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Com hem vist el procés que porta a una cèl·lula a convertir-se en cancerosa és 

llarg i complex. Malgrat el gran nombre d’estudis que s’han fet fins ara, 

l’heterogeneïtat de les alteracions i el gran desconeixement que tenim sobre el 

paper que juguen moltes d’elles fa que encara no tinguem una imatge clara de 

quins son els paràmetres més importants, ni com s’han d’abordar, tant pel què fa 

a l’avaluació del pronòstic, com pel disseny d’una teràpia coadjuvant més eficaç.  

Qualsevol anàlisi global de biòpsies humanes ens dóna una panoràmica a vista 

d’ocell de la situació d’un conjunt de cèl·lules en un moment determinat: el de 

l’extirpació del tumor. Es tracta de fer una descripció detallada dels tumors (a 

nivell del genoma, el transcriptoma, i el proteoma) per obtenir un diagnòstic el 

màxim acurat i així classificar els tumors amb un objectiu principal: que tingui un 

valor clínic. És a dir, que ens serveixi com a indicador de pronòstic, i alhora que 

ens sigui útil per decidir el tractament més efectiu possible. 

Abans d’entrar en l’anàlisi i interpretació de les nostres dades cal fer algunes 

consideracions referents a les mostres. En abordatges com el que recull aquesta 

tesi, una de les limitacions més importants alhora d’avaluar els resultats és que 

es parteix d’un nombre de casos reduït. A més també s’ha de determinar si el 

disseny de la sèrie és adient per adreçar les qüestions o objectius plantejats. En 

el nostre cas, el grup de mostres escollit havia de ser suficientment gran per 

poder fer grups i definir predictors de classe, donat que aquesta és una de les 

premisses plantejades inicialment. Una mida mostral de 50 casos es va 

considerar raonable. Per donar consistència a les conclusions, però, s’haurien de 

poder fer estudis de validació creuada sense que això representés una feina 

inassequible, tant pel què fa a aspectes econòmics com logístics. Amb mides 

mostrals inferiors, és impossible validar els resultats sense tenir un conjunt de 

mostres independent per dues raons principals. La primera, perquè l’error estimat 

té una variància molt elevada en conjunts de mostres petites; i la segona, perquè 

les mostres utilitzades per construir el predictor en l’estudi inicial potser no són 

prou representatives per reflectir totes les característiques de la població (Simon 

et al., 2003). Cal remarcar que el nostre estudi és de caràcter exploratori, i que 

abans d’aplicar les conclusions obtingudes s’ha de fer una validació amb un 

conjunt prou gran de mostres independents.  

Hem de destacar que els casos analitzats en la present tesi són dels estadis de 

Dukes B i C amb la voluntat de poder distingir dos grups que tot i que a nivell 

clinicopatològic estan molt ben definits, el grau d’incertesa referent a l’evolució 

clínica i resposta al tractament a nivell individual és molt alta (Figura 32, de 
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l’apartat de Resultats). En conseqüència l’addició de qualsevol nou paràmetre 

predictor serà d’enorme utilitat.  

Classificació dels tumors en base al patró d’alteracions cromosòmiques 

La primera aproximació que hem fet ha estat considerar el nombre i tipus 

d’alteracions cromosòmiques per obtenir subclassificacions dels tumors. Ja a 

començaments del segle XX Theodor Boveri (Boveri, 1914) va proposar la idea 

que l’acumulació d’alteracions podia ser responsable del creixement i la 

progressió dels tumors. En el cas del càncer colorectal està a bastament descrit 

que a més alteracions el pronòstic empitjora. Així, quan s’estudien el número 

d’alteracions cromosòmiques mitjançant cariotips (Bardi et al., 2004), o el grau 

d’aneuploïdia (Risques et al., 2001), trobem que hi ha una correlació amb mal 

pronòstic. També s’ha descrit que a mesura que els adenomes progressen cap a 

carcinomes acumulen més alteracions cromosòmiques a nivell de CGH (Ried et 

al., 1999). 

En la nostra sèrie, la mitjana d’alteracions per cas és de 8,8 (amb un rang de 

variació de 0 fins a 20 alteracions). Aquests resultats no difereixen gaire amb els 

publicats per De Angelis (De Angelis et al., 1999) on trobaven una mitjana de 7 

alteracions (amb un rang de 0-19), i per Korn (Korn et al., 1999) que descriuen 

10,2 alteracions de mitjana per cas (amb un rang de 1-20). 

En base a la distribució del nombre d’alteracions es poden fer vàries 

classificacions (Figura 28, de l’apartat de Resultats), però donat el baix nombre 

de casos de què disposem i que no existeixen criteris objectivables, hem preferit 

no definir subgrups de tumors en funció del nombre d’alteracions, ja que 

aquestes classificacions són poc comparables i “exportables” a d’altres estudis. 

Això ve reforçat pel fet que el nombre d’alteracions com a tal no està associat a 

cap paràmetre clinicopatològic (Taula 24, de l’apartat de Resultats). Les úniques 

associacions que s’observen són: un major nombre d’alteracions en els tumors 

amb mutació en el gen TP53, i la presència d’amplificacions gèniques (que es 

discuteix més endavant).  

Aquesta associació entre la inactivació del gen TP53 i l’acumulació d’alteracions a 

nivell de cromosomes ja ha estat àmpliament descrita tant en estudis in vitro 

(Williams et al., 1997; Yin et al., 1992) com sobre mostres tumorals (De Angelis 

et al., 1999; Georgiades et al., 1999; Leslie et al., 2003; Risques et al., 2003; 

Sugai et al., 2003). 

Un cop vist que el nombre i el tipus (com discutirem més endavant) d’alteracions 

trobades és semblant al que descriuen la resta d’estudis, ens plantegem fer la 
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classificació dels tumors. Aquesta classificació ens ha de servir com a base per 

analitzar les associacions clinicopatològiques i moleculars amb la supervivència 

lliure de malaltia. Una de les classificacions de tumors colorectals basades en el 

cariotip i que hem considerat com a més sòlida és la de Dutrillaux (Dutrillaux, 

1995). La nostra classificació recull els grups de tumors NORMALS i ICMT que 

tindrien correspondència directa amb dos dels grups de Dutrillaux: Normal Type i 

Monosomic Type, respectivament. Falta esbrinar si el nostre tercer grup (ICR) és 

un autèntic calaix de sastre o correspon al grup Trisomic Type. 

En base als coneixements que ja teníem, i a la informació que hem generat en la 

present tesi hem classificat els tumors segons el patró d’alteracions genòmiques 

en els següents grups:  

Grup de tumors amb MSI 

Com ja s’ha descrit en anteriors treballs els casos amb inestabilitat de 

microsatèl·lits presenten molt poques alteracions a nivell cromosòmic (Dutrillaux, 

1995; Eshleman et al., 1998; Remvikos et al., 1995), si bé estudis utilitzant la 

CGH d’alta resolució (Nakao et al., 2004) i tècniques de fingerprinting (Risques et 

al., 2003) sí que són capaces de trobar desequilibris cromosòmics en aquests 

tumors, encara que amb una menor proporció que la resta. En el nostre grup de 

mostres només hi ha tres casos amb MSI, que representen un 6% del total, i per 

tant no podem treure’n cap conclusió donada la seva baixa freqüència. El que sí 

confirmem és que tenen poques o cap alteració cromosòmica (0, 1 i 2 

cromosomes alterats), i també es localitzen al còlon dret, una característica ben 

establerta per d’altres estudis (Ionov et al., 1993; Thibodeau et al., 1993). Una 

altra característica d’aquest grup de tumors és que són menys agressius i 

presenten més bon pronòstic (Gonzalez-Garcia et al., 2000; Gryfe et al., 2000; 

Hemminki et al., 2000; Watanabe et al., 2001), si bé aquesta dada no és possible 

conifrmar-la en la nostra sèrie donat el baix nombre de casos. 

Grup de tumors amb cariotip normal 

En aquesta sèrie trobem vuit casos que no tenen inestabilitat de microsatèl·lits, ni 

tampoc presenten cap alteració a nivell de CGH. Això ens indica que els canvis 

que puguin tenir a nivell genòmic afectaran petites regions (menors de 10 Mb, 

que és la resolució màxima de la tècnica). Per tant, suposem que aquests tumors 

progressen per un altre camí i acumulen alteracions a un altre nivell: ja sigui 

mitjançant alteracions en el patró de metilació, mutacions puntuals, 

translocacions balancejades, o no balancejades (delecions i guanys) petites. Dels 

vuit casos que formen aquest grup tres moren per la malaltia. A excepció d’un 

cas tots es localitzen al còlon esquerre, i només dos d’ells tenen el gen TP53 

mutat. Aquest grup de tumors és molt interessant per la seva capacitat de 
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progressar sense presentar una inestabilitat genòmica evident. Aquesta 

observació també ha estat feta per altres autors (Georgiades et al., 1999; Goel et 

al., 2003; Jones et al., 2005; Risques et al., 2003), i per tant sembla necessari 

considerar aquest grup a part. Si ens fixem en estudis anteriors, Dutrilleaux 

(Dutrillaux, 1995), per exemple, va separar un grup de tumors normals, però no 

va distingir els que tenien MSI dels que no. 

