostico del 69% para
jovenes y del 49% para ancianos (Boardman et al. 2007), en nuestra serie tales
porcentajes no superaron el 25% en ningin caso. Aunque nuestros resultados son
alentadores, la tasa de tumores diagnosticados con diseminacién a distancia sigue
siendo muy alta. Por una parte, ello podria ser debido a los pacientes jovenes
asintomaticos que no cumplen criterios para beneficiarse de los programas de
cribado del CCR (Segura et al. 2014, Young et al. 2015). Por otra, cabria considerar
una carcinogénesis acelerada de las neoplasias IMS+ (de Jong et al. 2004), hipotesis
no avalada por todos los autores (Liang et al. 2003, Lin et al. 2005). Mas
significativa fue la diferencia observada en cuanto al diagndstico en fases iniciales
de la enfermedad (estadio I), donde los pacientes jévenes despuntaron frente a los
ancianos (31,8% vs. 18,5%), posiblemente como consecuencia de la eficacia del

programa de cribado instaurado en nuestra area sanitaria hace tiempo.

Los pacientes ancianos se caracterizaron por una mayor frecuencia de tumores
sincrénicos y/o metacronicos, aunque en este caso, nuestros resultados no
coincidieron con la literatura. Globalmente, la prevalencia del CCR sincrénico varia
entre el 1,1% y el 8,1%, siendo mas frecuente en los hombres (relacion 1,8:1) (Lam
et al. 2014). Cuando se compara con el CCR solitario, el carcinoma sincrénico
parece implicar mas a menudo la parte proximal del colon y presentar histologia
mucinosa asociada a IMS. Algunos autores han reportado frecuencias de tumores
sincrénicos y/o metacrénicos del 9,8% en jévenes y del 1,8% en ancianos (Liang et
al. 2003), sin embargo, dichos porcentajes se elevaron hasta el 13,6% y el 25,8%

en nuestro estudio.
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2.2. Caracteristicas familiares

El 77,9% de nuestra serie presentd historia familiar de CCR o cumpli6 los
criterios de Amsterdam II para el SL, siendo la poblacién joven quien mas
contribuyo a este porcentaje (57,3% vs. 20,6%). Otros trabajos publicados también
recogen una mayor agregacion familiar en poblacién joven, con porcentajes que
oscilan entre el 10% y el 46% y que son tanto mayores cuanto menor es la edad de
corte empleada en el estudio (Jasperson et al. 2010, Steinhagen et al. 2012). De
hecho, algunos autores han sugerido la combinacién de la edad precoz con otras
caracteristicas clinicopatoldgicas y/o familiares, como una herramienta efectiva en

la identificacién de pacientes con SL (Perea et al. 2011).

Es bien sabido que los factores genéticos juegan un papel importante en la
susceptibilidad del CCR, habiendo sido estimado que cerca del 30% de los
diagnosticos son atribuibles a causas heredadas (Binefa et al. 2014). De ellos,
Unicamente el 5-6% son debidos a mutaciones germinales en genes de alta
penetrancia tales como MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, APC y MUTYH, por lo que una
parte importante se diagnostica en pacientes con agregacion familiar en los que no
existe una base genética conocida (Shiovitz et al. 2014). Como se vera mas
adelante, no en todos los pacientes jovenes Amsterdam II positivos de nuestra
serie se identific6 una causa genética responsable de la enfermedad (ver
Apartados 1.4 y 2.3 de los Resultados), hecho que sugiere la existencia de un
posible componente genético que podria estar en relacion con nuevos sindromes
hereditarios. Estos casos son habitualmente designados como CCR familiar tipo X
(Goel et al. 2010, Stigliano et al. 2014) y se cree que podrian constituir el resultado
del efecto sinérgico de varios genes de baja susceptibilidad que considerados de
forma conjunta son capaces de conferir un riesgo aumentado de padecer esta

neoplasia.

3. ANALISIS DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

La IMS constituye un evento frecuente en la progresion del CCR producido por
la inactivaciéon del sistema de reparaciéon del ADN. Aparece en el 15% de los
tumores (Kocarnik et al. 2015) y puede tener origen de dos formas bien

diferenciadas. En primer lugar, la vinculada al SL y relacionada con mutaciones
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heredadas en los genes del sistema MMR. En segundo lugar, la vinculada a los casos
esporadicos y relacionada con alteraciones en BRAF que conllevan Ila
hipermetilaciéon de los promotores de los genes del sistema MMR (con mayor
frecuencia MLH1) (Mundade et al. 2014). Partiendo de esta base, un resultado
positivo en el estudio mutacional de BRAF permite descartar con una elevada

probabilidad el origen hereditario del tumor.

En los tumores de origen esporadico, la IMS suele estar vinculada a edades
avanzadas (Carethers et al. 2015). Inicialmente, todos los CCR diagnosticados en
jovenes eran considerados de origen hereditario, y dada su frecuente asociaciéon
con el SL, la IMS era entendida como un rasgo caracteristico de los inicios
tempranos de la enfermedad. Posteriores investigaciones demostraron que mas
del 60% de estos tumores presentaba EMS, aportando a la idea inicial que entendia
el CCR como una enfermedad unica, un nuevo enfoque en el que cada tumor era
concebido como una entidad diferenciada del resto (Osorio et al. 2014). Diferentes
publicaciones han sugerido que s6lo 1 de cada 20 tumores de inicio temprano es
consecuencia de mutaciones germinales, presentando el resto naturaleza
esporadica y etiologia genética poco conocida (Antelo et al. 2012, Chang et al.
2012, Stigliano et al. 2014). Los resultados obtenidos en nuestra serie corroboran
esta afirmacidn, ya que por cada 20 adultos jévenes, sélo hubo 1,6 en los que se

detectase mutacidn a nivel germinal.

Como era de esperar, la IMS fue mas comin entre los tumores de inicio
temprano (16% vs. 13%), aunque sin llegar a alcanzar los valores publicados por
otros autores. La literatura recoge frecuencias de IMS que oscilan entre el 19,7% y
el 41% para este grupo de edad (Osorio et al. 2014), sin embargo, en nuestra
poblacion apenas se alcanzo6 el limite inferior de dicho intervalo. Seguramente, esta
discrepancia sea derivada de la menor proporcion de pacientes Amsterdam II
positivos en nuestro estudio. Cuando se compara la frecuencia de la IMS en funcién
de la edad de diagnéstico, los porcentajes varian dependiendo de la publicacién
consultada. Asi, mientras que unos sefalan diferencias del 23,1% (Liang et al.
2003) otros reportan porcentajes similares (Chang et al. 2012), probablemente por
el mayor nimero de tumores silenciados epigenéticamente en la poblacién

anciana. En nuestro estudio, las dos poblaciones difirieron s6lo en un 3% (16% en
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jovenes vs. 13% en ancianos), por lo que nuestros hallazgos se encuentran mas

proximos a la afirmacidn realizada por el segundo grupo de autores.

De los 173 pacientes sometidos inicialmente al analisis, solamente 11 (11
jovenes) presentaron mutacion en alguno de los genes del sistema MMR (7 de ellas
patogénicas y 4 de significado desconocido) (Tabla IV.9). En todos los tumores IMS
se identificd ausencia de expresion de alguna proteina del sistema de reparacion,
con una tasa de alteraciones IHQ similar a la descrita por otros autores (12-21%),
incluso sin tener en cuenta la edad de inicio de la enfermedad (Giraldez et al. 2012,

Goel et al. 2010, Steinhagen et al. 2012).

El porcentaje de mutaciones detectado en nuestra serie también coincidié con lo
previamente reportado. Considerando las dos poblaciones de forma conjunta, el
44% de los tumores que presento alteraciones en el estudio IHQ asocié mutacién
en el gen correspondiente, valor que superé el 80% cuando se consideré la
poblacién joven de forma aislada. Las tasas de mutacién varian entre el 8,9% y el
92,6% dependiendo del criterio de edad empleado en la seleccion de los pacientes
(Antelo et al. 2012, Liang et al. 2003). En nuestra serie, el 84,6% de los jovenes (11
pacientes) presentdé mutacién en el gen asociado a la proteina no expresada,
mientras que sélo hubo 3 casos (1 joven y 2 ancianos) en los que la IMS fuese
justificada por hipermetilacion del promotor de MLH1. Curiosamente, uno de los
pacientes ancianos con silenciamiento epigenético también presentd cuatro
alteraciones no patogénicas que afectaron a MLH1 y MSH6. Nuestras coincidencias
con la literatura también incluyeron la distribucion de los cambios en los distintos
genes. Se han descrito tasas de mutacion en MLH1, MSH2 y MSH6 que oscilan en
torno al 60%, 30% y 10%, respectivamente (Pinheiro et al. 2015, Wielandt et al.
2012). En nuestra serie, estas alteraciones se identificaron con frecuencias del

45,5%, 45,5% y 9%.

4. INESTABILIDAD CROMOSOMICA EN JOVENES Y ANCIANOS

La INC es un proceso progresivo que puede derivar en la adquisicién de
mutaciones en genes responsables del mantenimiento de la integridad del genoma
y/o en genes que controlan la proliferacion celular. A menudo se manifiesta con

ganancias o pérdidas de cromosomas enteros, o con deleciones/amplificaciones
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que distribuyen numerosas CNV a lo largo de todo el genoma. Actualmente, los
tumores EMS de inicio temprano son considerados un subtipo de CCR esporadico
de etiologia genética desconocida (Antelo et al. 2012, Stigliano et al. 2014). Su gran
heterogeneidad clinica y sus desfavorables caracteristicas prondsticas han
posicionado a este tipo de tumores como un grupo de alto riesgo dentro del CCR
(Perea et al. 2014), por lo que no es de extrafiar que diferentes grupos de
investigadores hayan focalizado su atencién sobre la historia natural de los

mismos.

La evidencia acumulada sugiere la existencia de regiones diferencialmente
afectadas en el CCR de inicio precoz y tardio (Berg et al. 2010, Giraldez et al. 2012).
Sin embargo, la relativa baja incidencia de la enfermedad a edades inferiores o
iguales a los 45 afios representa un escollo dificilmente superable que repercute

directamente sobre la falta de unanimidad en los resultados publicados.

4.1. Grado de inestabilidad genémica

E1 97,3% de nuestra serie (142 casos) mostroé alteraciones detectables mediante
a-CGH, con una cifra media de 123,21 cambios por muestra. Unicamente hubo 4
casos en los que no se observé ningun tipo de alteracion, si bien su evaluacién de
forma aislada no arrojé resultados concluyentes que demostrasen la existencia de
rasgos caracteristicos distintivos con respecto al resto de tumores. La IMS soélo
estuvo presente en 1 de estos 4 casos, por lo que los otros 3 pudieron ser
entendidos como MACS. A menudo, los MACS son considerados un tercer grupo de
tumores que asocian caracteristicas clinico-patoldgicas mas desfavorables (Fadhil
et al. 2014, Osorio et al. 2014). Aunque se ha descrito su mayor frecuencia entre las
personas jovenes, en nuestra serie fueron mas comunes entre los ancianos (2 vs.
1). No obstante, el reducido nimero de casos, unido a la falta de un criterio
universal que permita clasificar los tumores como estables o inestables en

términos de INC, podrian justificar facilmente esta discrepancia.

Segun se ha visto, los perfiles de inestabilidad asociados a los CCR de inicio
temprano y tardio difieren mas notoriamente respecto a sus CNV que respecto a su
fraccion media de genoma alterado (Berg et al. 2010). En sintonia con esto,

nuestras poblaciones mostraron valores de GII ttl que dieron lugar a
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representaciones graficas casi superponibles (Figura IV.2). En lineas generales los
pacientes jovenes mostraron un menor GII, aunque las diferencias significativas no
fueron alcanzadas hasta que los tipos de alteracion (ganancias o pérdidas) fueron
considerados de forma independiente. En ese momento, se observé un GII pérdidas

claramente superior en los pacientes ancianos (p=0,004) (Tabla IV.10).

De acuerdo a lo anterior, tampoco se observaron diferencias significativas
respecto a la cifra media de segmentos alterados por tumor, aunque como era de
esperar, los ancianos mostraron una mayor proporcién de los mismos (150,62 vs.
95,80). Es sabido que el GII aumenta conforme avanza la secuencia adenoma-
carcinoma, siendo los adenomas menos propensos a la acumulacién de cambios
que los carcinomas, y éstos a su vez mas propensos conforme aumenta su estadio
tumoral (Orsetti et al. 2014). En nuestro estudio, el grupo de poblacién joven
incluy6 una mayor proporcién de adenomas malignizados (p=0,003), pero un
porcentaje muy similar de tumores en estadio IV (23,9% en jévenes vs. 22,6% en
ancianos). Aplicando el razonamiento previamente expuesto, en nuestra serie
cabria esperar un menor grado de inestabilidad entre los jévenes, tal y como se ha
observado (Tabla IV.10). Por consiguiente, nuestros resultados avalan la
afirmacion realizada por Orsetti y colaboradores, y posicionan a la
desestabilizacion genémica como un factor inherente al desarrollo de los tumores
esporadicos, que debe ser entendida como una causa de malignidad mas que como

un efecto de la misma.

Cuando los segmentos alterados fueron diferenciados en base a su mayor o
menor tamafo con respecto a una longitud de referencia fijada en 1Mb, se observo
que las ganancias inferiores a dicha longitud eran significativamente mas
frecuentes en los pacientes ancianos (p=0,007) (Tabla IV.11). Este hallazgo debe
ser tomado con cautela, dado que la resolucion media de los arrays empleados en
este estudio también se situ6 en 1Mb. Ello significa que las alteraciones con
tamafos inferiores a este umbral podrian ser reales, o por el contrario, deberse a
errores de muestreo. Para poder garantizar la existencia de las mismas, los

resultados deberian ser confirmados mediante otros procedimientos genémicos.
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4.2. Perfil de inestabilidad: tipo y frecuencia de las alteraciones

4.2.1. Comparacion desde el punto de vista cuantitativo

Las dos poblaciones exhibieron regiones con mayor susceptibilidad a la
acumulaciéon de cambios, sugiriendo la implicacién de genes esenciales para el
mantenimiento del equilibrio celular normal. Estas alteraciones recurrentes
(frecuencia 230%) fueron mas comunes en el grupo de poblacion joven (147 vs.
135), aunque abarcaron una longitud de genoma similar en los dos casos (636,92
Mb en jévenes y 590,87 Mb en ancianos). En los jovenes, algunas llegaron a
alcanzar porcentajes de frecuencia del 61%, mientras que en los ancianos ninguna
super6 el 47%. Puede parecer que este dato contradice al mencionado en el
apartado anterior con respecto la proporcion de segmentos alterados en cada
poblacion. Sin embargo, una posible explicacién para el hecho de que los adultos
jovenes muestren un menor nimero de segmentos alterados (150,62 vs. 95,80)
pero una mayor cifra de cambios recurrentes (incluyendo frecuencias mas
extremas), podria ser que el proceso de carcinogénesis en jovenes tal vez requiera
la contribucién de cambios cromosémicos mas especificos, que lo hagan mas

susceptible de adaptarse a un patrén determinado de cambios.

Entre las alteraciones recurrentes observadas hubo una primera fraccién que
resulté comun a los dos grupos, lo que podria significar la existencia de genes que
proporcionan cierta ventaja adaptativa a las células tumorales con independencia
de la edad de inicio de la enfermedad. De ellas destacé la region 19q13.1, por haber
sido descrita como un locus de susceptibilidad para el CCR en un estudio reciente
de asociacion en todo el genoma (GWAS, Genome-wide association study) (Wang et
al. 2013) al comprender mas de cien genes codificantes que incluyen algunos
miembros de la familia del antigeno carcinoembrionario (CEA, Carcinoembryonic

antigen) (Houlston et al. 2008).

Mas llamativa resultd la segunda fraccion de alteraciones, al encontrarse
presente en los dos grupos pero demostrar recurrencias estadisticamente
diferentes, y por tanto, sugestivas de una posible especificidad de grupo (ver
Apartado 4.2.2 de la Discusidn). Entre ellas, destacaron las pérdidas en 1p36
(61%) y en 14q11 (61%), ambas significativamente mas frecuentes en la poblacion

joven y previamente descritas por otros autores. Las pérdidas en 1p36 han sido
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relacionadas con la diseminacion tumoral en tumores EMS en estadios II-1V, y
sugeridas como un marcador prondstico util validado a partir de datos
independientes del TCGA (Mayrhofer et al. 2014). Por su parte, la region 14q11 es
conocida por encontrarse delecionada en aproximadamente el 30% de todos los
CCR, y mas frecuentemente en los tumores de inicio temprano (Mourra et al.
2007). En el grupo de poblacién anciana, el 36% mostré pérdidas en 18q21.2
(donde se localizan DCC y SMAD4) y el 30% lo hizo en 5q22.2 (donde se localiza
APC). Estos porcentajes fueron muy inferiores en el caso de la poblacién joven, lo
que podria significar que los tumores de inicio tardio se encuentran mas
predispuestos a seguir el modelo tradicional de carcinogénesis colorrectal
propuesto a principios de la década de los noventa (Fearon y Vogelstein, 1990). Se
han descrito multiples marcadores prondsticos asociados al CCR, entre los que se
incluyen la pérdida de 18q o reduccién de la expresion SMAD4 (Mayrhofer et al.
2014). También se han relacionado con la supervivencia y la diseminacién tumoral
las pérdidas en 1p, 4p, 8p, 9q, 15q 10p, 19p y 20p y las ganancias en 8q y 20q
(Cancer Genome Atlas Network 2012, Nakao et al. 2011, Poulogiannis et al. 2010).
Existen otros trabajos publicados en los que las pérdidas a lo largo del cromosoma
18 se han sefialado como frecuentes dentro de la enfermedad sin tener en cuenta la
edad de diagnostico (Orsetti et al. 2014). Estas afirmaciones, establecidas para el
CCR de forma global, coinciden con los hallazgos observados en nuestra poblacién
anciana, haciendo ganar fuerza la hipétesis de que tras el CCR de los adultos

jovenes y ancianos subyacen mecanismos moleculares diferentes.

Tanto las CNV como los porcentajes de frecuencia observados en este estudio
difirieron con respecto a los recogidos en la literatura. Algunos autores han
sefalado que las ganancias en 20q11-q13 (68%), 13q11 (57%), 7p22 (36%),
8q23-q24 (36%) y las pérdidas en 18q11-q23 (60%), 17p13-q11 (39%), 10q23
(38%) y 4932 (37%) son habituales en el CCR independientemente de su edad de
inicio (Chen et al. 2011, Giraldez et al. 2012, Hoskins et al. 2012, Wang et al. 2013).
Sin embargo, no todas ellas estuvieron presentes en nuestra serie, y las que sfi lo
hicieron, manifestaron frecuencias globalmente mas bajas que las previamente
reportadas. En varias de estas alteraciones la suma de los porcentajes asociados a
las dos poblaciones se asemejé al porcentaje publicado de forma global sin

distincion de la edad, mientras que en otras, los porcentajes vinculados a cada
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poblaciéon de forma aislada coincidieron con los descritos por otros autores de
manera global y sin distinciéon de la edad. Asi, las ganancias en 20q11-q13
(presentes en el 38% de nuestros jovenes y en el 36% de los ancianos), 7p22 (38%
de los jovenes y 38% de los ancianos) y 8q23-q24 (34% de los ancianos) también
fueron recurrentes en nuestra serie, sin embargo, la regiéon 13q11 no mostr6 un
porcentaje de alteracion superior o igual al 30% en ninguna de las poblaciones. En
el caso de las pérdidas sucedi6 algo muy similar, de modo que las alteraciones en
18q11-923 (33% en jovenes y 36% en ancianos), 17p13-q11 (37% en jovenes y
33% en ancianos) y 10923 (30% en jévenes) fueron recurrentes en nuestra serie,
aunque la regiéon 4932 no mostré un porcentaje de alteracién superior o igual al

30% en ninguno de los grupos.

La falta de concordancia entre nuestros resultados y otros previamente
publicados podria deberse a varios factores. En primer lugar, podria ser
consecuencia de los diferentes criterios de inclusién empleados. Nuestro estudio
ha sido elaborado a partir de tumores procedentes de pacientes sin sindromes
hereditarios conocidos, que fueron clasificados en dos grupos en funcién de su
edad de diagnéstico (<45 afios y 270 afios), mientras que en otras publicaciones el
criterio para distinguir el inicio precoz y tardio del CCR viene determinado
Unicamente por el hecho de que el diagndstico supere o no la quinta década de vida
(Mourra et al. 2007). En segundo lugar, nuestra serie incluyé un mayor nimero de
pacientes con estadios avanzados de la enfermedad y una mayor cohorte de
tumores localizados en el recto. En este sentido, es importante subrayar que
algunos estudios han especificado que las diferentes localizaciones tumorales
pueden influir sobre el perfil molecular de la neoplasia, sugiriendo la localizacién
anatomica de origen como un buen discriminador a la hora de clasificar los
diferentes tipos de CCR (Ayiomamitis et al. 2014, Ding et al. 2014, Slebos et al.
2015, Zhang et al. 2014). Este hecho podria explicar algunas diferencias en el perfil
de CNV observado en el presente trabajo, dado que la localizaciéon rectal
representd el 34% de nuestra serie. Por ultimo, la falta de concordancia entre
nuestros resultados y otros previamente publicados podria ser explicada por el
método utilizado para la evaluacién de las CNV. Asi, mientras que muchos estudios
proporcionan resultados de baja o media resoluciéon (Boardman et al. 2013, Bruin

et al. 2010, Molinari et al. 2011), nosotros hemos utilizado una plataforma de a-

Pagina | 123



CGH con 135.000 sondas isotérmicas que abarcaron el genoma completo con una

separacion media de 12.524 pares de bases.

4.2.2. Comparacion desde el punto de vista cualitativo

Aunque todavia son escasos los estudios que diferencian el CCR en funcién de la
edad de inicio, algunos autores han cuantificado en torno al 3,2% la porcién de
genoma diferente entre los dos grupos (Berg et al. 2010). En nuestra serie, un total
de 24 segmentos cumplieron los criterios de grupo-especificidad establecidos
(p<0,05 y FDR<0,09), demostrando estar estrechamente relacionados con la edad
(Tabla 1V.12). Los 24 segmentos fueron categorizados en base a su nivel de
frecuencia dentro de cada poblacion, de manera que pudieron ser distinguidos tres
tipos diferentes: aquellos con elevada frecuencia en jovenes y gran infrecuencia en
ancianos (10 segmentos), aquellos con predominio en jévenes pero la suficiente
presencia en ancianos como para no ser considerados muy infrecuentes (11

segmentos), y aquellos con mayor frecuencia en ancianos (3 segmentos).

Los 10 segmentos incluidos dentro de la primera categoria (alteraciones muy
frecuentes en jovenes y muy infrecuentes en ancianos) afectaron a 6 regiones
cromosdémicas distribuidas a lo largo de 5 autosomas. La evaluacion detallada de
los genes albergados dentro de dichas regiones revel6 como mas importantes a dos
de ellas. Estas dos regiones, localizadas en 1p35.2-p35.1 y 3p21.31-p21.1,
manifestaron tanto ganancias como pérdidas y destacaron por contener genes
previamente relacionados con el desarrollo de malignidad (PTP4AZ2, IMPDHZ,
HYALZ2, HYAL3 y RPL29), asi como con el crecimiento y progresion de ciertos tipos
de tumores (KHDRBS1, SMARCC1, CDC25A y BAP1).

Dentro de la segunda categoria (alteraciones mas frecuentes en jovenes, sin
llegar ser infrecuentes en ancianos) se incluyeron un total de 11 segmentos que
afectaron a 10 regiones cromosdémicas distribuidas a lo largo de 5 autosomas.
Entre ellas, destac6 la regién 1q21.1-q21.2, que inicamente manifesté pérdidas de
material y que también ha sido descrita por otros autores como mas
frecuentemente delecionada en poblacion joven (46% vs. 6%; p=0,01) (Berg et al.
2010). En linea con esto, el 48% de nuestros jovenes y el 32% de los ancianos
mostr6 pérdidas en este locus (p=0,0005) (Tabla IV.12). Entre los genes

contenidos dentro de esta region destacan CHD1L, un oncogén relacionado con el
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carcinoma hepatico (Cheng et al. 2013) y BCL9, cuyo vinculo con el cancer es
sobradamente conocido. Esta posicion ademas incluye el gen PRKABZ, que codifica
para una subunidad reguladora de la AMPK (AMP-activated protein kinase,
proteina quinasa activada por AMP) cuyo papel es clave en la regulacion del

metabolismo energético celular.

Por ultimo, fuimos capaces de identificar una tercera categoria que incluy6 3
segmentos mas frecuentemente alterados dentro de la poblacién anciana. Estos 3
segmentos, localizados en 3 regiones diferentes del cromosoma 7 (7ql11.22,
7q11.23 y 7q22.1), destacaron por albergar genes previamente relacionados con el
cancer de mama (UPK3B, en la regién 7q11.23) y la progresiéon tumoral (CUX1, en
la region 7q22.1). Las ganancias en 7q también han sido descritas por otros
autores como frecuentemente alteradas dentro del CCR sin distincién de la edad
(Burghel et al. 2013, Orsetti et al. 2014). En la serie publicada por Berg, que como
se ha mencionado compara el perfil de CNV en jovenes y ancianos (Berg et al.
2010), también se identifica una regiéon mas frecuentemente alterada en poblacién
anciana; sin embargo, nuevamente nuestros resultados no son coincidentes con los
suyos. En su caso, las ganancias en 5q13.2 se observan en el 29,4% de los ancianos
y en ningun joven. En nuestra serie, por el contrario, esta regiéon aparece mas
frecuentemente alterada en jovenes (57% vs. 44%) y se asocia con pérdidas,
aunque sin llegar a alcanzar la significacidn estadistica (Anexos 3 y 4). También a
diferencia de Berg y colaboradores, nuestras poblaciones no mostraron diferencias
significativas en los cromosomas 2, 4, 10 y 19, si bien las ganancias en 19q13 (52%
en jovenes y 42% en ancianos) y las pérdidas en 10p11 (47% en jovenes y 34% en
ancianos) se encontraron presentes en nuestra serie. A mayores, nosotros
encontramos una gran parte del cromosoma 9 (9p13.1-q21.12) y tres regiones
localizadas en el cromosoma 14 (14q11.1-q11.2) y 16 (16p13.11, 16p12.3) mas
frecuentemente perdidas en jovenes. La region localizada en el cromosoma 9
codifica varios miembros de la familia de los factores de transcripcién FOX que
juegan un papel critico en la regulacion de la proliferacion celular (DeGraff et al.
2012), ademas del gen TJP2, cuyo transcrito ha sido sugerido como marcador para
el CCR (Kim et al. 2013). Mas interesante resulté la regién 16p13, un locus
relacionado con el CCR (Krijgsman et al. 2012, Mampaey et al. 2015, Xie et al.
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2012), que no habia sido descrito como alteracién recurrente en otros articulos

previos (Brosens et al. 2011, Loo et al. 2013, Sawada et al. 2013).

La falta de concordancia entre nuestros resultados y los publicados por Berg
(Berg et al. 2010), posiblemente sea consecuencia de la baja incidencia que supone
el CCR a edades inferiores o iguales a los 45 afios, pues es sabido que con pequeios
tamafios muestrales los analisis estadisticos no son capaces de discernir entre una
consecuencia real y un efecto aleatorio. Por tanto, teniendo en cuenta que la serie
de Berg unicamente incluye 40 tumores (23 de inicio temprano y 17 de inicio
tardio), la falta de significacién en sus resultados no necesariamente implicaria la
ausencia de una consecuencia real, y viceversa. Aunque nuestro estudio incluye un
mayor numero de muestras (60 tumores de inicio temprano y 86 de inicio tardio),
el tamafio muestral continta sin ser lo suficientemente grande como para poder
aportar resultados mas concluyentes que los publicados por Berg (Berg et al.
2010). Por tanto, deberian ser entendidos como un complemento de los mismos y

ser confirmados en futuros trabajos que incluyan un mayor niimero de pacientes.

4.3. Aneuploidia

El ultimo aspecto que debe ser considerado al hablar de INC es el perfil de
ganancias o pérdidas de cromosomas enteros, dado que en parte, y al igual que el
resto de cambios identificados, podria no ser aleatorio. A menudo, la aneuploidia
es utilizada como una métrica para evaluar la INC, pues su presencia ha sido
relacionada con pronésticos adversos (Mouradov et al. 2013). Se han descrito
algunas alteraciones especificas durante la etapa de adenoma, mientras que otros
cambios parecen mas evidentes en las lesiones avanzadas (Habermann et al.
2007). Hasta el momento, se sabe que las trisomias 7 y 20 son anomalias
cromosOmicas comunes y recurrentes durante las diversas etapas de CRC
(Lassmann et al. 2007). En concreto, la trisomia del cromosoma 7 parece constituir
una de las primeras alteraciones en los adenomas, con una frecuencia aproximada
del 40% (Habermann et al. 2007). Segun se ha visto, esta alteraciéon confiere una
ventaja en el crecimiento celular, pudiendo afectar a la fisiologia normal del colon y
promover la tumorogénesis (Ly et al. 2011). Ademas, la pérdida parcial del
cromosoma 18 se observa en carcinomas de colon (73%) y en adenomas

avanzados (47%), pero solo ocasionalmente en adenomas tempranos (11-13%)
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(Boticario et al. 2012). Nuestros resultados muestran que las ganancias de los
cromosomas 7 y 20, y las pérdidas del cromosoma 18 fueron mas frecuentes en el
grupo de poblacién anciana, lo que apoyaria la hipétesis de que la edad de
aparicion influye en los desequilibrios genémicos (Beroukhim et al. 2010).
También las pérdidas del cromosoma 5 (que contiene APC) fueron mayoritarias
entre los individuos de mayor edad, lo que estaria de acuerdo con el planteamiento
de que tal vez los tumores de inicio tardio se encuentran mas predispuestos a
seguir el modelo tradicional de carcinogénesis propuesto por Fearon y Vogelstein,

como ya se ha indicado previamente.