Altres autors han definit un grup amb poques alteracions a nivell de CGH posant 

el llindar a les 6 alteracions (Chan et al., 2001). Aquests autors defineixen el grup 

amb el nom de MACS (de l’anglès, microsatellite and chromosome stable), que 

també es caracteritzen per no tenir inestabilitat de microsatèl·lits, perquè la 

majoria es troben al còlon esquerre, i per presentar una histologia moderadament 

diferenciada. Al nostre parer, no s’haurien de barrejar els casos amb fins a 6 

alteracions a nivell de CGH, amb aquells que no en tenen cap. Ja que el grup 

sense cap alteració té prou entitat per ell mateix i representa un 16% dels casos 

de la nostra sèrie. També pensem que aquells casos que ja han acumulat algunes 

alteracions a nivell de CGH podrien tractar-se de tumors en estadis inicials que 

podrien evolucionar cap al grup de CIN, com els mateixos autors reconeixen 

(Chan et al., 2001). És per això que creiem molt més encertat i exacte considerar 

el grup sense cap canvi independentment.  

En aquest moment no sabem quins poden ser els mecanismes moleculars que es 

troben darrera de la progressió tumoral en el grup normal. Si bé es pot plantejar 

que alteracions a nivell epigenètic o subcromosòmic poden ser el motor de la 

progressió en aquest grup, calen estudis específics per identificar-ne les bases 

moleculars. 

Grup de tumors ICML 

Aquest grup recull el percentatge més alt de casos (44%) i es caracteritza per 

presentar un alt nombre d’alteracions, pèrdues dels braços dels cromosomes 17p 

i 18q, alta freqüència de mutacions en TP53 i localització preferent al còlon 

esquerre. Aquestes característiques fan pensar que aquest grup correspon als 

definits prèviament per Dutrillaux (Dutrillaux, 1995) com a Monosomic Type, al 

Neartriploid de Bardi (Bardi et al., 2004), o al High aneuploid de Risques (Risques 

et al., 2003). 

Referent a la supervivència, dins d’aquest grup que en conjunt té una 

supervivència lliure de malaltia del 60% al final del seguiment, hem comprovat 

que hi ha una gran diferència entre aquells casos que presenten fins a 10 

alteracions cromosòmiques dels que en tenen més de 10 (vegeu la Figura 35).  

Aquestes diferències ens podrien indicar que dins del grup ICML, l’acumulació 
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d’alteracions cromosòmiques està associada a l’agressivitat i per tant seria un 

bon indicador de pronòstic. 

Grup de tumors ICR 

És evident que ara per ara, no podem considerar que aquest grup tingui entitat 

pròpia, donat que els tumors no presenten característiques diferenciadores de la 

resta. No obstant, és probable que tingui un notable solapament amb d’altres 

descrits com a Trisomic type (Dutrillaux, 1995), Hyperdiploid (Bardi et al., 2004), 

o Low aneuploid (Risques et al., 2003). En el nostre estudi aquest és el grup amb 

una pitjor supervivència en conjunt, quasi el 60% dels pacients recauen després 

de 5 anys de seguiment. A diferència del grup ICML, el número d’alteracions no fa 

cap diferència en quant a supervivència en els ICR (vegeu la Figura 36), el que 

indica que serien altres factors els responsables de la progressió i la malignitat, 

tal com ja s’ha suggerit en d’altres estudis (Bardi et al., 2004; Jones et al., 2005; 

Risques et al., 2003). 

Alteracions específiques  

Les alteracions cromosòmiques recurrents van associades a la presència de gens 

rellevants pel procés tumoral, i per tant s’han de considerar també de forma 

independent. En el nostre estudi diferenciem entre amplificacions, que afecten 

regions relativament petites incloent un o uns pocs gens, i les que afecten a 

regions cromosòmiques importants i que consisteixen en guanys i pèrdues. 

Alteracions estructurals 

En aquest estudi no hem pogut estudiar a fons les alteracions estructurals, ja que 

mitjançant la tècnica de la CGH només podem detectar canvis estructurals quan 

afecten a un tros de cromosoma de forma no equilibrada. Tots aquells canvis 

equilibrats ens passaran per alt. Encara i així, vam intentar comparar les 

alteracions numèriques de les estructurals que es podien identificar, i vam trobar 

que presentaven correlació entre elles. És a dir, a més nombre d’alteracions 

estructurals també hi ha més alteracions numèriques. Això indica que alguns dels 

mecanismes responsables d’ambdós processos són comuns, ja sigui a nivell que 

presentin alteracions que donin la permissivitat perquè es puguin donar a terme 

(de forma indirecta). O bé perquè el mecanisme actiu que provoca l’alteració sigui 

el mateix. Però no vam aprofundir més en aquest tema perquè com que no estem 

identificant totes les alteracions estructurals no valia la pena. Només destacar 

que en un treball de Bardi (1995), utilitzant la citogenètica clàssica, troben que 

els tumors més diferenciats presenten alteracions numèriques o cariotips 

normals, en canvi tumors més desdiferenciats presentaven més alteracions 

estructurals.  
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Guanys i pèrdues 

Els guanys i pèrdues es consideren variacions d’una còpia (o d’unes poques en el 

cas de guanys). Nosaltres vam definir com a alteracions recurrents aquelles que 

trobem en més d’un 15% dels casos. D’aquesta manera hem trobat alterats en 

forma de guanys recurrents els cromosomes 20q (74%), 8q (46%), 13 (44%), 7 

(32%), 17q (32%), 20p (26%), 19 (22%) i X (18%). Pel què fa a les pèrdues, els 

cromosomes més freqüentment alterats són 18 (40%), 17p (48%), 8p (38%), 4 

(32%), 14 (22%) i 15 (18%). A la Taula 47 hi ha un resum comparatiu dels 

nostres resultats i de quatre autors més que també van utilitzar la CGH, més un 

estudi fet mitjançant citogenètica clàssica (Muleris et al., 1990). Si ho mirem amb 

detall veiem que l’estudi fet per De Angelis té una proporció de guanys molt 

semblant als nostres 50 casos. Notis que aquest estudi es va fer amb 45 casos, 

per tant la mida mostral s’acosta a la d’aquesta tesi. I a més, la majoria de casos 

que ells utilitzen són dels estadis de Dukes B i C, més 8 del D. Contràriament, en 

el cas de l’estudi fet per Korn (Korn et al., 1999) es van utilitzar metàstasis de 

càncer colorectal, per això no és d’estranyar que el tant per cent d’alteracions és 

més elevat, tot i que els cromosomes afectats són els mateixos.  

Paral·lelament, trobem que un dels cromosomes amb el resultat més dispar és el 

braç 1p, on nosaltres quasi no trobem canvis (només en 2 casos hi ha pèrdua), i 

altres autors l’arriben a trobar perdut en un 56% de les metàstasis i en un 53% 

de tumors estudiant els cariotips mitjançant citogenètica clàssica. 

Taula 47. Alteracions cromosòmiques recurrents en càncer colorectal. 

Tesi 
(N=50) Chr Angelis 

(N=45) 
Korn (N=27) 

METASTASIS 
Aragane 
(N=30) 

Ried  
(N=16) 

Muleris 
(N=100) 

guanys       
38% +7p 33% 44% 36,7% (p21) 18,75% 33%a  

32% +7q - 26% 30% (q31-
36) - - 

46% +8q 33% 44% 43% (q23-
24) 46,75% 40%  

44%  +13 45% 48% - 50% 51% 
26% +20p - 33% 33,3% - - 
74% +20q 67% 85% 63,3% 75% 43% a  
18% +Xp - 26% - 18,75% 50% a  

pèrdues       

4% –1p 27% 56% - 6,25% 53% 
del(1)(p3) 

32% -4p - 37% - - - 
30% –4q 36% 48% - 18,75% (sencer) 44% 

10% –5q 27% 26% - 6,25% 47% del(5) 
(q2) 

38% –8p 27% 59% - 43,75% 51% 
18% –15q 27% 30% - - 42% a 
48% –17p 22% 41% - 12,5% 76% 
40% –18p - 48% - - 78% a 
66% –18q 49% 89% 36,7% (q21) 12,5% 78% a 

a Cromosoma sencer. Chr: cromosoma 
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A quasi tots els cromosomes el número de canvis que hem trobat cau dins del 

rang de variació dels cinc estudis agafats com a referència, a excepció dels 

cromosomes 7q, 13, Xp, 1p, i 15q; on trobem valors per sota o per sobre dels 

descrits però amb una diferència petita. 

Pèrdues de cromosomes 

Existeixen nombrosos estudis on descriuen que moltes d’aquestes alteracions, 

sobretot a nivell de pèrdues al·lèliques, s’associen a un pronòstic diferencial en 

CCR (Arribas et al., 1999; Bardi et al., 2004; Castells et al., 1999; Choi et al., 

2002; Diep et al., 2003; Halling et al., 1999; Zhou et al., 2002).  

Pèrdues a 12p 

Tan sols quatre tumors mostren pèrdues a 12p, però tots ells presenten recidiva. 

Per tant, al braç 12p hi ha un possible gen supressor de tumors. Dels molts gens 

que hi ha en aquest braç un dels més interessants és el gen CDKN1B 

(anteriorment anomenat p27). Aquest gen és membre de la família de proteïnes 

CDKI (de l’anglès, cyclin-dependent kinase inhibitor). S’ha postulat que és un gen 

supressor de tumors, perquè a part de la seva funció com a CDKI, també regula 

la resistència a drogues en tumors sòlids, promou l’apoptosi, actua com a 

protector davant la inflamació per ferides, i té un paper en la diferenciació 

cel·lular (Lloyd et al., 1999). Per tant és un molt bon candidat com a marcador 

tumoral.  Així mateix, en CCR s’ha demostrat que el gen CDKNB1 és un marcador 

de pronòstic independent (Loda et al., 1997), i que té una correlació significativa 

amb el grau del tumor (Ciaparrone et al., 1998). 

Pèrdues a 18q 

D’entre els 50 casos analitzats l’alteració més recurrent pel què fa a les pèrdues 

la trobem al braç 18q. En molts estudis s’ha vist que la pèrdua d’heterozigositat 

de 18q s’associa a un pronòstic dolent, però els resultats no són del tot evidents. 

En un treball de Lanza (Lanza et al., 1998) només miren tres marcadors situats a 

18q i troben que hi ha correlació amb la supervivència en un grup de tumors 

d’estadis de Dukes B i C, en el sentit que aquells casos que perden els tres 

marcadors tenen un pitjor pronòstic. En canvi, en un estudi fet per Martínez-

López (Martinez-Lopez et al., 1998) també mirant 3 marcadors troben que 

s’associen a mal pronòstic en pacients d’estadi de Dukes C, i no en pacients en 

estadi de Dukes B. D’altres autors, com Ookawa (Ookawa et al., 1993), 

comparen les alteracions que apareixen de nou a metàstasis aparellades amb els 

seus tumors primaris, i troben que de manera significativa aquesta alteració es 

troba més en les metàstasis, per tant parlen d’un bon marcador de la progressió 

del tumor. Pel què fa als nostres resultats, tenint en compte que mirem la pèrdua 

del braç 18q per CGH, no hem vist que hi hagi cap diferència significativa entre 
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aquesta i la supervivència, tant si mirem tots els casos conjuntament, com si 

separem els pacients en estadi de Dukes B i C. 

El que queda clar és que al braç petit del cromosoma 18 hi ha un o més gens 

supressors de tumors claus en la progressió del CCR (Tarafa et al., 2000). 

Amplificacions 

Com ja s’ha comentat a la introducció, les amplificacions gèniques són 

característiques de tumors avançats. En el nostre estudi hem trobat un total de 

sis regions diferents amplificades en almenys un tumor. Cinc de les sis 

amplificacions es localitzen en regions que rarament es perden en els tumors. 

Només en el cas del braç 5q, on hem trobat un cas amb amplificació, també hi ha 

cinc casos que presenten aquest braç alterat en forma de pèrdua. Cal destacar 

que cap de les amplificacions detectades presenta associacions significatives amb 

supervivència, el que probablement té relació amb el fet que succeeixen en fases 

avançades. 

Un fet a destacar és la correlació entre el número d’alteracions cromosòmiques i 

les amplificacions. Per tal d’estudiar aquesta relació vam considerar les 

amplificacions de forma independent als guanys, i trobem que quan més 

alteracions cromosòmiques presenta un cas, més probabilitat hi ha que tingui 

alguna amplificació (p=0.003). Aquest fet es pot interpretar de la següent 

manera: la inestabilitat cromosòmica és un prerequisit per tenir capacitat 

d’amplificar (Limoli et al., 1997; Paulson et al., 1998). D’altra banda i com ja 

s’havia descrit anteriorment, trobem que la presència de mutació en el gen TP53 

s’associa a la presència d’amplificacions. En el sentit que d’entre els casos que 

tenen alguna amplificació, la majoria també té el gen TP53 mutat. Per això és 

fàcil pensar que degut a la capacitat del gen TP53 de vetllar per la integritat del 

genoma, la seva actuació s’estén al control de la reparació associada als 

processos d’amplificació. Experiments amb fibroblasts demostren que si introduïm 

el gen TP53 salvatge en línies que no tenen aquest gen es veu una reducció del 

nombre d’amplificacions (Yin et al., 1992). Però també s’han descrit gliomes que 

no tenen TP53 mutat i presenten amplificació del gen MDM2 (Reifenberger et al., 

1993). Per tant, la mutació del gen TP53 és un dels camins, però no l’únic. 

Existeixen altres vies alternatives per permetre els mecanismes d’amplificació. 

Seguidament passem a analitzar cadascuna de les amplificacions en detall. 

Amplificacions a 20q 

La regió més freqüentment amplificada és el braç 20q, en 10 casos (20%). És de 

destacar que aquesta regió no es troba mai perduda i, ara per ara, el gen 

candidat amb més números de tenir algun poder de selecció positiu en aquesta 
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regió és el factor de transcripció E2F1, situat a 20q11.2. El complex DRTF1/E2F1 

actua controlant la progressió del cicle cel·lular per passar de la fase G1 a la S. 

E2F1 està unit a la proteïna RB1 quan és inactiu. Quan es fosforila RB1, s’allibera 

E2F1 i pot mediar la proliferació cel·lular (vegeu l’apartat d’Introducció). 

Recentment, però, en un estudi fet amb arrays de CGH, troben que la regió que 

es guanya amb més freqüència és 20q13.3, en un 81% de casos de CRC 

esporàdics (Douglas et al., 2004), però no esmenten cap gen candidat. Un altre 

marcador descrit en aquest braç i situat a 20q11.2-q13.1 és MMP9 (de l’anglès 

matrix metalloprotease-9). Alts nivells d’aquest gen s’han associat a la presència 

de matàstasi en CCR (Zeng et al., 1996). 

És de destacar que si ens fixem en el total de guanys i pèrdues, el braç 20q és la 

regió que presenta més alteracions en aquesta sèrie i totes en el mateix sentit: hi 

ha 27 casos que tenen aquest cromosoma guanyat.  

Amplificacions a 11q13 

L’amplificació de la regió 11q13 és molt comuna en un gran ventall de tumors 

diferents (mama, esòfag, cap i coll, ovari, bufeta, melanomes, etc.) (Brison, 

1993), i en el nostre estudi afecta a set tumors (14%). Són molts els gens que 

trobem en aquesta regió, des del gen CCND1 (ciclina D1), a factors de 

creixement com FGF3 (fibroblast growth factor 3), FGF4 (fibroblast growth factor 

4), VEGFB (VEGFB vascular endothelial growth factor B), o FOSL1 (FOS-like 

antigen 1). En el cas de càncer colorectal, l’amplificació del gen CCND1 s’ha 

descrit entre un 3 i un 6% dels casos (Brison, 1993). Després d’estudiar per PCR 

quantitativa l’amplificació de CCND1 d’aquesta sèrie només es va confirmar 

l’amplificació del gen en tres casos (que representen un 6% de la sèrie). 

La CCND1 és essencial per a la progressió a través de la fase G1, per tant és un 

marcador de l’avenç del cicle cel·lular i s’expressa en aquelles cèl·lules que estan 

en proliferació. Les cèl·lules de teixit normal no expressen CCND1. Però en teixit 

tumoral de càncer colorectal s’ha vist que hi ha una sobreexpressió de la proteïna 

estudiada mitjançant immunohistoquímica des d’un 10% i fins un 45% dels casos 

segons diversos autors (McKay et al., 2000). 

Per valorar el valor pronòstic d’aquests resultats hi ha molts estudis que 

comparen la supervivència en funció del grau d’expressió de la proteïna i la seva 

localització (nucli o citoplasma). Els resultats publicats són molt contradictoris i 

van des de sèries de casos on sembla que els nivells baixos d’expressió de 

CCND1 s’associen a un mal pronòstic (Holland et al., 2001), i d’altres que troben 

que una expressió més elevada s’associa a un pitjor pronòstic (Maeda et al., 

1998; McKay et al., 2000). També s’ha descrit l’alteració del braç 11q en les 
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metàstasis de CCR. Korn estudien 27 metàstasis i 6 tumors primaris sincrònics i 

troben el guany del braç 11q a dues de les metàstasis i en canvi a cap tumor 

primari. Ells apunten que per això és un marcador de la progressió a metàstasi. 

En la nostra sèrie hem trobat amplificat el gen CCND1 en tres pacients. Dos dels 

quals no han recaigut i un d’ells sí, el 186. Al tractar-se de tant pocs casos és 

difícil fer conjectures a nivell de l’evolució de la malaltia en funció de la presència 

d’aquest gen amplificat. En un treball fet amb carcinoma escamós de cap i coll 

troben que un terç dels casos (21/67) presenten aquest gen amplificat. I els 

pacients amb aquesta alteració tenen un pronòstic més dolent (Nimeus et al., 

2004). 

Altrament s’ha de dir que no és necessària l’amplificació a nivell de DNA perquè hi 

hagi sobreexpressió a nivell d’RNA o proteïna. En una sèrie de 45 casos de 

carcinoma escamós de cap i coll s’ha descrit que el 22% presenten amplificació 

del gen CCND1 i el 53% de casos el sobreexpressen (Kyomoto et al., 1997). Així i 

tot a nivell pronòstic l’amplificació té valor, en canvi la sobreexpressió no en 

aquesta mateixa sèrie. I tampoc és cert que el fet de trobar el gen amplificat 

aquest se sobreexpressi (Kanda et al., 1994). Fins i tot s’ha descrit que la 

sobreexpressió del gen CCND1 afavoreix l’amplificació d’aquest (Zhou et al., 

1996). En la present tesi, però, no ens hem centrat en el mecanisme pel qual un 

gen es pot amplificar. 