Aunque el porcentaje de pacientes con afectacién de cromosomas enteros fue
similar en las dos poblaciones (68,3% en jovenes y 66,3% en ancianos), la cifra
total de cromosomas alterados fue mas alta en la poblacién anciana (289 vs. 178).
Curiosamente, la ganancia del cromosoma 19 constituy6 el evento mas frecuente
en ambos grupos, dato que resulta interesante puesto que el cromosoma 19
contiene, entre otros, el gen STK11 (region 19p13.3), un supresor tumoral cuyas
mutaciones han sido relacionadas con el sindrome de Peutz-Jeghers (trastorno
caracterizado por el crecimiento de polipos a lo largo del tracto gastrointestinal,

que confiere un riesgo aumentado de padecer CCR).

5. AGRUPACION JERARQUICA NO SUPERVISADA

El analisis de agrupacién jerarquica sin supervisién es un método que retine
elementos con caracteristicas comunes desconocidas. Su aplicacion a la
investigacion del cancer permite organizar los tumores en base a la
semejanza/desigualdad de su perfil molecular, por lo que algunos autores ya han
realizado los primeros intentos de estratificacion en base a los marcadores
inmunohistoquimicos (Alkushi et al. 2007) o a las caracteristicas genéticas y
epigenéticas (Shen et al. 2007). Mas recientemente, la técnica ha sido utilizada
para tratar de establecer una correlacion entre el perfil genético y las
caracteristicas clinicopatologicas de los tumores, demostrando ser una

herramienta util, prometedora y potente para tal fin (Furlan et al. 2011).
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5.1. Agrupacion jerarquica no supervisada global

El analisis no supervisado de los 146 tumores diferencié claramente dos grupos
en base al perfil de INC (cluster 1 y cluster 2). Cada uno de los grupos estuvo
mayoritariamente compuesto por muestras procedentes de una de las dos
poblaciones, de modo que los tumores de inicio temprano predominaron en el
cluster 1 y los de inicio tardio lo hicieron en el cluster 2. En términos generales, el
cluster 1 se caracteriz6 por un mayor GII total que también incluyé un mayor GII
para las ganancias y las pérdidas. Sin embargo, la cifra media de segmentos
alterados por tumor revelé resultados opuestos, manifestando un valor mas
elevado en el caso del cluster 2 (p=0,005) (Tabla IV.14). Una posible explicacién
para este hecho podria derivarse del grado de especificidad conseguido en la
hibridacién, pues las hibridaciones inespecificas (mas probables conforme
disminuye el tamafio de la sonda) reducen la calidad del ensayo. En consecuencia,
los hallazgos patolégicos (principalmente aquellos de tamafo inferior a 1Mb por
ser mas proclives a sufrir errores de muestreo) deberian ser confirmados
mediante otros procedimientos gendmicos (FISH [fluorescent in situ hybridization],
MLPA, qPCR, etc.). En nuestra serie, el 39% de los segmentos alterados del cluster 2
midié menos de 1Mb, mientras que dicho porcentaje disminuyé hasta el 33% en el
cluster 1. De acuerdo al razonamiento anterior, el cluster 2 seria mas susceptible de
acumular errores de hibridacién, y por tanto, se encontraria mas expuesto a la
incorrecta interpretacion de las sefales derivadas de las hibridaciones

inespecificas (resultados falsamente positivos).

Se observaron un total de 154 alteraciones recurrentes con afectacion
significativamente diferencial entre los dos clusters. Los porcentajes de frecuencia
mas extremos estuvieron asociados al cluster 1 e incluyeron ganancias en 19p13 y
pérdidas en 14ql1l, ambas con un 60% de frecuencia (Anexo 5). La LOH en
19p13.3 ha sido relacionada con fases avanzadas en la enfermedad y con una
mayor predileccion por la localizacion izquierda (Trojan et al. 2000). Ademas, esta
region contiene varios genes relacionados con el desarrollo de malignidad y la
progresion de ciertos tipos de tumores, entre los que se encuentran FGF22,
RNF126 y KISS1R (Jarosz et al. 2012, Papaoiconomou et al. 2014, Zhi et al. 2013), o

el gen MADCAM]1, cuya relacion con la enfermedad inflamatoria intestinal ha sido
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reportada (Biancheri et al. 2013). Respecto al segmento alterado en la regién
14q11, sus pérdidas también han sido descritas como mayoritarias entre los
pacientes menores de 50 afios (Mourra et al. 2007), aunque no todos los autores
confirman este hecho (Berg et al. 2010). En nuestra serie, la region 14q11 mostro
diferencias significativas entre los dos clusters (p<0,05 y FDR>0,09), con una
recurrencia del 60% en el cluster 1 (mayoritariamente compuesto por jovenes), y
menos del 40% en el cluster 2 (mayoritariamente compuesto por ancianos). Por
consiguiente, nuestros resultados se encuentran alineados con los descritos por

Mourra y colaboradores (Mourra et al. 2007).

5.1.1. Correlacion anatomoclinica y molecular para el cluster global

Una vez conocida la estratificacion de los tumores en grupos molecularmente
homogéneos, se procedi6 a evaluar la existencia de paralelismo entre las
caracteristicas anatomoclinicas y el patréon de INC definido por el analisis
jerarquico no supervisado. Para evitar el sesgo ocasionado por la diferencia de
edad, no se efectu6 la comparaciéon de parametros como la ST, SLE o la tasa de
mortalidad. A excepcidn de la variable relacionada con los antecedentes familiares,
ninguno de los parametros que si pudieron ser comparados mostré diferencias

estadisticamente significativas.

Como era de esperar, los pacientes con agregacion familiar predominaron en el
cluster con mayor proporcion de adultos jovenes (cluster 1), mientras que los casos
esporadicos lo hicieron en el contrario (p=0,011). Las restantes caracteristicas
clinicas fueron las esperadas teniendo en cuenta la edad de los pacientes incluidos
en cada cluster. Coincidiendo con la literatura, la localizacién izquierda, los bajos
grados de diferenciacion y los tumores con diferenciacién mucinosa predominaron
en el cluster con mayor numero de adultos jovenes (cluster 1) (Chang et al. 2012,
Myers et al. 2013, Stigliano et al. 2014), mientras que el promedio de poélipos lo
hizo en el cluster 2, donde los adultos ancianos fueron mas numerosos (Chang et al.

2012).

La comparaciéon de los pacientes discordantes minoritarios de cada cluster
(ancianos del cluster 1 y jovenes del cluster 2) con sus analogos mayoritarios en el
cluster opuesto, no revel6 diferencias importantes que contribuyesen a establecer

una correlacidon entre el perfil de INC y el fenotipo tumoral. En el caso de los
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tumores de inicio temprano sélo se alcanzo la significacion estadistica al evaluar la
presencia de células en “anillo de sello”, mas frecuentes en el cluster 2 (p=0,016).
Se sabe que esta variedad histolégica constituye un factor prondstico negativo para
el CCR (Inamura et al. 2015), por lo que no resulta extrafio que los jovenes
estratificados dentro de dicho cluster se asociasen con valores mas desfavorables

de ST y SLE.

En el caso de los tumores de inicio tardio sucedi6 algo similar, y inicamente se
alcanzé la significacién al comparar la tasa de mutacién BRAF (p=0,001). Las
mutaciones en BRAF también han sido sefialadas como elementos negativos sobre
el pronéstico de los pacientes (Foltran et al. 2015), por lo que en este caso tampoco
es de extrafnar que los ancianos estratificados dentro del cluster con mayor tasa de
mutacion en el gen (cluster 1) se asociasen con valores mas desfavorables de ST y

SLE.

5.2. Agrupacion jerarquica no supervisada de los adultos jovenes

Del mismo modo que sucedié en el analisis no supervisado de todas las
muestras, los adultos jovenes fueron estratificados en dos grupos principales: el
cluster Ay el cluster B, cada uno de los cuales se encontro a su vez dividido en dos
grupos secundarios. Casi todas las variables relacionadas con el grado de INC
fueron superiores en el cluster B, aunque sélo se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas al evaluar el promedio de aneuploidia (p=0,026)
(Tabla 1V.15). Este hallazgo concuerda con lo que cabria esperar teniendo en
cuenta los antecedentes familiares de los individuos estratificados dentro de cada
cluster. Como ya se ha comentado, el 80-85% de los tumores esporadicos se origina
siguiendo la via de carcinogénesis propuesta por Fearon y Vogelstein (Osorio et al.
2014). En nuestra serie, el cluster B incluyé un mayor porcentaje de tumores de
naturaleza esporadica (50% vs. 39,5%), por lo que de acuerdo a lo anterior, seria
esperable que la inestabilidad de dicho cluster fuese superior, tal y como se ha
observado. En contra de lo que cabria esperar, el promedio de alteraciones por
muestra fue superior en el cluster A. Sin embargo, es importante sefialar que la
mayor contribucioén a tal cifra se debié a segmentos con tamanos inferiores a 1Mb,
y como ya se adelant6 en el Apartado 4.1 de la Discusién, dichas alteraciones

tienen una mayor probabilidad de ser debidas a errores de muestreo. Cuando se

Pagina | 130



compararon los subgrupos derivados de los clusters principales, llamo la atencién
que el subgrupo A1 acumuld la practica totalidad de la inestabilidad asociada al
cluster A (Tabla IV.16). Es sabido que cuando una variable sigue una distribucién
normal, el promedio de las medias muestrales es igual a la media poblacional.
Partiendo de esta premisa, resulta sencillo comprender que la discrepancia entre
los subgrupos Al y A2 quedase enmascarada al evaluar el cluster A como una sola
entidad, y que por tanto, no se observasen diferencias al comparar su inestabilidad

con la del cluster B (Tabla IV.15).

La regiéon 19p13 (examinada con detalle en los Apartados 4.3 y 5.1 de la
Discusion) se encontr6 ganada en el 72% de los tumores del cluster A, mientras
que la region 12q24 se encontré perdida en el 50% de los del cluster B. Esta ultima,
contiene cuatro genes altamente conservados en algunos animales (TMEM132C,
SLC15A4, GLT1D1 y TMEM132D), aunque su patologia en humanos todavia no es
del todo conocida. Algunos estudios han encontrado una relacién prometedora,
aunque no significativa, entre las alteraciones en 12q24 y el CCR esporadico
(Peters et al. 2013), sin embargo, no todos los autores han podido confirmarla
(Whiffin et al. 2014). Pese a ello, la region ha sido sugerida como un loci de
susceptibilidad para el CCR (Cicek et al. 2012). Dentro del cluster A2, sélo hubo un
cambio que cumpliese los criterios de recurrencia fijados en este trabajo
(frecuencia 230%). Se localiz6 en la region 2q12-q13 (64%) y se asocidé con
pérdidas de la misma. Esta region alberga genes relacionados con el desarrollo y
progresion de algunos tumores entre los que se encuentran MALL (vinculado a
melanomas) y BCL2L11 (regulador de la muerte celular vinculado a neoplasias
hematologicas), ademas del protooncogén MERTK y la subunidad mayor del
complejo promotor de la anafase (ANAPC1, Anaphase promoting complex subunit
1). La region también alberga a BUB1, un gen que codifica para una serina/treonina
quinasa de punto de control mitético cuyas alteraciones han sido relacionadas con
diversas neoplasias. En humanos, las mutaciones en BUBI1B se relacionan con el
sindrome de aneuploidia en mosaico variegada, una anomalia caracterizada por
aneuploidias multiples en mosaico que predisponen al desarrollo de neoplasias a
edades muy tempranas. Recientemente, se ha visto que entre dichas neoplasias se
incluyen los tumores gastrointestinales, y mas concretamente, el CCR de inicio

precoz (de Voer et al. 2013, Hoang et al. 2013, Rio Frio et al. 2010). Ademas, la
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region 2q13 contiene un loci gendmico que contribuye a la variacion de los niveles
de expresion (eQTL, Expression quantitative trait loci) del gen PAX8, recientemente

relacionado con el CCR (Baker et al. 2015).

En los subgrupos B3 y B4 se observaron varias alteraciones recurrentes con
frecuencias de aparicion muy elevadas. Algunas de las regiones afectadas
albergaron genes relacionados con distintos tumores (RASA1, ERAP1, NR2F1, GLRX,
FER, RGMB, ACKR3, GBX2, HES6, FLT1, FLT3, PDX1, GTF3A, POMP, CCDC37, etc.), sin
embargo, s6lo una contuvo un gen vinculado al desarrollo de CCR. Se traté de la
region 13q12 y del gen CDX2, un factor de transcripcidn especifico que se expresa
de forma temprana en el desarrollo intestinal, y cuya falta de expresion parece
asociarse con un mal pronéstico de la enfermedad (Bae et al. 2015, Salari et al.

2012).

5.2.1. Correlacion anatomoclinica y molecular en adultos jovenes

No se observaron diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas
anatomopatoldgicas de los tumores incluidos en los clusters A y B, siendo en
general las esperadas teniendo en cuenta el mayor o menor componente familiar
de cada uno de ellos. Como ya se ha mencionado, los tumores esporadicos suelen
seguir la via supresora durante su génesis, por lo que habitualmente son tumores
asociados a EMS que presentan localizacion distal (Chang et al. 2012, Myers et al.
2013, Stigliano et al. 2014). Del mismo modo, la via mutadora se relaciona con
fenotipos caracteristicos que incluyen la mayor frecuencia de la localizacién
proximal, la mayor presencia de mucina y los menores grados de diferenciacion
(Kastrinos et al. 2013, Schneider et al. 2014, Valle 2014). En sintonia con esto, el
cluster B, asociado a un mayor componente esporadico (50% vs. 39,5%), mostré
predominio de la localizacién izquierda, mientras que el cluster A, asociado a una
mayor agregacion familiar (60,5% vs. 50%), mostré predominio de los tumores

pobremente diferenciados y de las neoplasias mucosecretoras.