Ens queda per veure quin és el gen responsable de l’amplificació en els quatre 

casos on no hem confirmat que sigui la CCND1. Per tant, hi ha d’haver algun altre 

gen en aquesta regió amb capacitat oncogènica. Si repassem la literatura trobem 

molts gens que es localitzen en aquesta regió (vegeu l’apartat de la Introducció). 

Per tant, qualsevol dels gens esmentats anteriorment, FGF3, FGF4, VEGFB i 

FOSL1, podrien estar implicats en el procés tumoral. És per això que creiem 

necessari posar més èmfasi en aquesta regió, perquè de ben segur hi ha algun 

oncogèn marcador de CCR important. 

Amplificacions a 8q24 

El gen MYC es localitza a 8q24. L’amplificació d’aquest gen s’ha descrit en molts 

tumors (vegeu l’apartat de la Introducció). En aquesta sèrie de casos trobem 5 

pacients (10%) que presenten amplificació a la regió 8q24, que suggereix la 

implicació del gen MYC com a responsable d’aquesta. En estudis anteriors s’ha 

confirmat que MYC estava amplificat entre un 10-15% de tumors primaris de 

càncer colorectal (Finley et al., 1989; Rochlitz et al., 1996). També s’ha descrit 

que l’amplificació no es correlaciona amb la sobreexpressió a nivell 

transcripcional, perquè aquesta última té lloc amb molta més freqüència (70%) 

(Augenlicht et al., 1997). Tot i que nosaltres no hem confirmat que aquest sigui 
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el gen amplificat, és de destacar que la freqüència amb la que s’ha trobat 

l’amplificació de 8q24 és del 10%, igual que en altres sèries de tumors descrites 

a la literatura. També cal senyalar que els guanys a 8q son molt freqüents, i que 

per tant és molt probable la presència de més d’un gen amb característiques 

oncogèniques.  

Amplificacions a 5q31-q33, 1p36 i 10q22 

Finalment també vam trobar amplificades, en un sol cas cada una, les regions  

5q31-q33, 1p36 i 10q22, on els gens candidats implicats en el procés tumoral són 

FGF1 (fibroblast growth factor 1), TP73 (tumor protein p73) i FRAT1 (frequently 

rearranged in advanced T-cell lymphomas), respectivament.  

FGF1 és una proteïna de la família de factors de creixement que s’uneixen a 

l’heparina i són agents angiogènics in vivo, i que també s’han descrit com a 

mitògens potents en una gran varietat de cèl·lules in vitro. És de destacar la 

presència de cinc casos on es perd el braç 5q, però a la regió 5q21-q22 on se 

situa el gen APC, un conegut gen supressor de tumors (vegeu l’apartat de la 

Introducció), cosa que explicaria aquesta tendència a la pèrdua. 

Pel què fa a TP73, la seva sobreexpressió s’ha descrit en una gran varietat de 

tumors (melanoma, neuroblastoma, hepatocellular, bufeta, colorectal, pulmó, 

mama, i pròstata) (Dominguez et al., 2001). La funció exacta d’aquesta proteïna 

no està del tot establerta, però sembla que podria regular la funció de TP53 

inhibint la seva unió al DNA. Per tant la seva sobreexpressió seria un mecanisme 

d’inactivació de TP53 (Vikhanskaya et al., 2000). Així i tot, els resultats a la 

literatura són molt contradictoris, perquè també hi ha molts estudis que associen 

la pèrdua d’expressió de TP73 amb la progressió dels tumors de bufeta (Moll i 

Petrenko, 2003). Una altra explicació de la relació amb l’avenç dels tumors és 

que quan tenim TP53 mutada, aquesta s’uneix en forma d’heterodímers defectius 

a TP73, i per tant provoca de manera indirecta la sobreexpressió d’aquesta. La 

seva funció com a supressor tumoral quedava parcialment contradita amb 

l’absència de cap fenotip de càncer en ratolins KO per TP73. Però, sembla ser que 

hi ha dues isoformes diferents de TP73 (p73 i p63), i que també existeix una 

mutació dominant negativa que acaba de complicar el panorama (Moll i Petrenko, 

2003). 

Per altra banda, FRAT1 (de l’anglès, Frequently rearranged in advanced T-cell 

lymphomas 1) és un regulador positiu de la via de WNT mitjançant la inhibició de 

GSK3B que condueix a l’estabilització de la B-catenina (vegeu l’apartat de la 

Introducció). La inhibició de GSK3B és de vital importància durant el 

desenvolupament, ja que s’ha descrit que és responsable del destí cel·lular durant 

l’embrigènesi de Drosophila (Perrimon, 1994).  
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Consideracions sobre la metodologia de microarrays 

En l’estudi d'aquest conjunt de tumors, la segona aproximació ha estat l’anàlisi de 

la regulació genòmica a nivell transcripcional. Ja des dels inicis de la utilització de 

la tècnica de les microarrays es va apuntar la seva aplicació en l’estudi del 

càncer. Són molts els autors que l’han utilitzada per agrupar diferents tipus de 

càncers (vegeu l’apartat d’Introducció).  

Abans d’entrar a discutir els nostres resultats creiem convenient fer unes 

consideracions sobre l’abordatge metodològic a nivell de l’anàlisi de dades. Això 

és important perquè tant la presentació de les dades com la interpretació dels 

resultats ve fortament condicionada per la metodologia d’aquest anàlisi. 

Mitjançant les microarrays generem una gran quantitat de variables que s’han de 

destriar bé i manipular per tal de generar uns resultats assequibles. En estudis 

d’arrays, la mida mostral és uns quants ordres de magnitud inferior al número de 

variables (en aquest cas gens). Per tant és impossible des d’un punt de vista 

matemàtic utilitzar totes les variables per generar predictors de classe, ja que 

existeix el problema de la sobrecàrrega. Això succeeix degut a que si per exemple 

tenim 10 pacients dels quals analitzem 5000 variables, és molt possible que a 

l’atzar puguem trobar dos patrons d’expressió diferents que ens identifiquin dos 

subgrups en funció del color del cabell. Ara bé, aquest patró només té cabuda en 

el conjunt dels 10 individus pels quals s’ha testat, però no ens permetria 

discriminar un conjunt de mostres de validació nou. En anglès aquest concepte és 

anomenat overfitting, i es defineix per la capacitat de trobar un patró 

discriminant a l’atzar en un conjunt de mostres degut a la utilització d’una gran 

quantitat de variables. 

Per tant, per desenvolupar un bon mètode de classificació de les mostres en 

estudi  cal: 

- primer, seleccionar un conjunt de gens. 

- segon, aplicar els algoritmes per definir un nombre de gens més reduït que 

ens permeti un esquema de classificació acurat. 

I també a nivell biològic és més interessant perquè ens basem en la idea que 

només un nombre reduït de gens és rellevant pel desenvolupament dels tumors. 

Idealment pocs gens haurien de ser suficients per a classificar els tumors i, a més 

a més, aquests haurien de tenir més implicacions de cara a aclarir els 

mecanismes moleculars que duen al seu desenvolupament. 

Però a l’hora de decidir quins gens seleccionem ens enfrontem amb dos 

problemes: el primer, decidir el nombre de gens amb els que treballem; i el 

segon, quin és el criteri de selecció. No hi ha cap mètode ideal, i a la literatura 



Discussió - 153 - 

  

cada autor escull una manera en funció de l’objectiu que tingui darrera. Així 

trobem autors que estableixen un llindar d’intensitat mínim i a partir d’aquí 

treballen amb tots els gens, altres escullen un llindar de la SD (Tarte et al., 

2003), o bé seleccionen els gens en base a una característica determinada i es 

queden amb els gens significatius per T-test (Glebov et al., 2003). En aquest 

últim cas cal fer alguna correcció com la de Bonferroni, per no sobrecarregar el 

test. 

En la present tesi vam escollir un total de 128 gens que tenen una SD de la 

mitjana de la ràtio pels 50 casos major que 0,8, límit que s’ha establert de forma 

arbitrària. Com que un dels objectius era la definició de grups de tumors amb 

perfils d’ expressió diferents, la variable de la SD ens permet escollir aquells gens 

que presentin una major variabilitat entre tos els casos i que conseqüentment 

seran els més adients a l’hora de trobar grups de comportament diferent. Si 

estudiem les correlacions entre aquests 128 gens trobem que 1108 parelles de 

gens (de les 8128 parelles possibles) estan correlacionades de forma significativa 

(utilitzant la correcció d’Storey i Tibshirani) (Storey i Tibshirani, 2003).  