El CCR en el adulto joven suele presentar bajos grados de diferenciacion,
produccion de mucina y células en “anillo de sello” (Chang et al. 2012). La invasion
linfatica y el patron de crecimiento infiltrativo constituyen otras de sus
caracteristicas habituales, por lo que suelen ser tumores relacionados con

comportamientos agresivos (Osorio et al. 2014). En el analisis de supervivencia
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realizado mediante el estimador de Kaplan-Meier, se evalu6 la ST y la SLE de los
clusters principales (A y B) y secundarios (A1, A2, B3, B4), obteniendo Unicamente
relacion significativa al comparar la aparicion de recidiva entre los grupos A y B,
claramente superior en el cluster A (p=0,038). Teniendo en cuenta que un mayor
grado de INC se asocia con resultados clinicos mas desfavorables (Hveem et al.
2014, Mouradov et al. 2013), en nuestra serie cabria esperar un peor pronoéstico en
el cluster B. En contra de ello, fueron los tumores del cluster A los asociados a
peores resultados clinicos, posiblemente como consecuencia del error introducido
al no considerar la diferencia de inestabilidad existente entre los subgrupos
derivados de él. Para evitar esta fuente de error, las sucesivas comparaciones

fueron realizadas considerando los cuatro subgrupos de manera independiente.

Como era de esperar, el subgrupo con menor grado de INC present6 el mayor
porcentaje pacientes con SL (cluster A2). Algunos autores han propuesto la IMS
como un factor pronéstico asociado a resultados clinicos mas favorables (Richman,
2015). En consonancia con esto, las variables ST, SLE, mortalidad y recidiva de
nuestra serie presentaron mejores resultados en los subgrupos con mayor
porcentaje de neoplasias IMS (Tablas IV.16, IV.17 y 1V.18). Otros autores, sin
embargo, consideran el estadio tumoral como el marcador mas especifico para la
predicciébn de resultados, aunque su utilizacion cada vez resulta mas
comprometida debido al creciente uso de los programas de cribado poblacional
(Walther et al. 2009). Nuestros resultados también corroboran esta afirmacion,
puesto que el mayor porcentaje de neoplasias en estadios III y IV se encontr6

incluido dentro del subgrupo con peor pronostico (B4).

Coincidiendo con lo que ya se conoce para el CCR de forma general, la
metastasis al diagndstico se confirmé como un factor de mal prondstico en nuestro
estudio. Por ello, parece razonable pensar que el mal prondstico de los adultos
jovenes no depende Unicamente del factor “edad precoz”, sino que podria ser la
combinacién de éste y otros marcadores (dejando aparte los relacionados con la
estadificacién tumoral), la que ayudase a definir qué pacientes van a estar
predispuestos a seguir una evolucién mas favorable, y cudles no. Nuestros
hallazgos sugieren como uno de estos posibles marcadores la IMS, lo que se

ajustaria a lo publicado por otros autores (Richman, 2015).
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5.3. Agrupacion jerarquica no supervisada de los adultos ancianos

Nuevamente, el analisis estratifico los tumores en dos grupos principales: el
cluster Cy el cluster D, cada uno de los cuales se encontro a su vez dividido en dos
grupos secundarios. En esta ocasion, los grupos principales difirieron
significativamente en cuanto a sus caracteristicas de inestabilidad, concentrandose
en uno de ellos la practica totalidad de la misma. Estos hallazgos coinciden con lo
que cabria esperar teniendo en cuenta los antecedentes familiares predominantes
en cada uno, pues la mayor inestabilidad se localiz6 en el grupo con mayor
porcentaje de casos esporadicos (cluster C). Ademas, y dado que las vias supresora
y mutadora son consideradas mutuamente excluyentes, en este mismo cluster se

esperaria el menor porcentaje de tumores IMS, como también se ha observado.

Es sabido que los tumores con IMS pueden tener naturaleza hereditaria o
esporadica, y que tanto la hipermetilaciéon de los promotores génicos del sistema
MMR como las mutaciones en BRAF se encuentran fuertemente asociadas con la
segunda de ellas (Kirzin et al. 2014, Li et al. 2013). En linea con esto, el 57,2% de
los tumores IMS de la serie presentd mutacion BRAF (28,6%) o hipermetilaciéon en
el promotor de MLH1 (28,6%). Las mutaciones en BRAF suelen estar presentes en
el 5-15% de los CCR, cinéndose casi en exclusiva a los tumores esporadicos
(Richman, 2015). Nuestros resultados se encuentran en armonia con esta
afirmacion, pues el 4,7% de la poblaciéon anciana mostro la alteracién activadora

mas frecuente del gen (p.V600E).

A diferencia de lo acontecido en pacientes jovenes, no existié ninguna alteracion
comun a todos los tumores, si bien se contabilizaron 168 cambios recurrentes (52
ganancias y 116 pérdidas) con afectacion significativamente diferencial en los dos
clusters principales. Dichas alteraciones se encontraron repartidas de forma
heterogénea, con predominio de ganancias y pérdidas en el cluster mas inestable
(Anexo 7). La alteracién mas frecuente del cluster C implic6 la pérdida del brazo
largo del cromosoma 22 (56%), donde se localizan varios genes relacionados con
el desarrollo de neoplasias (UPK3A, SRRD, RRP7A, BCR, DDT, SEPT5, EWSR1, SOX10,
etcétera), ademas de otros directamente relacionados con el CCR (MMP11, GSTT2,
CHEKZ2 y EP300). El gen MMP11, fue descrito por primera vez en el estroma que

rodea las células neoplasicas que conforman el cancer de mama, detectdndose mas
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tarde en el estroma de otros tumores como el cancer gastrico (Resende et al.
2011). Sus niveles de proteina han sido sugeridos como un marcador predictivo en
suero, de forma que valores elevados se asocian con peor prondstico (Yan et al.
2011, Yang et al. 2008). Por su parte, los polimorfismos en el promotor de GSTTZ y
las mutaciones en CHEKZ (gen relacionado con el cancer de mama y con el
sindrome de Li-Fraumeni-like), parecen asociarse con un mayor riesgo de padecer
CCR (Jang et al. 2007, Han et al. 2013). Finalmente, el gen EP300 codifica para una
proteina cuyos defectos juegan un papel importante en el desarrollo de los
tumores epiteliales (histologia mayoritaria en el CCR), y cuya sobreexpresion
podria representar un factor prondstico favorable para la SLE de los pacientes con

CCR (Huh et al. 2013).

En lo que respecta al cluster D, las pérdidas en 9q21 constituyeron las
alteraciones mas frecuentes (54%). Esta region contiene el gen KLF9, un factor de
transcripcion implicado en el control del crecimiento, la proliferacion, la apoptosis
y la angiogénesis de una amplia variedad de tejidos y células. Algunos autores han
referido bajos niveles de proteina en pacientes con CCR, sugiriendo su posible
implicacion durante el proceso de carcinogénesis (Brown et al. 2015). Asimismao, el
31% de los tumores del cluster D mostré ganancias en el locus 19q13, region

examinada en detalle en los Apartados 4.3 y 5.1 de la Discusidn.

La comparacion de los subgrupos derivados de los clusters principales reveld
diferencias estadisticamente importantes entre C1 y C2, que se tornaron
moderadas entre D3 y D4 (Tablas IV.20 y IV.21). En términos generales, el
subgrupo C2 result6 mas inestable que C1 y el subgrupo D4 mas inestable que D3.
No obstante, las diferencias significativas fueron dependientes de diferentes
factores en cada uno de ellos, estando ligadas al nimero de CNV en los subgrupos
derivados de C (Tabla 1V.20), y a los GII en los subgrupos derivados de D (Tabla
IV.21). En estos ultimos, ademas, se observo una situacion parecida a la descrita en
el analisis no supervisado de los adultos jévenes, en la que uno de los subgrupos
(en este caso D4) acumul6 casi toda la inestabilidad asociada al cluster principal
(ver Apartado 5.2 de la Discusién). El 59% de los tumores de C1 mostraron
pérdidas en 4p15.2, mientras que el 50% de los de C2 lo hicieron en 6p12. En la

region 4p15.2 apenas se localizan genes importantes desde el punto de vista
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oncologico, pudiendo inicamente mencionar a CCKAR, un gen que codifica para un
importante mediador fisioldgico de la secrecion de enzimas pancreaticas
relacionado con el desarrollo de tumores en el tracto biliar (Xu et al. 2013). En lo
que respecta a la regién 6pl2, se sabe que alberga genes relacionados con el
desarrollo de ciertos tipos de tumores entre los que se encuentran CDZAP
(vinculado al cancer renal) y CRISP3 (vinculado al cancer de préstata), ademas de
cinco miembros de la familia de enzimas de desintoxicacion de carcindgenos en la
dieta (GSTA1, GSTAZ, GSTA3, GSTA4, GSTAS5). Por dltimo, mencionar que dentro de
los subgrupos D3 y D4 predominaron las mismas alteraciones que en el cluster D:
las pérdidas en 9921 (region analizada en el parrafo anterior) y las ganancias en

19q13 (regidén analizada en los Apartados 4.3 y 5.1 de la Discusion).

5.3.1. Correlacion anatomoclinica y molecular en adultos ancianos

Los clusters C y D mostraron caracteristicas clinicas y prondsticas similares, por
lo que apenas se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
El colon izquierdo (23,2% en C vs. 33,3% en D) y el recto/union rectosigmoidea
(37,5% en C vs. 40% en D) constituyeron las localizaciones predominantes en los
dos grupos, hecho por otra parte esperable dada la naturaleza esporadica de todos
los tumores (Banerjea et al. 2009). Se observaron, sin embargo, diferencias
respecto a los grados de diferenciacion: mientras que en el cluster C los tumores
predominantes fueron moderadamente o bien diferenciados (91,5%), en el cluster
D la diferenciacion mayoritaria fue moderada/baja (95,7%). Aunque el grado de
diferenciacién representa un factor asociado a mal pronostico, el estadio tumoral
continua siendo el marcador mas especifico para la prediccién de resultados
clinicos (Walther et al. 2009). Teniendo en cuenta esto, no es de extrafiar que el
cluster con mayor porcentaje de tumores diseminados en el momento de
diagnostico (23,2% en Cy 16,7% en D) presentase valores mas desfavorables de
ST (37,56£23,06 vs. 44,57+37,67) y SLE (30,50£25,80 vs. 32,00£36,36), a pesar de

ser el cluster con mayores grados de diferenciacion (29,8% vs. 4,3%).

El mal pronéstico del cluster C también se vio reforzado por el menor porcentaje
de neoplasias IMS, un factor relacionado con resultados clinicos favorables pero
minoritario dentro de dicho cluster (5,4% vs. 13,3%) (Richman, 2015). Como se

adelanto en el Apartado 3 de la Discusion, no existié ningiin tumor con mutacién
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patogénica en los genes MMR, por lo que no hubo ningin caso confirmado con SL
entre los adultos ancianos. Como era de esperar, la IMS fue producto de la
mutacidon en BRAF y de la metilacion de los promotores de los genes del sistema de
reparacion del ADN, principalmente de MLH1 (Kirzin et al. 2014, Li et al. 2013,
Richman 2015). Tanto la ST (46,50%£23,44 vs. 45,14+12,82) como la SLE
(42,75%28,99 vs. 7,42+10,79) fueron mas favorables en los pacientes con BRAF
alterado, llegandose a alcanzar la significacion estadistica s6lo en el caso de la SLE

(p=0,015) (Loupakis et al. 2009).

No se observaron diferencias importantes desde el punto de vista
anatomopatolégico al comparar los cuatro subgrupos derivados de los clusters
principales, alcanzando el nivel de significacién inicamente al evaluar el promedio
de poélipos y la tendencia al desarrollo de tumores metacronicos, ambos
significativamente superiores en D3 (Tabla 1V.22). Tampoco se obtuvieron
diferencias significativas para ninguno de los parametros analizados mediante el
estimador de Kaplan-Meier. En lineas generales, el pronéstico de C1 fue mas
favorable que el de C2, y el de D3 mas favorable que el de D4. Previsiblemente,
estos hallazgos concuerdan con lo que cabria esperar si se considera su INC
(Tablas IV.20 y IV.21), que como ya se ha comentado, se encuentra ligada a un peor
pronoéstico conforme aumenta su magnitud (Hveem et al. 2014, Mouradov et al.
2013). En contra de lo esperable, la localizacion izquierda (tipica de los tumores
INC) fue predominante en el subgrupo cromosémicamente mas estable (D3).
Curiosamente, este subgrupo también incluy6 la mayor tasa de mutacion en BRAF,
por lo que nuestros resultados parecen situar a las mutaciones en BRAF como un
condicionante de la localizacion tumoral mas potente incluso que la INC. Por
ultimo, el cluster con mayor proporcion de tumores IMS (C2) present6 predominio
de las caracteristicas propias de los tumores desarrollados mediante la via
mutadora, siendo el que alberg6é un mayor porcentaje de tumores proximales y una
mayor produccién de mucina (Kastrinos et al. 2013, Schneider et al. 2014, Valle

2014).
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6. INESTABILIDAD CROMOSOMICA Y SINDROME DE LYNCH

La IMS es un fenémeno molecular caracteristico del SL, que surge como
consecuencia del mal funcionamiento de la maquinaria enzimatica que corrige los

errores producidos durante la replicacién del ADN.

La via carcinogénica asociada a la formacién de las neoplasias IMS (via
mutadora) se considera excluyente de la otra gran via de carcinogénesis conocida
(via supresora), por lo que los tumores desarrollados a partir de cada una de ellas
no deberian presentar caracteristicas propias de la otra y viceversa. En otras
palabras, se espera que los tumores con IMS no presenten INC, y que los tumores
con INC no presenten IMS. En contra de ello, en nuestra serie hubo 4 pacientes
jovenes con SL que arrojaron resultados contradictorios. Aunque estos 4 pacientes
manifestaron la IMS propia del sindrome, también manifestaron un grado de INC
similar al que cabria esperar en tumores de naturaleza esporadica, y por tanto,
generados mediante la via supresora (Tablas IV.23 y 1V.24). Estos 4 tumores
presentaron histologia de adenocarcinoma y mostraron predileccion por el colon
izquierdo. No se relacionaron con el desarrollo de tumores sincrénicos y/o
metacrénicos ni con la apariciéon de recidiva, sin embargo, los 4 presentaron
caracteristicas  prondsticas mas  desfavorables que sus  analogos
cromosOmicamente estables, encontrandose asociados a valores mas bajos de ST y

SLE.