Quan mirem amb més detall aquests gens correlacionats observem xarxes de 

gens que es comporten de la mateixa manera. L’última conseqüència d’aquest 

tipus d’estudis és la possibilitat de construir i fer un model de la xarxa de 

regulacions transcripcionals complerta d’un organisme. Però la nostra 

aproximació no és apropiada per aquest últim objectiu, ja que partim d’una 

representació dels RNA missatgers limitada, tant pel nombre de gens 

representats a la microarray (uns 4600), com per la selecció posterior per la RAP-

PCR. En qualsevol cas, sí que és possible a nivell exploratori utilitzar aquestes 

dades per obrir noves vies d’estudi i veure quins gens formen part de la mateixa 

via o de diferents vies que es coregulen de la mateixa manera. Per exemple, el 

grup de cinc gens que presenta una correlació superior a 0,9 (UBL1, ZNF32, 

IGF2R, EDG1, CST3) no formen part de la mateixa via funcional, però es podria 

aprofundir en el seu estudi per comprovar en quins processos estan actuant i 

veure com es coregulen conjuntament. 

Un cop seleccionats els gens es poden escollir infinitat de mètodes per agrupar 

les mostres. No volem fer aquí un recull de totes les possibilitats però sí apuntar 

unes quantes aproximacions com poden ser els agrupaments jeràrquics, els 

mètodes de SVM (de l’anglès, support vector machines), o els mètodes d’anàlisi 

de components principals (PCA). Nosaltres hem utilitzat els anàlisis de 

components principals donat que són adients per a integrar tota la informació que 

ens donen les hibridacions sobre microarrays. S’han utilitzat per a una gran 

varietat d’estudis: des de diferenciar tumors limfàtics (Armstrong et al., 2002), a 
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adenocarcinomes pulmonars (Wikman et al., 2002), línies cel·lulars de càncer de 

mama (Hilsenbeck et al., 1999), etc. És una tècnica que ens ajuda a trobar 

patrons dins d’una matriu de dades de gran dimensió. L’objectiu és comprimir les 

dades de manera que reduïm les dimensions i ens quedem amb la informació que 

explica un elevat percentatge de la variabilitat. Perquè els gens correlacionats són 

informació redundant, i el que fem és rebaixar la dimensió de variables sense 

perdre informació de manera significativa. És una aproximació descriptiva que 

intenta facilitar la interpretació de les dades perquè així en sigui més pràctica. 

Aquestes noves variables les anomenem metagens, tal i com va fer Huang 

(Huang et al., 2003). Cada metagen és un eix factorial, o també anomenat 

component principal, i ens dóna informació nova que ens serà útil per classificar 

els tumors. Cada metagen és independent de la resta, i estan ordenats de 

manera que el primer explica la màxima quantitat de variància, el segon una 

mica menys, i així successivament de forma decreixent.  

La dificultat d’aquestes anàlisis rau en el fet que la interpretació del significat dels 

metagens no és directa. Cal estudiar més a fons tots els gens que formen part 

dels metagens d’interès. Per exemple, hem vist que alguns metagens 

correlacionen amb la supervivència lliure de malaltia (vegeu l’apartat de 

Resultats).  

Un cop determinats aquests marcadors d’expressió (gens) com a importants a 

l’hora de predir l’evolució dels tumors, el següent pas seria dissenyar una 

estratègia perquè fos aplicable de manera senzilla a la clínica diària, com podria 

ser la PCR quantitativa o mitjançant una microarray reduïda, que aquests gens 

tenen un comportament diferent en funció de l’agressivitat del tumor; i a 

continuació es podria fer un test encaminat a estudiar l’estat d’expressió d’aquest 

conjunt de gens per decidir si aquell pacient cal tractar-lo amb agents 

quimioteràpics o no, independentment de l’estadi de Dukes (B o C) de la biòpsia. 

Aquest test podria ser una plataforma similar a la utilitzada per nosaltres, però 

sense la necessitat de que hi hagi tants gens impresos a l’array. En qualsevol cas, 

la gran limitació d’aquest tipus d’anàlisi és la impossibilitat de comparar estudis 

independents, donat que manca una plataforma estàndard i per tant els 

metagens que cada laboratori selecciona són diferents. 

Classificació dels tumors en base al patró d’expressió 

A partir de les dades d’expressió hem pogut definir quatre grups. Dos dels quals 

estan formats per molt pocs casos i per tant és difícil d’interpretar la seva 

significació. Els altres dos estan formats per 22 i 18 casos respectivament, i 

representen el 80% de tots els tumors de còlon analitzats en aquest estudi. En 

qualsevol cas, els grups presenten una supervivència lliure de malaltia diferent i 
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per tant es pot hipotetitzar que representen grups amb característiques i curs 

clínic diferenciats. En conseqüència sembla adient proposar la realització d’un 

estudi independent i en una sèrie més àmplia per tal de confirmar las tendències 

observades i la possible utilitat d’aquest tipus d’anàlisis. Estudis duts a terme per 

altres investigadors amb dissenys semblants al nostre arriben a resultats en la 

mateixa línia. Per exemple, en un estudi de càncer gàstric (Tay et al., 2003), 

distingeixen un grup de tumors amb pitjor supervivència, després d’analitzar els 

resultats de la hibridació sobre microarrays de 13K i 18K. Altres autors han trobat 

diferents patrons d’expressió en càncer colorectal específics de tumors del còlon 

dret i l’esquerre (Glebov et al., 2003). També és de destacar un estudi 

d’expressió de CCR fet per Karin Birkenkamp-Demtroder (Birkenkamp-Demtroder 

et al., 2002), on analitzant els resultats de les hibridacions sobre microarrays 

mitjançant clusters jeràrquics distingeixen tres grups: el primer, format per 

teixits normals i casos en estadi de Dukes A; el segon, format per casos en estadi 

de Dukes B i C; i un tercer, format per casos en estadi de Dukes D. Per tant, 

sembla que els estadis de Dukes B i C presenten un gran solapament a nivell 

molecular. 

Cribratge de les dades: els gens que despunten 

Alhora, gràcies al cribratge global de l’expressió de molts gens mitjançant les 

hibridacions sobre microarrays hem identificat alguns possibles gens supressors 

de tumors i oncogens quan comparem la ràtio mitjana dels 50 tumors respecte el 

pool de normals (POOLN). Tots ells estan probablement implicats en el procés 

tumoral, i seria necessari confirmar el seu estat sobreexpressat o infraexpressat 

mitjançant alguna altra tècnica, així com valorar la seva implicació funcional en el 

procés de formació del tumor. Tot i així, ens és possible hipotetitzar el 

mecanisme pel qual poden ser importants. 

Un dels gens que apareix infraexpressat en molts tumors és el TCF7L2 (de 

l’anglès, transcription factor 7-like 2). Conegut anteriorment amb el nom de 

TCF4, és membre de la via de senyalització de WNT (vegeu l’apartat de la 

Introducció). Aquest gen codifica per un factor de transcripció que s’uneix a β-

catenina i activa la transcripció de gens diana. Per tant, a priori, la seva repressió 

farà que el tàndem β-catenina/TCF sigui inactiu i s’aturi la proliferació. Ara bé, 

estudis funcionals indiquen que també pot actuar com a inhibidor endogen 

d’aquesta via en alguns contextos, ja que una de les seves isoformes s’uneix a β-

catenina però no ho fa al DNA (Douglas et al., 2001). D’aquesta manera 

disminueix la capacitat de β-catenina d’activar els gens diana. És per tant un 

tema complex que s’hauria d’estudiar amb més detall. 
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Pel què fa als gens sobreexpressats, és de destacar que les diferències són més 

petites. Un dels primers de la llista (Taula 44 de l’apartat de Resultats) és el gen 

ITGB1 (de l’anglès, integrin beta 1). Es tracta d’un gen que codifica per una 

proteïna de la família de les integrines beta, que tenen un paper cabdal en la 

interacció entre la matriu extracel·lular i el citoesquelet. Les integrines estan 

formades per heterodímers d’una subunitat alfa i una beta, formant un domini 

extracel·lular, un domini transmembrana, i una cua citoplasmàtica curta (Hynes i 

Lander, 1992). Pot formar dímers amb diversos subtipus de cadenes alfa, i així 

reconèixer a una gran varietat de molècules extracel·lulars (col·lagen, 

fibronectina, laminina, etc.). S’han descrit dues isoformes diferents de cadena 

beta: la A i la B. S’ha vist que la isoforma B interfereix amb la A fent que actuï 

com a un dominant negatiu. D’aquesta manera s’inhibeix l’adhesió cel·lular i la 

migració in vitro (Balzac et al., 1994). Altre cop cal fer l’advertència que estem 

mirant expressió de l’RNA i que això no vol dir funció. 

Integració de les dades de CGH i arrays 

Els resultats obtinguts per arrays i CGH són difícils d’integrar directament, ja que 

la resolució d’ambdues tècniques és diferent: mitjançant la hibridació sobre 

cromosomes obtenim una resolució de 10 Mb, i en canvi amb els arrays la 

resolució depèn de la distància a la que es troben en els cromosomes els gens 

impresos al xip HU4.6K. En algunes zones dels cromosomes serà menor i en 

d’altres major, segons la densitat de gens que s’hagin escollit. Però en aquest 

estudi no hem buscat la correlació directa entre els gens guanyats i 

sobreexpressats perquè no era el nostre objectiu i representa un anàlisis de difícil 

interpretació. Ens hem centrat en la classificació dels tumors. 

Hem trobat que al classificar les 50 mostres mitjançant agrupaments jeràrquics 

no supervisats en funció dels resultats de la CGH i dels 128 gens, ens generen 

grups diferents. Per tant podem pensar que la informació generada amb cada una 

de les tècniques és independent, i que estem mirant coses diferents. Per això 

podem deduir, que el fet de no tenir alteracions a nivell cromosòmic no determina 

tenir una desregulació del transcriptoma característica, perquè els 8 casos sense 

alteracions es reparteixen en els quatre grups definits per arrays. I tampoc 

observem que unes característiques específiques a nivell de CGH s’associïn a 

unes determinades alteracions transcripcionals.  

Com ja apunta Tay en un estudi de tumors gàstrics (Tay et al., 2003), és difícil 

correlacionar les alteracions cromosòmiques estudiades per CGH i l’expressió dels 

gens per arrays. Mirant les amplificacions respecte la sobreexpressió de gens 

d’aquella regió no troben cap correlació. Ells apunten al problema que la resolució 

de la CGH és baixa, però pot molt ben ser que utilitzant arrays de CGH de major 
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resolució tampoc es pugui trobar una bona correlació, perquè com ja s’ha dit hi 

ha molts altres mecanismes a part de l’amplificació per incrementar l’expressió 

d’un gen. En aquest treball no aprofundeixen més en els resultats de la CGH, més 

enllà d’un mer caràcter descriptiu, sense entrar a fer classificacions.  

Arribats al final, després de classificar els tumors en base als seus patrons 

d’alteracions cromosòmiques i d’expressió, el que queda clar és que és possible 

distingir subgrups de tumors amb perfils moleculars característics i que s’associen 

a un curs clínic diferenciat. Cal destacar que la informació que obtenim en l’anàlisi 

molecular és independent de les característiques clíniques i que per tant pot ser 

d’utilitat a l’hora d’avaluar millor el pronòstic. No obstant, també és evident la 

necessitat d’estudiar un conjunt de mostres més gran per poder buscar nous 

factors de pronòstic dins de cada grup independentment. 
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1. El 18% dels tumors NO presenten alteracions a nivell cromosòmic estudiades 

mitjançant la CGH. La resta (82%) tenen entre 1 i 20 alteracions per tumor. I de 

mitjana trobem 8,8 ± 6,3 alteracions per tumor. 

2. Les alteracions cromosòmiques més freqüents són +20q (74%), –18q (66%), 

–17p (48%), +13 (44%) i –18p (40%).  

3. La mutació del gen TP53 s’associa a un número més alt d’alteracions 

cromosòmiques, al contrari que la inestabilitat de microsatèl·lits (MSI). 

4. Les amplificacions gèniques es donen en un context de moltes alteracions 

cromosòmiques. 

5. A l’hora de classificar els tumors segons el seu perfil d’alteracions 

cromosòmiques ens hem decantat per un criteris modificats de Dutrillaux. 

Definim així quatre grups: el que presenta inestabilitat de microsatèl·lits (6%), el 

grup Normal sense alteracions cromosòmiques (16%), el grup d’Inestabilitat 

Cromosòmica Monosomic Like (44%), i el grup d’Inestabilitat cromosòmica 

Restant (34%). 

6. La classificació dels tumors en funció del patró d’alteracions cromosòmiques 

és poc útil com a factor pronòstic directament, però sí que permet identificar 

factors de pronòstic específics de grup. Per exemple, el nombre d’alteracions 

cromosòmiques és un factor de pronòstic important dins del grup ICML. 

7. El guany del braç 11q i la pèrdua del braç 12p són indicadors de mal 

pronòstic en càncer colorectal. 

8. La caracterització de les aparents amplificacions observades per CGH a 

11q13 suggereix que la diana d’amplificació no és la ciclina D1 en la majoria de 

casos. 

9. A partir de l’expressió de 128 gens que presenten una major variabilitat 

entre les 50 mostres hem pogut identificar un grup de gens que se 

sobreexpressen i un altre que s'infraexpressen. 

10. Hem identificat quatre grups a partir de les dades d’expressió. Dos d’ells 

formats per molts pocs casos (4 i 6 respectivament). I els dos restants amb un 

pronòstic oposat. Un d’ells, format per 22 casos, té una supervivència lliure de 

malaltia bona, i l’ altre, format per 18 casos, dolenta. 

11. La informació que obtenim a partir de la CGH i dels arrays no és equivalent, 

ja que els grups que podem definir utilitzant ambdues tècniques no coincideixen. 

Es tracta per tant d’informació complementària. 
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Annex I: Informació complementària 
 
 
Taula 48. Nom i localització dels 128 gens amb una SD major de 0,8 seleccionats per a fer els estudis d’expressió. 
 

acc símbol del gen cromosoma mitjana nom del gen 

H12279 PGM5 9p12-q12 -3.423 phosphoglucomutase 5 

W07367 FUBP3 9q34.2 -2.888 far upstream element (FUSE) binding protein 3 

W52186 SYNPO2 4 -2.197 synaptopodin 2 

N76867 TCF7L2 10q25.3 -1.529 transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box) 

AA429297 RNF103 2p11.2 -1.352 ring finger protein 103 

AA402960 RNF5 6p21.3 -1.225 ring finger protein 5 

H17504 MAPK6 15q21 -1.105 mitogen-activated protein kinase 6 

H94262 EPB41L4B 9q31-q32 -1.090 erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4B 

N50247 MTMR6 13q12 -1.087 myotubularin related protein 6 

AA504656 LTBP1 2p22-p21 -1.077 latent transforming growth factor beta binding protein 1 

N73030 C5 9q33-q34 -1.049 complement component 5 

N57872 AGXT 2q36-q37 -0.964 alanine-glyoxylate aminotransferase homolog 

AA598572 SYK 9 -0.948 spleen tyrosine kinase 

R11586 REV1L 2q11.1-q11.2 -0.902 REV1-like (yeast) 

W86653 FKBP5 6p31.3-p21.2 -0.895 FK506-binding protein 5 

R80041 FPRL1 19q13.3-q13.4 -0.861 formyl peptide receptor-like 1 

T77595 TNC 9q33 -0.798 tenascin C (hexabrachion) 

AA446108 ENG 9q33-q34.1 -0.719 endoglin (Osler-Rendu-Weber syndrome 1) 
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R19889 DAZAP2 2q12 -0.707 DAZ associated protein 2 

W21081 LOC286512 Xp11.22 -0.703 similar to Eukaryotic initiation factor 4A-II (eIF4A-II) 

AA598868 COPB 11p15.2 -0.688 coatomer protein complex, subunit beta 

H62396 FANCC 9q22.3 -0.678 Fanconi anemia, complementation group C 

T84382 WDR31 9q32 -0.643 WD repeat domain 31 

R83836 LYN 8q13 -0.635 v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog 

AA454784 IL16 15q26.3 -0.605 interleukin 16 (lymphocyte chemoattractant factor) 

AA011215 SAT Xp22.1 -0.591 spermidine/spermine N1-acetyltransferase 

R93715 MARCH-VI 5p15.2 -0.570 membrane-associated RING-CH protein VI 

AA495901 CBLN1 16q12.1 -0.565 cerebellin 1 precursor 

AA486919 RPL28 19q13.4 -0.562 ribosomal protein L28 

AA401111 GPI 19q13.3 -0.560 glucose phosphate isomerase 

N52568 NR6A1 9q33-q34.1 -0.550 nuclear receptor subfamily 6, group A, member 1 

AA464711 C3AR1 12p13.31 -0.532 complement component 3a receptor 1 

H51066 LEPROT 1p31.2 -0.511 leptin receptor overlapping transcript 

AA401137 LCN2 9q34 -0.448 lipocalin 2 (oncogene 24p3) 

N67039 CDK6 7q21-q22 -0.437 cyclin-dependent kinase 6 

T77023 RB1CC1 8p22-q21.13 -0.428 RB1-inducible coiled-coil 1 

AA041499 LRBA 4q31.23-q31.3 -0.416 LPS-responsive vesicle trafficking, beach and anchor containing 

R11490 TPR 1q25 -0.415 translocated promoter region (to activated MET oncogene) 

R26526 BNC1 15q25.2 -0.402 basonuclin 1 

T70413 XIST Xq13.2 -0.398 X (inactive)-specific transcript 

H69620 ARHGAP4 Xq28 -0.393 Rho GTPase activating protein 4 

AA278840 TBC1D5 3p24.3 -0.360 TBC1 domain family, member 5 
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N99243 TBX2 17q23 -0.342 T-box 2 

H00817 LYPLA1 8q11.23 -0.333 lysophospholipase I 

N91290 N91290  -0.324 EST 

H64260 PRKAG2 7q35-q36 -0.308 protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit 

AA284495 MESDC2 15q13 -0.262 mesoderm development candidate 2 

R88904 R88904  -0.234 EST 

R62773 R62773  -0.232 EST 

H65042 NPR2 9p21-p12 -0.223 natriuretic peptide receptor B/guanylate cyclase B (atrionatriuretic peptide receptor B) 