Es importante sefalar que hasta la fecha, no existe un criterio universal que
permita clasificar el CCR como estable o inestable en términos de INC. Se han
utilizado distintos enfoques metodolégicos (citometria, cariotipo, analisis de LOH,
FISH, y mas recientemente, a-CGH) para tratar de solventar este problema, sin
embargo, a dia de hoy contintia siendo un aspecto dependiente de la publicacién
consultada. Asi, mientras que unos autores consideran cromosdmicamente
inestables aquellos tumores con aneuploidia o LOH en regiones concretas del
genoma (Furlan et al. 2011), otros han llegado a proponer diferentes grados de
inestabilidad en base al niimero de alteraciones acumuladas (Weber et al. 2007), o
a establecer umbrales a partir de los valores de GII total obtenidos mediante analisis
a-CGH (Bonnet et al. 2012). Los 4 tumores asociados al SL con caracteristicas

especiales de nuestra serie podrian ser considerados inestables en base a todos los
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criterios mencionados anteriormente. Por un lado, los 4 mostraron ganancias y
pérdidas de cromosomas enteros, destacando en tres de ellos la ganancia del
cromosoma 22 (Tabla IV.24) que como se menciond en el Apartado 5.3 de la
Discusidn, alberga varios genes relacionados con el cancer en general y con el CCR
en particular. Ademas, los 4 se caracterizaron por un elevado numero de
segmentos alterados por muestra, superando la centena de CNVs en todos los
casos (Tabla IV.24). Finalmente, los 4 se encontraron estratificados dentro de los
subgrupos con mayor inestabilidad del andlisis jerarquico no supervisado

(subgrupos Al y B3).

No existen antecedentes bibliograficos sobre tumores asociados al SL que,
ademas, exhiban INC, por lo que la interpretacién de nuestros hallazgos resulta
muy complicada. En parte, podrian ser consecuencia del solapamiento las dos vias
principales de carcinogénesis, y en parte, podrian incluso estar relacionados con el
papel que ejercen los factores ambientales sobre el desarrollo de la enfermedad.
En cualquier caso, queda patente la enorme complejidad que rodea a este tipo de

neoplasia, y mas especificamente, a la subpoblacién joven.
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VI. CONCLUSIONES






1. El CCR en el adulto joven presenta caracteristicas clinicas y anatomopatologicas
diferentes al del adulto anciano. En general, son tumores preferentemente
localizados en el colon izquierdo, con menor grado de diferenciaciéon y mayor
frecuencia de neoplasias productoras de moco o con células en “anillo de sello”.
Aunque habitualmente se asocian con un mayor numero de pdlipos, son
tumores menos propensos al desarrollo de neoplasias sincronicas y/o

metacronicas.

2. Los adultos jovenes con CCR presentan con mayor frecuencia antecedentes
familiares de la misma patologia, y suelen ajustarse a los criterios clinicos
definidos para el SL. El 16,1% de la poblacion joven presenté IMS, siendo el
53,8% de ellos consecuencia de mutaciones germinales en los genes del sistema
MMR. El 13% de la poblaciéon anciana también presentd IMS, sin embargo, en

ninguln caso dicha inestabilidad estuvo ligada a tales mutaciones.

3. El CCR presenta diferentes perfiles de inestabilidad gen6mica en funcion de la
edad de inicio de la enfermedad. Los tumores de inicio temprano se caracterizan
por un menor nimero de segmentos alterados pero una mayor cifra de cambios
recurrentes, lo que podria significar que tal vez su proceso de carcinogénesis
requiera la contribucion de cambios mas especificos, que lo hagan mas

susceptible de adaptarse a un patrén determinado de cambios.

4. Desde un punto de vista cuantitativo, hemos definido un conjunto de CNV
frecuentemente afectadas en cada poblacién, asi como otras comunes a ambos
grupos que contienen genes previamente relacionados con la carcinogénesis
colorrectal. Estas regiones podrian jugar un papel critico en el desarrollo de la
enfermedad con independencia de la edad. Desde un punto de vista cualitativo,
hemos definido 24 regiones con afectacion significativamente diferencial entre

las dos poblaciones.
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5. Aunque por el momento no se conocen con detalle los mecanismos moleculares
que subyacen tras el CCR en el adulto joven, su carcinogénesis parece estar
vinculada a regiones cromosdmicas que no son las mas habituales en el
desarrollo del CCR. Nuestros resultados indican que las pérdidas en 1p36, 1p12,
1921 (que contiene BCLY9), 9p13, 14q11, 16p13 y 16p12 son mas frecuentes en
los tumores de inicio temprano, mientras que las ganancias en 7ql11 y 7q22

predominan en los de inicio tardio.

6. El andlisis jerarquico no supervisado realizado en base al perfil de INC de cada
poblaciéon no mostré correlaciéon con el prondstico de la enfermedad. Se
observd, sin embargo, un cierto grado de paralelismo entre las caracteristicas
anatomoclinicas y el patrén de INC, siendo esta correlacion mas acentuada en la
poblacién joven. En nuestra serie, ademds, la IMS parece asociarse con

resultados clinicos mas favorables.

7. A pesar de ser un nimero muy reducido de casos, se observaron 4 pacientes
jovenes con diagnostico de sindrome de Lynch que presentaron parametros de
INC propios de los tumores esporadicos sin IMS. Dado que no existen
antecedentes bibliograficos que relacionen el SL con niveles elevados de INC,
nuestros hallazgos podrian estar aportando indicios sobre el solapamiento de
estas dos vias principales de carcinogénesis, o incluso ser reflejo del papel que

ejercen los factores ambientales sobre el desarrollo de la enfermedad.
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VIII. ANEXOS






ANEXO 1

Hoja de consentimiento informado para el uso de excedentes de tejido o

sangre con fines de investigacion biomédica.

Finalidad y descripcion del proceso

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la
donacidén gratuita de parte de la muestra sobrante de tejido o sangre que le van a
extraer, con el fin de utilizar dicho sobrante en investigacion biomédica
relacionada con el cancer. Es importante que lea detenidamente esta hoja de
consentimiento informado, que entienda su contenido y el objeto de la misma y

que, en su caso, haga todas las preguntas que crea preciso acerca de la misma.

La principal via de obtener dichos tejidos o sangre que permitan la investigacién
biomédica son las muestras sobrantes de las extracciones que se hacen con fines
diagnoésticos. Parte de la muestra de tejido o sangre no es necesaria para el
correspondiente estudio y para establecer un diagnostico y por ello, es

normalmente destruida.

Usted como paciente puede donar el sobrante de su muestra para que, en lugar
de ser destruido, pueda ser utilizado en investigacion biomédica relacionada con el
cancer. La finalidad de la donacidn es dotar a los investigadores de tejido o sangre
para que puedan desarrollar avances en el terreno del conocimiento sobre el

cancer, en particular sobre su aparicion, evoluciéon y tratamiento.

El consentimiento que ahora presta no supone para usted ningln riesgo o
molestia adicional ya que unicamente va a autorizar la investigacion con muestras
sobrantes de tejido o sangre, que de otra forma se desecharian. Para la obtencion
de este material, no se llevara a cabo ninguna prueba o intervencion distinta de

aquella en la que se obtiene la muestra de tejido o sangre para su estudio.

La donacién de este sobrante de tejido/sangre es voluntaria por lo que, si usted
da el consentimiento para su uso, en cualquier momento puede revocarlo. En caso
de producirse esta revocacién ello no supondra ningin cambio en la relaciéon con
su médico ni perjuicio alguno en su diagndstico/tratamiento y/o seguimiento. En
caso de revocacion su muestra dejard de formar parte de la investigacién aunque

los datos obtenidos hasta ese momento si formaran parte de la misma.
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Cardcter altruista de la donacidn

La donacién tiene por disposicién legal caracter altruista, por lo que usted no
obtendra ni ahora ni en el futuro ningin beneficio econdmico por la misma. No
estd previsto compensarle por los productos desarrollados a partir de esta
investigacion. En todo caso, usted renuncia a cualquier beneficio econémico que
pudiera corresponderle en el futuro y que sea, l6gicamente, renunciable. Tampoco
obtendra ningun otro beneficio directo como resultado de su participaciéon en este
estudio. Sin embargo, los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a
cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y,

por ello, a otras personas.

La titularidad de la muestra incorporada y de los resultados de la investigacién
corresponderda al Hospital 12 de Octubre y, en su caso, al investigador. Las
muestras podran ser cedidas a otros grupos de investigaciéon bajo acuerdos de

colaboracion y siempre para la investigacion biomédica del cancer.

Proteccion de datos y confidencialidad

Los datos personales que se recojan sobre usted, seran confidenciales y
procesados de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
proteccion de datos de caracter personal y la legislaciéon sanitaria y relativa a la
investigacion biomédica vigente, tratandose los mismos tUnicamente de acuerdo
con los objetivos en el presente comunicado descritos, por lo que cualquier
relacion entre la muestra y su identidad personal tienen caracter estrictamente
confidencial. Asimismo, se informa que los resultados obtenidos de los diferentes
estudios llevados a cabo con las muestras, pueden ser publicados en revistas
cientificas, sin embargo, nunca sera facilitada su identidad o datos que le

identifiquen o puedan llegar a identificarle.

En el momento que usted consienta el uso de excedente de muestra para los
fines de investigacion aplicada descritos, dicho excedente (incluyendo terapias
experimentales) sera sometido a un proceso de disociacion. Es decir, sélo sera
identificado por un nimero y/o un cédigo constando todos sus datos debidamente
codificados, por lo que los investigadores implicados nunca conoceran su

identidad o dato alguno que pudiera llegar a identificarle; sin embargo, los mismos,
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si podran en todo caso acceder a otros datos como su sexo o edad, pero siempre

manteniendo la debida confidencialidad conforme a la legislacion vigente.

De igual modo, sus datos personales seran incorporados a un fichero
automatizado de caracter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia
Espafiola de Proteccion de Datos, conforme a los términos establecidos en la Ley
Organica 15/1999 de proteccion de datos de caracter personal, con la finalidad de
gestionar el uso del excedente cedido por usted para los fines de investigaciéon
descrito en el presente comunicado, pudiendo ejercer en cualquier momento, los
derechos de acceso, rectificacion, cancelacién u oposicion, reconocidos por la

citada normativa en materia de proteccion de datos de caracter personal.

Los datos que se obtengan del andlisis de la muestra seran archivados, y
formaran parte del estudio/proyecto de investigacién manteniéndose durante el

desarrollo del mismo.

Informacion sobre resultados del estudio

Los datos que se obtengan del analisis de la muestra serdn archivados, y
formaran parte del estudio/proyecto de investigacion manteniéndose durante el
desarrollo del mismo. Los métodos utilizados en investigacion biomédica suelen
ser diferentes de los aprobados para la practica clinica, por lo que no deben de ser

considerados con valor clinico para usted.

Sin embargo, en el caso que estas investigaciones proporcionen datos que
pudieran ser tanto clinica como genéticamente relevantes para usted e interesar a
su salud o a la de su familia, le seran comunicados si asi usted lo estima oportuno.
Un facultativo del Hospital 12 de Octubre se compromete a ofrecerle consejo

genético, una vez obtenidos y evaluados los resultados del estudio.

Asimismo, podria obtenerse informacion relevante para su familia, le
correspondera a usted decidir si quiere o no comunicarselo. Si usted quiere que se
le comunique dicha informacidn relevante debe consignarlo en la casilla que

aparece al final de esta hoja.
La muestra

La muestra formara parte de un banco de muestras o tumores hasta su uso en el

proyecto de investigacion pudiendo ser cedida a otros investigadores, los que a su
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vez podran realizar ensayos relacionados con la finalidad para la que usted haya
donado la muestra. Estos investigadores no tendran en ningin momento, como ya

se ha indicado anteriormente, acceso a su identidad.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la
medicina y, de forma especial, en referencia a la investigacion sobre la aparicion,

desarrollo y tratamiento del cancer.

DATOS DEL PACIENTE

Apellidos

Nombre

Direccion

DNI N? historia clinica
Autoriza la comunicacién de la informaciéon si I:I NO I:I

relevante derivada de la investigacion

Firma Fecha

Manifiesto que he recibido la informacién que me ha sido
proporcionada sobre el procedimiento anteriormente
indicado y he podido formular las preguntas que he
considerado oportunas
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SaludMagadrid B8 comunidad de Madrid

e 4 Hospital Universitario
\ 12 de Octubre

CONSENTIMIENTO INFORMADO

D.N.I. del paciente: - Fecha: | |

Nombre del Médico que informa: . N° Colegiado: L

UNIDAD DE CANCER FAMILIAR. ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS PREDISPONENTES A CANCER
DE COLON NO ASOCIADO A POLIPOSIS (CANCER DE COLON HEREDITARIO NO POLIPGSICO)

En la mayoria de las ocasiones el cancer de colon se presenta con caracter esporadico. Existen algunas familias en fas
que se observa que el nimero de casos es superior a lo que cabria esperar en la poblacién general, sin que ello se
acompafie de poliposis intestinal y acompafiados de una elevada incidencia de tumores como el de estémago, vias
biliares, endometrio u ovario entre otros. Estudios recientes han puesto de manifiesto que algunas de estas familias
presentan mutaciones en alguno de sus genes que son los responsables de este hecho.

Estas mutaciones se transmiten de padres a hijos, igual que se transmiten otros caracteres fisicos (como, por ejemplo, el
color del pelo) y su presencia supone un aumento del riesgo de desarrollar a lo largo de la vida un cancer de colon, recto,
endometrio y en menor medidas de otros tumores como los mencionados anteriormente.

La presencia de una de las mutaciones citadas en una persona no significa que se tenga la certeza absoluta de que este
individuo vaya a desarrollar este tipo_de tumor, Unicamente indica que existe un riesgo mayor al de la poblacion general.

Por el contrario, la ausencia de dicha mutacién no puede garantizar la no aparicién del cancer, puesto que es posible que
existan otras mutaciones hoy en dia desconocidas y que por lo tanto no pueden ser estudiadas o simplemente que no
hayan sido detectadas y por otro lado siempre persiste el riesgo de desarrollar un céncer de forma esporadica (no

hereditario).

Su caso ha sido valorado por una Unidad de Consejo Genético en Cancer Familiar que, a la vista de sus antecedentes
familiares, ha considerado la posibilidad de proceder a un estudio molecular con el fin de determinar si posee alguna
alteracién genética de las que hoy en dia conocemos como responsables del “Sindrome de Cancer de Colon Hereditario

no Polipdsico”.

El analisis se realiza sobre una muestra de sangre extralda a tal efecto una vez otorgado el consentimiento, valorandose
de forma exclusiva factores genéticos relacionados con este sindrome sin que pueda ser utilizada para otros fines ni para
estudiar otros aspectos que no sean los relacionados con este tipo de tumores. En ocasiones y previo al estudio de
mutaciones en sangre debe procederse a un estudio del tejido tumoral para lo cual puede ser preciso solicitar muestras de

tejido al servicio de Anatomia patolégica correspondiente.

La informacién sobre los resultados es estrictamente confidencial y unicamente seré facilitada a la persona estudiada y a
quienes ella nos autorice por escrito. Estos datos quedaran bajo la custodia de la Unidad de Consejo Genético que le
atienda, sin que consten en su historial clinico y no podran ser cedidos a ninguna entidad o persona sin su autorizacién
expresa. Los datos podran ser utilizados con el fin de realizar estudios epidemiolégicos, garantizando en todo momento el
anonimato. Si, no obstante lo anteriormente expuesto, en algin momento usted decide que esta informacién sea
destruida, podra solicitarlo por escrito a la persona responsable de la Unidad que le ha estudiado.

Si su andlisis genético es negativo, es decir, no se encuentra ningun tipo de mutacion que suponga especial
predisposicién al cancer, se le indicaran cuéles son las medidas de prevencion a tomar y que dependeréan de la existencia

o no de casos de portadores de {a mutacién conocidos en su familia.

Si su andlisis genético es positivo se le informara sobre el riesgo existente, asl como de las alternativas de prevencion
disponibles en la actualidad.

Zn ocasiones se puede obtener un resulitado que denominamos no informativo. Este tipo de resultados implica que no se
:onoce en la actualidad las repercusiones que ciertas alteraciones detectadas puede tener sobre el riesgo de padecer

:ancer de colon. o
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/
Cuando la existencia de la mutacién en la familia ha sido confirmada, debe saber que otros miembros de su familia

/'pueden haberia heredado: de usted (en caso de sus descendientes) o de sus antepasados (en caso de otros familiares
' como tlos o primos). La Unidad de Consejo Genético en ningln caso contactara con ellos por propia iniciativa para

advertirles de esta circunstancia, ya que esta informacién es estrictamente confidencial. Es decisién personal suya
informar a dichos familiares con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asl cudl es su riesgo
individual con respecto a estos tumores.

De igual manera debe conocer que este tipo de pruebas pueden repercutir en su estado emocional y/o psicolégico, tanto
positiva como negativamente.

Si usted decide que no desea realizarse un estudio genético, sepa que su decisién sera respetada en todo momento y
recibira el asesoramiento genético apropiado a su caso. De igual manera debe saber que existen modelos teéricos que
permiten conocer de manera aproximada su riesgo de padecer determinados tipos de éancer, los cuales podrian

aplicarsele si no desea realizarse este tipo de test.

Comentarios del médico que informa: A : = L

AUTORIZACION

Y04 - o s - — - — o - —..., he sido informado oralmente y por escrito sobre las
caracteristicas, beneficios y problemas que plantea el estudio genético en el cancer.

He comprendido esta informacién y cualquier duda surgida me ha sido aclarada por el médico.

Por lo anterior OTORGO MI CONSENTIMIENTO para que se proceda al estudio de factores genéticos isponentes al

céncer sobre una muestra de sangre que me sera extralda a tal efecto y analisis de tejido tumora| si ell ra necesario.
Firma Firma tutor (caso de menor o incapacitado legalmente) Firma Megdico
Fecha: Fecha: Fecha:

Autorizo para que las personas abajo indicadas puedan ser informadas sobre los resultados del estudio realizado.

Nombre. ; TF
Nombre.____.__ = TE. p
Nombre....... R e T e s L e e e
[ g ele - SV na e O R S L e e O e ek e
Fdo.: D. /D* Fecha;

REVOCACION

i

En ejercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado manifiesto mi voluntad de revocarlo y solicito se
proceda a la destruccién de las muestras sanguineas extraidas y de la informacién de ellas obtenida.

Firma: Fecha:
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ANEXO 2

Informacion adicional referente al estudio molecular de los genes MMR
(MLH1, MSH2 y MSHS6).

ANEXO 2A. Cebadores y condiciones de desnaturalizacion para el gen MLH1.

Exon Cebadores Tamaiio Gradiente
MLH1 (Bp) desnaturalizante
(M13) 5’ - AGACGTTTCCTTGGCTCTTC - 3’

1 257 50-709
(Pinza CG) 5’ - CCGTTAAGTCGTAGCCCTTA - 3’ %

) (Pinza C‘G) 5 - TTTTCTGTTTGATTTGCCA,G -3 210 30-50%
(M13) 5’ - CGCACAAACATCCTGCTACT - 3

3 (Pinza C‘G) 5 - TGGAAAAATGAGTAACATGAT:[‘ -3 955 30-50%
(M13) 5’ - CAACAGGAGGATATTTTACACA - 3

Pi CG) 5 - TTCCTTTTTCTTTCAGTCTATTT - 3’

4 (Pinza CG) , 207 30-50%

(M13) 5’ - TGAATATATATGAGTAAAAGAAGTCAG - 3
Pi "- TCTCTCTACTGGATATTAATTTGTT - 3’

5 ( 1nzaC'G]5 CTCTCTACTGG ‘G 3 214 30-50%

(M13) 5’ - AAGCTTCAACAATTTACTCTCC - 3
M1 " - CAAGAAAAATCAATCTTCTGTT - 3’

6 (.3)5 C' G C CTTCTG 3, 293 30-50%
(Pinza CG) 5’ - ATGACAAATCTCAGAGACCC - 3

7 (M13) 5 - TC'TAGTGTGTGTTTTTGGCA -3 , 194 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AACAAAACCATCCCCCATAA - 3

M13) 5’ - AATCCTTGTGTCTTCTGCTG - 3’

8 ( ) ) , , 217 30-50%

(Pinza CG) 5’ - AAAGATTTTTTTATATAGGTTATCG - 3
M13) 5’ - CAAAAGCTTCAGAATCTCTTT - 3’

9 ( ) ) , , 233 30-50%
(Pinza CG) 5’ - TTTCCCATGTGGTTCTTTTT - 3
(M13) 5’ - GGACAGTTTTGAACTGAGTTG - 3’

10 227 30-509
(Pinza CG) 5’ - GTCTTGGTTGAGGAGTTTGG - 3’ %

M1 " - AAGGTAATTGTTCTCTCTTATTTT - 3’

11 ( ) 3)5 ,GG GTTCTCTC 3 280 30-50%
(Pinza CG) 5’ - CACAAGTAGCTGGATGAGAA - 3
(Pinza CG) 5’ - TAATACAGACTTTGCTACCAGGA - 3’

12 473 30-509
(M13) 5’ - GGTAGGCTGTACTTTTCCCA - 3’ %
(Pinza CG) 5’ - CTGCACTTCCTTTTCTTCAT - 3’

13 270 30-509
(M13) 5’ - CCCTATGCATCCCAGGCA - 3’ %
(PinzaCG) 5 -TGTTTTTTGGTTTTATTTTTTG - 3’

14 232 -509
(M13) 5’ - TCTGCTTGTTCACACACTCA - 3’ 3 30-50%

Pi CG) 5’ - AATTCAGCTTTTCCTTAAAGTC - 3’

15 (Pinza CG) , 200 30-50%
(M13) 5’ - AAATTTCAGAAGTGAAAAGGA - 3
(M13) 5’ - CTCCTTCATGTTCTTGCTTC - 3’

16 280 30-509
(Pinza CG) 5’ - AGAAGTATAAGAATGGCTGTCA - 3’ %
(Pinza CG) 5’ - TTCCCTTGTCCTTTTTCCTG - 3’

17 222 30-509
(M13) 5’ - CATGTACCGAATGCTTAGTA - 3’ %
(Pinza CG) 5’ - TAAATTCGTACCTATTTTGAGG - 3’

18 251 15-309
(M13) 5’ - CCTGGGGTGCCAGTGTGCAT - 3’ %

M13) 5’ - GGAGGCTTATGACATCTAATG - 3’
19 ( ) 300 30-50%

(Pinza CG) 5’ - AAGAACACATCCCACAGTGC - 3’

ANEXO 2A. Cebadores y condiciones de desnaturalizacion empleadas en la amplificacion e identificacion del estado
mutacional del gen MLH1 (modificado de Wijnen et al. 1995 y Wijnen et al. 1996). La “Pinza CG” (5’-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGLLCCLCLCGLLCLCLCL-3%) se une en el extremo 5 de un cebador y
estabiliza el ADN. La secuencia M13 (5’-GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG-3’) se une al otro cebador Y ejerce
de molde para la secuenciacion de aquellos fragmentos con patrones anémalos de migracién. Bp: pares de bases.
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ANEXO 2B. Cebadores y condiciones de desnaturalizacion para el gen MSH2.

Exon Cebadores Tamaiio Gradiente
MSH2 (Bp) desnaturalizante
(M13) 5’ - TCGCGCATTTTCTTCAACC - 3’
1 277 50-709
(Pinza CG) 5’ - GTCCCTCCCCAGCACGC - 3’ %
5 (Pinza CG) 5’ - TTGAACATGTAATATCTCAAATCTGT - 3’ 283 15-50%
(M13) 5’ - AAAGGAAGATAATTACCTTATATGC - 3’ 0
M13) 5’ - TCAAGAGTTTGTTAAATTTTTAAAA -3’
3 ( . ) , , 421 30-50%
(Pinza CG) 5’ - CTAGGCCTGGAATCTCCTCT - 3
4 (Pinza C‘G) 5 - TTCCTTTTCTCATAGTAGTTTAAA(,I -3 280 15-50%
(M13) 5’ - TTGTAATTCACATTTATAATCCATG - 3
5 (M13) 5 -CC‘AGATGGTATAGAAATCTTCG -3 , 308 15-30%
(Pinza CG) 5’ - CCATTCAACATTTTTAACCCTT - 3
6 (M13) 5 - G(‘ITTGCCATTCTTTCTATTTTATT -3 ‘ 277 30-50%
(Pinza CG) 5’ - GCAGGTTACATAAAACTAACGAAAG - 3
(M13) 5’ - CATTAATTCAAGTTAATTTATTTCA - 3’
7 . , , 309 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AAAACAAAATCACTTGTTACCTTCA - 3
M1 " - TGAGATCTTTTTATTTGTTTGTTTT - 3’
8 ( . 3)5 G GATC G G 3 , 263 15-50%
(Pinza CG) 5’ - TTTGCTTTTTAAAAATAACTACTGC - 3
9 (Ml?») 5 - G('}ATTTTGTCACTTTGTTCTGTT - 3, 241 30-50%
(Pinza CG) 5’ - TCCAACCTCCAATGACCCAT -3
M13) 5’ - TGGAATACTTTTTCTTTTCTTCTT - 3’
10 ( . ) , , 298 30-40%
(Pinza CG) 5’ - GCATTTAGGGAATTAATAAAGGG - 3
(Pinza CG) 5’ - ATAAAACTGTTATTTCGATTTGCA - 3’
11 227 30-509
(M13) 5’ - CCAGGTGACATTCAGAACATT - 3’ %
(Pinza CG) 5’ - TTATTATTCAGTATTCCTGTGTACA- 3’
12 388 30-509
(M13) 5’ - CCCACAAAGCCCAAAAACC- 3’ %
Pi " - ATAATTTGTTTTGTA -3
13 ( 1nzaC'G)5 G GTAGGCCCC 3, 318 30-50%
(M13) 5’ - TTTCTATCTTCAAGGGACTAGGAG - 3
14 (Pinza CF}) 5’ - CCACATTTTATGTGATGGGAA- 3 ‘ 370 30-50%
(M13) 5’ - CCAATAGTACATACCTTTCTTCACC - 3
(M13) 5’ - GTCCCCTCACGCTTCCC - 3
1 2 -509
> (Pinza CG) 5’ - AAACTATGAAAACAAACTGACAAAC - 3’ 95 30-50%
M1 "~ AAT ACATTCACATGTGTT - 3’
16 (M13)5 GGGAC CACATGTG 3 369 15-30%

(Pinza CG) 5’ - CCATGGGCACTGACAGTTAA - 3’

ANEXO 2B. Cebadores y condiciones de desnaturalizacion empleadas en la amplificacion e identificacion del estado
mutacional del gen MSH2 (modificado de Wijnen et al. 1995 y Wijnen et al. 1996). La “Pinza CG” (5’-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCCC-3%) se une en el extremo 5° de un cebador y
estabiliza el ADN. La secuencia M13 (5’-GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG-3’) se une al otro cebador Y ejerce

de molde para la secuenciacion de aquellos fragmentos con patrones anomalos de migracion. Bp: pares de bases.
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ANEXO 2C. Sondas para la deteccion de grandes reordenamientos en los genes MLH1 y
MSH2.

. - Localizacion cromosémica
Longitud (nucleotidos) Sonda MLPA

Control MLH1 MSH2
94 Sonda control sintética 2ql4
130 Sonda control 0797-L0463 5931
136 Sonda control 0981-L0566 10p11
142 Sonda MLH1 0886-L0474 exon 1
148 Sonda MSH2 1027-L0599 exon 1
154 Sonda MLH1 1008-L0577 exon 2
160 Sonda MSH2 0906-L0494 exén 2
166 Sonda MLH1 0888-L0476 exon 3
172 Sonda MSH2 1029-L0601 exon 3
178 Sonda MLH1 0889-L0477 exon 4
184 Sonda MSH2 0908-L0496 exén 4
193 Sonda control 0976-L0563 11p13
210 Sonda MLH1 0890-L0478 exon5
211 Sonda MSH2 0909-L0497 exoén 5
220 Sonda MLH1 0891-L0479 exon 6
229 Sonda MSH2 0910-L.0498 exon 6
238 Sonda MLH1 0892-L0480 exon 7
247 Sonda MSH2 0911-L0499 exon 7
256 Sonda MLH1 0893-L0481 ex6n 8
265 Sonda MSH2 0912-1.0582 exon 8
274 Sonda MLH1 0894-L0482 exon 9
283 Sonda control 0438-L0003 17q21
292 Sonda MSH2 0913-L0583 ex6n 9
301 Sonda MLH1 0895-L0483 exon 10
310 Sonda MSH2 0914-1.0584 ex6n 10
319 Sonda MLH1 0896-L0484 ex6n 11
328 Sonda MSH2 0915-L0503 ex6n 11
337 Sonda MLH1 0897-L0485 exon 12
346 Sonda MSH2 0916-L0504 ex6n 12
355 Sonda MLH1 0898-L0486 ex6n 13
364 Sonda MSH2 1013-L0575 ex6n 13
373 Sonda control 0681-L0154 4q25
382 Sonda MLH1 0899-L0586 exon 14
391 Sonda MSH2 0918-L0506 ex6n 14
400 Sonda MLH1 0900-0488 ex6n 15
409 Sonda MSH2 0919-1.0585 ex6n 15
418 Sonda MLH1 1009-L0576 exon 16
427 Sonda MSH2 1053-L0627 ex6n 16
436 Sonda MLH1 1030-L0602 ex6n 17
445 Sonda MLH1 1031-L0603 ex6n 18
454 Sonda MLH1 0904-L0492 ex6n 19
463 Sonda control 0979-L0568 10p14
472 Sonda control 0980-L0567 11p12

ANEXO 2C. Sondas que componen el reactivo comercial Salsa MLPA Kit P003-B1 MLH1/MSH2 (MRC-Holland,
Amsterdam, Holanda) para la deteccion de grandes reordenamientos en los genes MLH1 y MSH2.
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ANEXO 2D. Cebadores y condiciones de desnaturalizacion para el gen MSH6.