AA424747 HOXD9 2q31.1 -0.189 homeo box D9 

H66542 GHRL 3p26-p25 -0.180 ghrelin precursor 

AA025333 MGC15407 2p16.1 -0.179 similar to RIKEN cDNA 4931428D14 gene 

AA456271 RBM4 11q13 -0.115 RNA binding motif protein 4 

H53658 PAI-RBP1 1p31-p22 -0.113 PAI-1 mRNA-binding protein 

R67042 KIAA0265 7q32.2 -0.090 KIAA0265 protein 

AA599173 MYST3 8p11 -0.085 MYST histone acetyltransferase (monocytic leukemia) 3 

N54932 RPL30 8q22 -0.016 ribosomal protein L30 

H50582 CASP8AP2 6q15 0.009 CASP8 associated protein 2 

AA136910 ACVR1 2q23-q24 0.012 activin A receptor, type I 

AA598561 CD164 6q21 0.049 CD164 antigen, sialomucin 

R21785 NUP155 5p13.1 0.060 nucleoporin 155kD 

AA196465 SLN 11q22-q23 0.072 sarcolipin 

R98436 INADL 1p31.3 0.113 PDZ domain protein (Drosophila inaD-like) 

AA437064 THBS4 5q13 0.114 thrombospondin 4 

R93875 NAP1L1 12q21.2 0.121 nucleosome assembly protein 1-like 1 
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H16637 VCAM1 1p32-p31 0.121 vascular cell adhesion molecule 1 

H60549 CD59 11p13 0.126 CD59 antigen p18-20 (antigen identified by monoclonal antibodies 16.3A5, EJ16, EJ30, EL32 and 
G344) 

R00395 XTP2 1q23.3 0.130 HBxAg transactivated protein 2 

H96241 ALB 4q11-q13 0.133 albumin 

AA478959 PARP4 13 0.135 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 4 

AA443982 PPP1CA 11q13 0.137 protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform 

R63548 ZNF287 17p11.2 0.143 zinc finger protein 287 

N78103 N78103 3 0.147 ESTs 

AA424937 G6PD Xq28 0.160 glucose-6-phosphate dehydrogenase 

R70541 WBSCR14 7q11.23 0.163 Williams-Beuren syndrome chromosome region 14 

H37989 TUBB 6p21.33 0.172 tubulin, beta polypeptide 

H22652 GMFB 14q22.2 0.178 glia maturation factor, beta 

AA428518 DDX1 2p24 0.186 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 1 

N66942 PGRMC1 Xq22-q24 0.187 progesterone receptor membrane component 1 

AA446682 GNL2 1p34.3 0.201 guanine nucleotide binding protein-like 2 (nucleolar) 

AA054073 CEACAM6 19q13.2 0.206 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific cross reacting antigen) 

T57556 HINT1 5q31.2 0.222 histidine triad nucleotide-binding protein 

R71913 PSMA2 7p14.1 0.227 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 2 

T95804 C20orf14 20q13.33 0.250 chromosome 20 open reading frame 14 

AA180046 KPNA1 3q21 0.266 karyopherin alpha 1 (importin alpha 5) 

T62547 IGF2R 6q26 0.281 insulin-like growth factor 2 receptor 

H09997 MMP16 8q21 0.303 matrix metalloproteinase 16 (membrane-inserted) 

R33154 R33154  0.357 ESTs 

H81220 ELF1 13q13 0.361 E74-like factor 1 (ets domain transcription factor) 
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AA281137 USP6NL 10p13 0.362 USP6 N-terminal like 

AA485626 AHCY 20cen-q13.1 0.373 S-adenosylhomocysteine hydrolase 

N69204 CSE1L 20q13 0.410 CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast) 

AA463610 ITGA2 5q23-q31 0.417 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) 

H48420 PTMA 2q35-q36 0.421 prothymosin, alpha (gene sequence 28) 

AA504348 TOP2A 17q21-q22 0.429 topoisomerase (DNA) II alpha (170kD) 

H60549 CD59 11 0.430 CD59 antigen p18-20 (antigen identified by monoclonal antibodies 16.3A5, EJ16, EJ30, EL32 and 
G344) 

AA412053 CD9 12p13.3 0.436 CD9 antigen (p24) 

AA599177 CST3 20p11.21 0.471 cystatin C (amyloid angiopathy and cerebral hemorrhage) 

AA453175 BIN1 2q14 0.473 bridging integrator 1 

H57850 PPP2R1B 11q23.2 0.478 protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65), beta soform 

AA488626 SUMO1 2q33 0.487 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (yeast) 

R13546 EDG1 1p21 0.495 endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-coupled receptor, 1 

H61209 HARS 5q31.3 0.505 histidyl-tRNA synthetase 

N54596 IGF2 11p15.5 0.510 insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) 

AA443177 SRP72 4q11 0.554 signal recognition particle 72kD 

H25546 SAA1 11p15.1 0.556 serum amyloid A1 

N27227 PCOLN3 16q24.3 0.566 procollagen (type III) N-endopeptidase 

AA463544 MCP 1q32 0.582 membrane cofactor protein (CD46, trophoblast-lymphocyte cross-reactive antigen) 

T47229 ZNF32 10q22-q25 0.594 zinc finger protein 32 (KOX 30) 

AA458994 EXOSC9 4q27 0.622 exosome component 9 

AA424807 p44S10 3p14.1 0.624 proteasome regulatory particle subunit p44S10 

AA459519 LAMA5 20q13.2-q13.3 0.624 laminin, alpha 5 

T75041 PLP1 Xq22 0.651 proteolipid protein (Pelizaeus-Merzbacher disease, spastic paraplegia 2, uncomplicated) 
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H05768 ATP6V1C1 8 0.668 ATPase, H+ transporting, lysosomal 42kDa, V1 subunit C, isoform 1 

AA460756 JARID1A 12 0.690 Jumonji, AT rich interactive domain 1A (RBBP2-like) 

H96850 H96850  0.717  

W67174 ITGB1 19 0.726 integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12) 

AA406601 ABLIM1 10q25 0.744 actin binding LIM protein 1 

AA258396 PHLDA1 12q15 0.745 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 

AA441895 GSTO1 10q25.1 0.789 glutathione S-transferase omega 1 

AA488609 NUP88 17p13.2 0.815 nucleoporin 88kD 

AA083228 CAPZA2 7q31.2-q31.3 0.869 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2 

AA278749 NCBP1 9q34.1 0.892 nuclear cap binding protein subunit 1, 80kD 

AA487912 GNB1 1p36.33 0.947 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1 

AA434487 NAB2 12q13.3-q14.1 0.969 NGFI-A binding protein 2 (ERG1 binding protein 2) 

H20652 ARL6IP 16p12-p11.2 1.033 ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 

H73329 TPX2 20q11.2 1.383 TPX2, microtubule-associated protein homolog (Xenopus laevis) 
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Taula 49. Gens amb una correlació major de 0,85. 
 