Exon/ Tamaiio Tiempos T2PCR T2 dHPLC
Cebadores
Fragmento (Bp) PCR (°Q) (°Q)
5’-TCCGTCCGACAGAACGGTTG-3’
1A 129 Largo 55,0 66,0

5’-TTCGCGTGAGGCCCTGGCCGA-3’

5 CGCTGAGTGATGCCAACAAG-3'
1B 5'-CAACCCCCTGTGCGAGCCTC-3’ 300 Largo 48,0 67.1

5 AACTAAGTTATGTATTTCCT-3 _
2 5'-CCTGTCTGTCTGTTTCTCTC-3’ 300 Intermedio 55,0 59,4

5’-GAACTGCTGGGATTACAGGC-3’
3A 130 Cort 63,0 59,1
5’-GTATTTCAGGCTTTGCACTG-3’ orto ) ,

5 CCCAGAAGGGAGGTCATTTT-3'
3B 5'-CCCCATCACCCTAACATAAA-3’ 200 Largo 550 >8,6

5 _CCAAATTTTGATTTGTTTTT-3’
A 5'-CCACATCAGAGCCACCAATG-3' 207 Largo 550 >83

5 CGAAGGGTCATATCAGATTC 3
4B 5'-ATACCAAACAGTAGGGCGAC-3’ 357 Largo 55,0 59,0

5 CGTTAGTGGAGGTGGTGATG-3'
ac 5'-ATGAATACCAGCCCCAGTTC-3' 303 Corto 550 58,4

5 CTGTACCACATGGATGCTCT-3
4D 5'-CTTCCTCTTTTTCTTTGAGG-3’ 304 Corto 48,0 58,5

5" .CCTCTGAGAACTACAGTAAG-3'
4B 5'-CCAAAACTGGGAGCCGGGTA-3’ 293 Corto 50,0 57.1

5 .CTGTTCTCTTCAGGAAGGTC-3'
4F 5'-AGCCATTGATAAAAGCTCCT-3’ 271 Corto 55,0 58,5

5'-CCTCAAAAAATGCCTTATTG-3’
4G 5'-AGCCATTGCTTTAGGAGCCG-3’ 304 Corto 55,0 56,7

5 ACTTGCCATACTCCTTTTGG-3
4 5'-TCCAGAGCAGAAAGAAAATC-3' 299 Corto 48,0 57,7

5 CTACATACAGCAAGAAGAAG-3'
4 5'-CCTGCTTTGGGAGTAATAAG-3’ 253 Largo 550 56,0

5 GAARAGGCTCGAAAGACTGG 3"
Y 5'-TCGTTTACAGCCCTTCTTGG-3’ 230 Corto 45,0 591

5-GAAGAATACGACTTGAAATC-3'
K 5'-GCACTACTTATCAAAGCCTG-3’ 244 Corto 46,0 57,6

5 AAAACCCCCAAACGATGAAG-3
5A 5'-GTCTTCGTAATGCAAGGATG-3’ 220 Corto 60,0 59,2

5 CTTAGAGCTTAAAGGATCAC-3'
5B 5'-CTTTCTGATAACAAAACTTT-3’ 208 Largo 540 >7.1

5 CTTTATGAAACTGTTACTACC-3'
6 5'-GCAAATATCTTTTATCACAT-3’ 237 Corto 500 56,6

5 GAGTATTCATTTGTGATTTT-3'
4 5'-AAATGTTTTTAAGATAGATAGTCTTC-3' 171 Corto 500 53,7

5 CCTTTTTTGTTTTAATTCCT-3"
8 5-CAAGAGAAGTGCCCTCTCAA-3’ 268 Corto 500 56,4

5 TTTTGAGAGGGCACTTCTCT-3
9 5'-CCCCTTTTACTGTTTCTTTG-3' 266 Corto 500 57,0

5 ATTTTAAGGGAAGTTTGCC-3’
10 5-GTTTATTAGATCATAATGTT-3’ 165 Largo 500 >7.4

ANEXO 2D. Condiciones de PCR y temperaturas de desnaturalizacién empleadas para el analisis del estado

mutacional del gen MSH6. Bp: pares de bases.
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ANEXO 3

Listado de las regiones recurrentemente alteradas en poblaciéon joven

(frecuencia de aparicion superior o igual al 30%).

ANEXO 3. Regiones recurrentemente alteradas en poblacion joven.

Cromosoma Inicio Final Region Z/:))sZIt ::::::: Tipo Ta(rgl;)ﬁ 0 T?ﬁz;io
Cr1 37196 782738 p36.33-p36.33 ; 745483 | 0,745483
Cr1 1069258 13881396 p36.33-p36.21 37 Ganancia | 12812079 | 12,812079
Cr1 15108352 16661919 p36.21-p36.13 32 Ganancia | 1553508 | 1,553508
Cr1 16817704 16963439 p36.13-p36.13 ; 145676 | 0,145676
Cr1 17114814 17747165 p36.13-p36.13 32 Ganancia 632292 | 0,632292
Cr1 18607784 29892192 p36.13-p35.3 40 Ganancia | 11284349 | 11,284349
Cr1 30990226 33667623 p35.2-p35.1 43 Ganancia | 2677338 | 2,677338
Cr1 33771675 34904712 p35.1-p34.3 _ 1132978 | 1,132978
Cr1 35048650 36838461 p34.3-p34.3 40 Ganancia | 1789752 | 1,789752
Cr1 37588531 38530532 p34.3-p34.3 37 Ganancia | 941942 | 0,941942
Cr1 38913069 46814154 p34.3-p33 33 Ganancia | 7901026 | 7,901026
Cr1 52436165 53470974 p32.3-p32.3 30 Ganancia | 1034750 | 1,034750
Cr1 53953959 54994847 p32.3-p32.3 30 Ganancia | 1040829 | 1,040829
Cr1 116942100 | 116995821 p13.1-p13.1 53662 0,053662
Cr1 120374173 | 143940269 pl12-q21.1 23566037 | 23,566037
Cr1 120374173 144851227 pl2-q21.1 24476995 | 24,476995
Cr1 145938612 148063174 q21.1-q21.2 2124503 | 2,124503
Cr1 148268162 149731681 q21.2-q21.2 1463460 | 1,463460
Cr2 204242050 204362806 q32.1-q32.1 120697 0,120697
Cr2 25548556 26169381 p23.3-p23.3 620766 | 0,620766
Cr2 86992179 87880563 p11.2-p11.2 888325 | 0,888325
Cr2 89097237 95026803 pl1.2-q11.1 5929507 | 5,929507
Cr2 95442924 96141467 qll.1-q11.1 698484 0,698484
Cr2 96597568 96655261 ql1.1-q11.1 57634 0,057634
Cr2 97268528 97318329 ql1.2-q11.2 49742 0,049742
Cr2 109907480 | 111059561 ql12.3-q13 1152022 | 1,152022
Cr2 111673819 112349426 ql3-q13 675548 0,675548

Pagina | 183




ANEXO 3 (Continuacién)

Cr2 241124790 | 242593318 q37.3-q37.3 33 Ganancia | 1468469 | 1,468469
Cr2 242675900 | 242706350 q37.3-q37.3 _ 30391 0,030391
Cr3 46988350 53360302 p21.31-p21.1 43 Ganancia | 6371893 | 6,371893
Cr3 184208450 187278286 q27.1-q27.3 32 Ganancia | 3069777 | 3,069777
Cr3 195462986 | 195910873 q29-q29 30 Ganancia 447828 | 0,447828
Cr3 196423015 199247786 q29-q29 33 Ganancia | 2824712 | 2,824712
Cr4 516875 2549964 pl6.3-p16.3 30 Ganancia | 2033030 | 2,033030
Cr4 21974254 22047060 pl14.3-p14.3 72747 0,072747
Cr4 190717003 190873748 q35.2-935.2 156686 | 0,156686
Cr4 144953677 145283514 q31.21-q31.21 329778 | 0,329778
Cr5 68788914 70779564 q13.2-q13.2 1990591 | 1,990591
Cr5 108265110 108288190 q21.3-q21.3 23021 0,023021
Cr5 113532250 115664852 q22.3-923.1 2132543 | 2,132543
Cr5 116282780 116305293 q23.1-923.1 22454 0,022454
Cr5 137638577 138153712 q31.2-q31.2 30 Ganancia 515076 | 0,515076
Cré6 27321652 37954608 p22.1-p21.2 40 Ganancia | 10632897 | 10,632897
Cré6 41895635 42026044 p21.1-p21.1 30 Ganancia 130350 | 0,130350
Cr6 42445767 44022710 p21.1-p21.1 30 Ganancia | 1576884 | 1,576884
Cré6 57375635 58809497 pl1l.2-p11.1 _ 1433803 | 1,433803
Cr7 130978 6815930 p22.3-p22.1 38 Ganancia | 6684893 | 6,684893
Cr7 56364350 64990998 pl1l.2-q11.21 8626589 | 8,626589
Cr7 72022321 72363297 ql1.22-q11.23 340917 | 0,340917
Cr7 72382850 73733199 ql1.23-q11.23 47 Ganancia | 1350290 | 1,350290
Cr7 73803410 74873342 ql1.23-q11.23 _ 1069873 | 1,069873
Cr7 75016404 75943550 ql1.23-q11.23 35 Ganancia 927087 | 0,927087
Cr7 75945288 76692001 ql1.23-q11.23 _ 746654 | 0,746654
Cr7 97306690 101857360 q21.3-q22.1 43 Ganancia | 4550611 | 4,550611
Cr7 101904918 102096550 q22.1-q22.1 _ 191573 0,191573
Cr7 127604630 130918866 q32.1-9q32.3 35 Ganancia | 3314177 | 3,314177
Cr7 142942378 143801725 q34-935 _ 859288 | 0,859288
Cr7 147991984 | 149090779 q36.1-q36.1 32 Ganancia | 1098736 | 1,098736
Cr7 150202817 150202876 q36.1-q36.1 32 Ganancia | 0000000 | 0,000000
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ANEXO 3 (Continuacién)

Cr7 156716717 | 158816093 q36.3-q36.3 30 Ganancia | 2099317 | 2,099317
Cr8 16975 837507 p23.3-p23.3 820473 | 0,820473
Cr8 6837435 7884993 p23.1-p23.1 1047499 | 1,047499
Cr9 140794039 | 146264291 q24.3-q24.3 33 Ganancia | 5470193 | 5,470193
Cr9 36013399 38129130 p13.3-p13.2 30 Ganancia | 2115672 | 2,115672
Cr9 38869064 70202759 p13.1-q21.12 31333636 | 31,333636
Cr9 117005092 | 122121162 q32-q33.1 5116011 | 5,116011
Cr9 125621381 | 140209730 q33.2-q34.3 14588290 | 14,588290
Cr9 140215147 | 140224149 q34.3-q34.3 8943 0,008943
Cr10 37490461 37524172 p11.21-p11.21 33652 0,033652
Cr10 44870523 52371353 q11.21-q11.23 7500771 | 7,500771
Cr10 69469183 72433577 q21.3-q22.1 32 Ganancia | 2964335 | 2,964335
Cr10 73255752 76512210 q22.1-q22.2 32 Ganancia | 3256399 | 3,256399
Cr10 81419039 81612999 q22.3-q22.3 193901 0,193901
Cr10 87691576 87941088 q23.1-q23.2 249453 0,249453
Cr10 88920768 89249049 q23.2-q23.2 328222 0,328222
Cr10 97862154 99150609 q24.1-q24.1 30 Ganancia | 1288396 | 1,288396
Cr10 101069145 | 105153511 q24.2-q24.33 33 Ganancia | 4084307 | 4,084307
Cr10 106792729 111531117 q25.1-925.1 4738329 | 4,738329
Cr11 4889498 5479112 p15.4-p15.4 589555 | 0,589555
Cr11 11025191 14020935 p15.3-p15.2 2995685 | 2,995685
Cr11 15016874 16396710 p15.2-p15.1 1379777 | 1,379777
Cr11 20255097 20289613 p15.1-p15.1 34457 0,034457
Cr11 20606485 32139158 p15.1-p13 11532614 | 11,532614
Cr11 34559616 43212369 p13-p12 8652694 | 8,652694
Cr11 44328581 44975021 pl11.2-p11.2 646381 | 0,646381
Cr11 45374300 45680149 pl11.2-p11.2 305790 | 0,305790
Cr11 45923615 48190140 pl11.2-p11.2 35 Ganancia | 2266466 | 2,266466
Cr11 48975862 56505878 p11.12-q12.1 _ 7529957 | 7,529957
Cr11 56825292 57066954 ql2.1-q12.1 30 Ganancia 241603 | 0,241603
Cr11 60234326 71843375 ql2.2-q13.4 42 Ganancia | 11608990 | 11,608990
Cr11 78296740 110910724 q14.1-q23.1 ; 32613925 | 32,613925
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ANEXO 3 (Continuacién)

Cr11 111628123 115782456 q23.1-q23.3 4154274 | 4,154274
Cr11 130067267 134092303 q24.3-q25 4024977 | 4,024977
Cr12 47265824 56577370 ql3.11-q13.2 43 Ganancia | 9311487 | 9,311487
Cr12 118766927 124260571 q24.23-q24.31 37 Ganancia | 5493585 | 5,493585
Cr13 109607314 | 114085670 q33.3-q34 37 Ganancia | 4478297 | 4,478297
Cr14 18407780 19359996 qll.1-q11.2 _ 952157 | 0,952157
Cr14 19552691 22675218 qll.2-q11.2 33 Ganancia | 3122468 | 3,122468
Cr 14 26499374 26566421 ql2-q12 _ 66988 0,066988
Cr 14 72507629 74886354 q24.2-q24.3 37 Ganancia | 2378666 | 2,378666
Cr14 77477595 87856580 q24.3-q31.3 10378926 | 10,378926
Cr14 96281242 98380658 q32.13-q32.2 2099357 | 2,099357
Cr14 101425950 106342135 q32.31-q32.33 4916126 | 4,916126
Cr15 18422770 26864659 pl1l.1-q12 8441830 | 8,441830
Cr15 28248482 28452314 q13.1-q13.1 203773 0,203773
Cr15 80528336 80982568 q25.1-q25.1 454173 0,454173
Cr15 85100885 86724461 q25.2-q25.3 1623517 | 1,623517
Cr15 91474962 93825906 q26.1-926.1 2350885 | 2,350885
Cr16 95546 14738282 p13.3-p13.12 37 Ganancia | 14642677 | 14,642677
Cr16 14778511 15353119 p13.11-p13.11 574549 | 0,574549
Cr16 15464751 16213400 p13.11-p13.11 38 Ganancia 748590 | 0,748590
Cr16 16245207 16447913 p13.11-p13.11 _ 202647 | 0,202647
Cr16 16512254 18010721 p13.11-p12.3 35 Ganancia | 1498408 | 1,498408
Cr16 18038778 18594572 pl2.3-p12.3 555735 | 0,555735
Cr16 18618876 23121774 pl2.3-p12.2 30 Ganancia | 4502839 | 4,502839
Cr16 29473201 31711863 pl1l.2-p11.2 40 Ganancia | 2238603 | 2,238603
Cr16 31888699 33366648 pl1l.2-p11.2 1477890 | 1,477890
Cr16 62913343 64047048 q21-q21 1133646 | 1,133646
Cr16 64900356 69242742 q21-q22.1 47 Ganancia | 4342327 | 4,342327
Cr16 69532118 69758867 q22.1-q22.1 226690 | 0,226690
Cr16 87940391 88704662 q24.2-q24.3 33 Ganancia 764212 0,764212
Cr17 78259 10283354 p13.3-p13.1 35 Ganancia | 10205036 | 10,205036
Cr17 16954652 18257724 pl1l.2-p11.2 30 Ganancia | 1303013 | 1,303013
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ANEXO 3 (Continuacién)

Cr17 18287891 19075717 pl1.2-p11.2 787767 | 0,787767
Cr17 19091256 20143868 pl1.2-p11.2 Ganancia | 1052553 | 1,052553
Cr17 20167115 20738119 pl1.2-p11.2 570945 | 0,570945
Cr17 21247123 22372531 pll.2-pll.1 1125349 | 1,125349
Cr17 23317186 27975206 pll.1-q11.2 33 Ganancia | 4657961 | 4,657961
Cr17 28515224 30166846 qll.2-q11.2 _ 1651563 | 1,651563
Cr17 31076344 46694286 ql1.2-q21.32 45 Ganancia | 15617883 | 15,617883
Cr17 52236804 65373911 q22-q24.2 40 Ganancia | 13137048 | 13,137048
Cr17 68013563 78637182 q24.3-925.3 50 Ganancia | 10623560 | 10,623560
Cr18 15636 112438 p11.32-p11.32 96743 0,096743
Cr18 14397827 15014176 p11.21-p11.21 616290 | 0,616290
Cr18 20890532 41740141 ql1.2-q12.3 20849550 | 20,849550
Cr18 43154947 43433426 q12.3-q12.3 278420 | 0,278420
Cr18 47671711 52930061 q21.1-q21.2 5258291 | 5,258291
Cr18 59338887 72045213 q21.33-q22.3 12706267 | 12,706267
Cr19 45911 21758732 p13.3-p12 57 Ganancia | 21712762 | 21,712762
Cr19 37674877 63782948 q13.12-q13.43 52 Ganancia | 26108012 | 26,108012
Cr20 166419 464538 p13-p13 30 Ganancia 298060 | 0,298060
Cr20 2241691 4949560 p13-p13 30 Ganancia | 2707810 | 2,707810
Cr 20 25120777 37143320 p11.21-q11.23 48 Ganancia | 12022484 | 12,022484
Cr 20 41019694 62364287 ql2-q13.33 38 Ganancia | 21344534 | 21,344534
Cr21 13469523 14424968 qll.1-q11.2 _ 955386 | 0,955386
Cr21 42406592 46809657 q22.2-q22.3 38 Ganancia | 4403006 | 4,403006
Cr 22 14763133 49565997 ql1.1-q22.33 42 Ganancia | 34802805 | 34,802805

ANEXO 3. Listado de las alteraciones observadas con recurrencias superiores o iguales al 30% en el grupo de

pacientes jovenes. Las ganancias se representan en color verde y las pérdidas se representan en color rojo. Los

fragmentos con tamarfios superiores a 1Mb se muestran destacados en color amarillo. Cr: cromosoma. Bp: pares de

bases. Mb: Megabase.
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ANEXO 4

Listado de las regiones recurrentemente alteradas en poblaciéon anciana

(frecuencia de aparicion superior o igual al 30%).

ANEXO 4. Regiones recurrentemente alteradas en poblacion anciana.

% de tumores

Tipo
con el cambio

Ganancia

Ganancia

Ganancia

Cromosoma Inicio Final Region
Cr1 37196 782738 p36.33-p36.33
Cr1 8004570 10584597 p36.23-p36.22
Cr1 33684738 34904712 p35.1-p34.3
Cr1 48214817 50432010 p33-p33
Cr1 55828626 58702787 p32.3-p32.2
Cr1 59946536 60779435 p32.1-p32.1
Cr1 69298208 77653895 p31.2-p31.1
Cr1 78464100 84186685 p31.1-p31.1
Cr1 97248909 99714760 p21.3-p21.2
Cr1 101239039 | 101239098 p21.2-p21.2
Cr1 120374173 | 143895571 pl12-q21.1
Cr1 144095692 | 144267559 q21.1-q21.1
Cr1 146107562 | 147962931 q21.1-q21.2
Cr1 148063115 | 149688312 q21.2-q21.2
Cr1 204242050 | 204347270 q32.1-q32.1
Cr2 4272519 6802196 p25.3-p25.2
Cr2 87655848 87880563 pl11.2-p11.2
Cr2 89097237 95026803 pl11.2-q11.1
Cr2 137089936 | 139300429 q22.1-q22.1
Cr2 143897043 | 144077820 q22.2-q22.2
Cr3 8328434 8540495 p26.1-p26.1
Cr3 47089939 50544648 p21.31-p21.31
Cr3 77022174 77177387 pl12.3-p12.3
Cr4 4705531 5219656 pl16.2-p16.2
Cr4 10221230 15290926 p16.1-p15.32
Cr4 15775613 15864768 p15.32-p15.32
Cr4 17525610 23853451 p15.32-p15.2
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Tamafio Tamafio
(Bp) (Mb)
745542 0,745542
2580027 | 2,580027
1219974 | 1,219974
2217193 | 2,217193
2874161 | 2,874161
832899 0,832899
8355687 | 8,355687
5722585 | 5,722585
2465851 | 2,465851

59 0,000059
23521398 | 23,521398
171867 0,171867
1855369 | 1,855369
1625197 | 1,625197
105220 0,105220
2529677 | 2,529677
224715 0,224715
5929566 | 5,929566
2210493 2,210493
180777 0,180777
212061 0,212061
3454709 | 3,454709
155213 0,155213
514125 0,514125
5069696 | 5,069696
89155 0,089155
6327841 | 6,327841




ANEXO 4 (Continuacion)

Cr4 31143948 33778874 p15.1-p15.1 2634926 | 2,634926
Cr4 144953677 | 145283514 q31.21-q31.21 329837 0,329837
Cr4 166704644 | 169575008 q32.3-q32.3 2870364 | 2,870364
Cr4 171670003 | 173720360 q33-q34.1 2050357 | 2,050357
Cr4 174795216 | 182341128 q34.1-q34.3 7545912 | 7,545912
Cr4 190555716 | 190873748 q35.2-q35.2 318032 0,318032
Cr5 2311769 6623783 p15.33-p15.31 4312014 | 4,312014
Cr5 21310323 22047060 p14.3-p14.3 736737 0,736737
Cr5 68788914 70779564 q13.2-q13.2 1990650 | 1,990650
Cr5 82752236 124813769 ql4.2-q23.2 42061533 | 42,061533
Cré6 30333015 37897378 p22.1-p21.2 33 Ganancia | 7564363 | 7,564363
Cré6 57903473 58793320 pl11l.2-p11.1 889847 0,889847
Cr7 130978 6892833 p22.3-p22.1 38 Ganancia | 6761855 6,761855
Cr7 63969095 66600277 ql1.21-q11.21 35 Ganancia 2631182 2,631182
Cr7 70991788 76123971 ql11.22-q11.23 40 Ganancia 5132183 5,132183
Cr7 76431621 76888892 q11.23-q11.23 31 Ganancia 457271 0,457271
Cr7 97306690 102491902 q21.3-q22.1 42 Ganancia 5185212 5,185212
Cr7 104341894 | 105102745 q22.2-q22.3 33 Ganancia 760851 0,760851
Cr7 127416899 | 131054664 q32.1-q32.3 36 Ganancia | 3637765 | 3,637765
Cr7 137983367 | 140393075 q33-q34 31 Ganancia | 2409708 | 2,409708
Cr7 143590133 | 143704676 q35-q35 -‘ 114543 0,114543
Cr7 147963723 | 149237521 q36.1-q36.1 34 Ganancia | 1273798 | 1,273798
Cr7 150202817 | 152017978 q36.1-q36.1 31 Ganancia | 1815161 | 1,815161
Cr7 156538150 | 158816093 q36.3-q36.3 32 Ganancia | 2277943 | 2,277943
Cr8 44879 479034 p23.3-p23.3 434155 0,434155
Cr8 3654737 5420750 p23.2-p23.2 1766013 | 1,766013
Cr8 6837435 7884993 p23.1-p23.1 1047558 | 1,047558
Cr8 100301068 | 102815785 q22.2-q22.3 31 Ganancia | 2514717 | 2,514717
Cr8 103393373 | 104021217 q22.3-q22.3 32 Ganancia 627844 0,627844
Cr8 120751631 | 121249663 q24.12-q24.12 32 Ganancia 498032 0,498032
Cr8 123861277 | 124910630 q24.13-q24.13 32 Ganancia | 1049353 | 1,049353
Cr8 125234619 | 126763485 q24.13-q24.13 32 Ganancia | 1528866 | 1,528866
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Cr8 140794039 | 146264291 q24.3-q24.3 34 Ganancia | 5470252 5,470252
Cr9 38987240 70202759 p13.1-q21.12 ‘ ‘ 31215519 | 31,215519
Cr9 117339053 | 122035229 q32-q33.1 ‘ ‘ 4696176 | 4,696176
Cr9 125806325 | 140089577 q33.3-q34.3 - 14283252 | 14,283252
Cr10 37493081 37524172 pl11.21-p11.21 ‘ ‘ 31091 0,031091
Cr10 45395892 51630099 ql1.21-q11.23 ‘ ‘ 6234207 6,234207
Cr10 52091296 52371353 ql11.23-q11.23 ‘ ‘ 280057 0,280057
Cr10 89041760 89249049 q23.2-q23.2 ‘ ‘ 207289 0,207289
Cr10 109054587 | 110871965 q25.1-q25.1 ‘ ‘ 1817378 1,817378
Cr10 130236811 | 130402405 q26.2-q26.2 165594 0,165594
Cr11 20862993 31208638 p15.1-p13 10345645 | 10,345645
Cr11 36891794 42687530 pl2-p12 5795736 5,795736
Cr11 48975862 54821358 pll.12-q11 5845496 5,845496
Cr11 61395615 70459618 ql2.2-q13.4 - 9064003 9,064003
Cr11 78473443 82089520 ql4.1-q14.1 3616077 3,616077
Cr11 87895721 92739532 ql4.2-q14.3 4843811 4,843811
Cr11 96200883 99301505 q21-q22.1 3100622 3,100622
Cr11 102666154 | 106365824 q22.2-q22.3 3699670 3,699670
Cr11 111837198 | 112579769 q23.1-q23.2 ‘ ‘ 742571 0,742571
Cr11 114331302 | 114861068 q23.2-q23.3 ‘ ‘ 529766 0,529766
Cr11 130298607 | 133181567 q24.3-q25 ‘ ‘ 2882960 2,882960
Cr12 47175214 50388129 ql3.11-q13.12 36 Ganancia | 3212915 3,212915
Cr12 51579531 56577370 ql3.13-q13.2 34 Ganancia | 4997839 4,997839
Cr12 118766927 | 122904829 q24.23-q24.31 34 Ganancia | 4137902 4,137902
Cr12 123444989 | 124101207 q24.31-q24.31 30 Ganancia 656218 0,656218
Cr13 94061940 95173976 q31.3-q32.1 31 Ganancia | 1112036 1,112036
Cr13 97212748 100173509 q32.1-q32.3 33 Ganancia | 2960761 2,960761
Cr13 109638987 | 110799432 q33.3-q34 32 Ganancia | 1160445 1,160445
Cr13 111907737 | 114085670 q34-q34 35 Ganancia | 2177933 2,177933
Cr14 18407780 19359996 qll.1-q11.2 952216 0,952216
Cr14 24333453 24359646 qll.2-q11.2 26193 0,026193
Cr14 26499374 27325327 ql2-q12 825953 0,825953
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Cr14 72560327 74817409 q24.2-q24.3 30 Ganancia | 2257082 | 2,257082
Cr14 77723928 87656104 q24.3-q31.3 ‘ ‘ 9932176 | 9,932176
Cr14 96434284 98384060 q32.2-q32.2 ‘ ‘ 1949776 | 1,949776
Cr14 102126488 | 103094729 q32.31-q32.31 968241 0,968241
Cr15 18422770 21062213 p11.1-q11.2 ‘ ‘ 2639443 | 2,639443
Cr15 21851422 22110773 ql1.2-q11.2 ‘ ‘ 259351 0,259351
Cr15 26152619 26732615 ql2-q12 ‘ ‘ 579996 0,579996
Cr15 85788326 86073394 q25.3-q25.3 ‘ ‘ 285068 0,285068
Cr15 92652097 95527749 q26.1-q26.2 ‘ ‘ 2875652 | 2,875652
Cri16 95546 5340336 p13.3-p13.3 37 Ganancia | 5244790 | 5,244790
Cri16 8533132 9308126 p13.2-p13.2 32 Ganancia 774994 0,774994
Cr16 10257678 13133556 p13.2-p13.12 32 Ganancia | 2875878 | 2,875878
Cr16 13958239 19975882 p13.12-p12.3 33 Ganancia | 6017643 | 6,017643
Cr 16 20835054 23121774 pl12.3-p12.2 32 Ganancia 2286720 2,286720
Cr 16 27989924 31711863 pl12.1-p11.2 34 Ganancia 3721939 3,721939
Cr16 65125929 69250643 q21-q22.1 38 Ganancia 4124714 4,124714
Cr17 78259 2184349 p13.3-p13.3 32 Ganancia | 2106090 2,106090
Cr17 19091256 20099208 pl11.2-p11.2 33 Ganancia 1007952 1,007952
Cr17 20167115 20261742 pl11.2-p11.2 -I 94627 0,094627
Cr17 23397882 27792273 pl1.1-q11.2 32 Ganancia | 4394391 | 4,