 
       ZNF32 IGF2R  EDG1  CST3  SUMO1   LYN EXOSC9 N91290 R62773 PHLDA1 NUP88 LRBA  TBX2 C3AR1  IL16 SRP72  AHCY  CD59 PPP1CA PSMA2   TNC ATP6V1C1  PTMA 
ZNF32   1.00  0.96  0.91  0.93  0.95 -0.15  -0.07  -0.18  -0.21  -0.16 -0.16 -0.11 -0.09  0.11  0.17 -0.07 -0.08 -0.06  -0.14 -0.09  0.08 -0.15 -0.13 
IGF2R   0.96  1.00  0.92  0.92  0.92 -0.21  -0.15  -0.24  -0.23  -0.28 -0.25 -0.19 -0.17  0.10  0.15 -0.02 -0.01  0.01  -0.05 -0.04  0.04 -0.10 -0.07 
EDG1    0.91  0.92  1.00  0.96  0.91 -0.06   0.04  -0.13  -0.20  -0.13 -0.14 -0.12 -0.13  0.13  0.11 -0.07 -0.05 -0.04  -0.12 -0.13  0.06 -0.13 -0.08 
CST3    0.93  0.92  0.96  1.00  0.92 -0.05   0.00  -0.19  -0.24  -0.13 -0.14 -0.13 -0.14  0.11  0.13 -0.10 -0.08 -0.05  -0.18 -0.15  0.07 -0.17 -0.15 
SUMO1   0.95  0.92  0.91  0.92  1.00 -0.02   0.02  -0.14  -0.20  -0.09 -0.12 -0.04 -0.08  0.20  0.21 -0.06 -0.06 -0.07  -0.15 -0.08  0.11 -0.16 -0.15 
LYN    -0.15 -0.21 -0.06 -0.05 -0.02  1.00   0.90   0.17   0.20   0.25  0.25  0.12  0.06  0.24  0.07  0.03  0.14  0.05   0.07  0.05 -0.07  0.16  0.15 
EXOSC9 -0.07 -0.15  0.04  0.00  0.02  0.90   1.00   0.18   0.29   0.16  0.22  0.03  0.05  0.23  0.11  0.11  0.11  0.03   0.10  0.00 -0.11  0.19  0.18 
N91290 -0.18 -0.24 -0.13 -0.19 -0.14  0.17   0.18   1.00   0.91   0.35  0.34  0.35  0.38  0.06  0.00  0.07  0.12  0.08   0.14  0.02  0.00  0.18  0.26 
R62773 -0.21 -0.23 -0.20 -0.24 -0.20  0.20   0.29   0.91   1.00   0.20  0.26  0.31  0.40  0.05  0.03  0.21  0.17  0.19   0.27  0.07 -0.08  0.28  0.33 
PHLDA1 -0.16 -0.28 -0.13 -0.13 -0.09  0.25   0.16   0.35   0.20   1.00  0.88  0.55  0.46  0.22  0.09 -0.04 -0.01  0.01  -0.06  0.02 -0.02  0.06  0.05 
NUP88  -0.16 -0.25 -0.14 -0.14 -0.12  0.25   0.22   0.34   0.26   0.88  1.00  0.52  0.50  0.23  0.13  0.01  0.02  0.10   0.00  0.07 -0.07  0.13  0.09 
LRBA   -0.11 -0.19 -0.12 -0.13 -0.04  0.12   0.03   0.35   0.31   0.55  0.52  1.00  0.93  0.26  0.26  0.06 -0.09  0.03   0.02 -0.04  0.16  0.02 -0.01 
TBX2   -0.09 -0.17 -0.13 -0.14 -0.08  0.06   0.05   0.38   0.40   0.46  0.50  0.93  1.00  0.17  0.23  0.08 -0.09  0.03   0.00 -0.08  0.15  0.05 -0.01 
C3AR1   0.11  0.10  0.13  0.11  0.20  0.24   0.23   0.06   0.05   0.22  0.23  0.26  0.17  1.00  0.88 -0.02  0.06 -0.03   0.08  0.13  0.12  0.03  0.01 
IL16    0.17  0.15  0.11  0.13  0.21  0.07   0.11   0.00   0.03   0.09  0.13  0.26  0.23  0.88  1.00 -0.14 -0.07 -0.08  -0.07  0.01  0.20 -0.05 -0.12 
SRP72  -0.07 -0.02 -0.07 -0.10 -0.06  0.03   0.11   0.07   0.21  -0.04  0.01  0.06  0.08 -0.02 -0.14  1.00  0.82  0.73   0.88  0.80 -0.82  0.85  0.82 
AHCY   -0.08 -0.01 -0.05 -0.08 -0.06  0.14   0.11   0.12   0.17  -0.01  0.02 -0.09 -0.09  0.06 -0.07  0.82  1.00  0.80   0.87  0.91 -0.84  0.90  0.88 
CD59   -0.06  0.01 -0.04 -0.05 -0.07  0.05   0.03   0.08   0.19   0.01  0.10  0.03  0.03 -0.03 -0.08  0.73  0.80  1.00   0.80  0.73 -0.75  0.80  0.78 
PPP1CA -0.14 -0.05 -0.12 -0.18 -0.15  0.07   0.10   0.14   0.27  -0.06  0.00  0.02  0.00  0.08 -0.07  0.88  0.87  0.80   1.00  0.88 -0.81  0.90  0.91 
PSMA2  -0.09 -0.04 -0.13 -0.15 -0.08  0.05   0.00   0.02   0.07   0.02  0.07 -0.04 -0.08  0.13  0.01  0.80  0.91  0.73   0.88  1.00 -0.80  0.87  0.84 
TNC     0.08  0.04  0.06  0.07  0.11 -0.07  -0.11   0.00  -0.08  -0.02 -0.07  0.16  0.15  0.12  0.20 -0.82 -0.84 -0.75  -0.81 -0.80  1.00 -0.80 -0.87 
ATP6V1C1  -0.15 -0.10 -0.13 -0.17 -0.16  0.16   0.19   0.18   0.28   0.06  0.13  0.02  0.05  0.03 -0.05  0.85  0.90  0.80   0.90  0.87 -0.80  1.00  0.90 
PTMA   -0.13 -0.07 -0.08 -0.15 -0.15  0.15   0.18   0.26   0.33   0.05  0.09 -0.01 -0.01  0.01 -0.12  0.82  0.88  0.78   0.91  0.84 -0.87  0.90  1.00 
 
 
 
 

Llistat dels gens que acumulen un 50% de la contribució total dins dels 10 primers metagens.. 
 

metagen 1 

      contribució   contribució acum   correlació 
HXB        0.07             0.07       -0.26 
ATP6C      0.06             0.13        0.25 
PTMA       0.04             0.17        0.21 
NAB2       0.04             0.22       -0.20 
AHCY       0.04             0.26        0.20 
SRP72      0.04             0.30        0.20 
RBM4       0.04             0.34       -0.20 
MAPK6      0.04             0.37       -0.19 
CD59       0.04             0.41        0.16 
BNC        0.03             0.44       -0.18 
TLH6       0.03             0.48       -0.18 
metagen 2 

         contribució   contribució acum   correlació 
ARL6IP        0.23             0.23         0.48 
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H96850        0.06             0.29         0.24 
ITGB1         0.04             0.33         0.20 
NCBP1         0.04             0.37         0.20 
KIAA0107      0.04             0.41         0.20 
LYN           0.03             0.44        -0.18 
PMSCL1        0.03             0.47        -0.17 

 

metagen 3 

         contribució   contribució acum   correlació 
CD164         0.05             0.05         0.21 
PAI-RBP1      0.03             0.08         0.17 
ARL6IP        0.03             0.10         0.17 
MGC15407      0.03             0.13         0.17 
N91290        0.03             0.16         0.17 
PHLDA1        0.03             0.19         0.16 
PPP2R1B       0.03             0.21         0.16 
CDC4L         0.02             0.24         0.15 
DDX1          0.02             0.26         0.15 
ALB           0.02             0.28         0.15 
ENG           0.02             0.30        -0.15 
RBBP2         0.02             0.33         0.15 
KIAA0107      0.02             0.35         0.15 
R62773        0.02             0.37         0.14 
TCF7L2        0.02             0.39        -0.14 
LOC51738      0.02             0.41        -0.14 
TOP2A         0.02             0.43         0.14 
NUP88         0.02             0.45         0.14 
N52568        0.02             0.47        -0.14 
N78103        0.02             0.49         0.14 
 
 
 
 
metagen 4 

          contribució   contribució acum   correlació 
KIAA0265       0.07             0.07        0.26 
LYN            0.06             0.12       -0.24 
BIN1           0.05             0.17        0.21 
CSE1L          0.04             0.22        0.21 
PMSCL1         0.03             0.25       -0.19 
DAZAP2          0.03             0.28         0.19 
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ADPRTL1         0.03             0.32         0.19 
FUBP3           0.03             0.35        -0.17 
HPR6.6          0.03             0.37        -0.16 
R88904          0.03             0.40         0.16 
CloneFBD3       0.02             0.42         0.16 
TBX2            0.02             0.45         0.15 
N52568          0.02             0.47         0.15 
HOXD9           0.02             0.49        -0.15 

metagen 5 

           contribució   contribució acum   correlació 
MESDC2          0.08             0.08         0.29 
KIAA0265        0.06             0.14        -0.24 
IGF2            0.05             0.20        -0.23 
ARL6IP          0.05             0.25         0.23 
WDR31           0.05             0.30         0.21 
KIAA0203        0.04             0.34        -0.20 
HUMAUANTIG      0.03             0.37        -0.17 
NUP155          0.03             0.39         0.16 
LAMA5           0.03             0.42        -0.16 
SAT             0.02             0.44        -0.15 
ZNF220          0.02             0.46        -0.15 
ENG             0.02             0.48         0.15 

metagen 6 

           contribució   contribució acum   correlació 
ZNF32          0.13             0.13         -0.36 
UBL1           0.12             0.25         -0.35 
EDG1           0.11             0.36         -0.34 
CST3           0.10             0.46         -0.31 

metagen 7  

           contribució   contribució acum   correlació 
1LBG           0.08             0.08         -0.28 
N52568         0.07             0.15         -0.27 
REV1L          0.07             0.22         -0.27 
LOC51738       0.06             0.28         -0.25 
PRKAG2         0.04             0.32         -0.20 
IL16           0.03             0.36          0.19 
C3AR1          0.03             0.39          0.18 
R88904         0.03             0.42         -0.17 
KIAA0210       0.03             0.44         -0.16 
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HINT           0.02             0.47          0.15 
NUP155         0.02             0.49          0.15 

metagen 8 

           contribució   contribució acum   correlació 
FKBP5          0.06             0.06         -0.25 
PHLDA1         0.06             0.13          0.25 
TPR            0.06             0.19         -0.25 
CloneFBD3      0.04             0.23         -0.20 
GSTTLp28       0.04             0.26          0.19 
HINT           0.04             0.30          0.19 
BIN1           0.04             0.33          0.19 
C5             0.03             0.37         -0.18 
NUP155         0.03             0.40         -0.18 
R62773         0.03             0.43         -0.17 
CAPZA2         0.03             0.46         -0.17 
C20ORF1        0.03             0.49         -0.17 

metagen 9 

           contribució   contribució acum   correlació 
CAPZA2          0.09             0.09        -0.30 
HARS            0.04             0.13        -0.20 
LYN             0.04             0.17        -0.20 
HUMAUANTIG      0.04             0.21         0.20 
CD9             0.04             0.25         0.19 
FKBP5           0.03             0.28         0.17 
GMFB            0.03             0.31         0.17 
RBBP2           0.03             0.34         0.17 
LTBP1           0.03             0.37        -0.17 
PMSCL1          0.03             0.39        -0.17 
LYPLA1          0.03             0.42         0.17 
PPP2R1B         0.03             0.45        -0.17 
VCAM1           0.03             0.48         0.16 

metagen 10 

           contribució   contribució acum   correlació 
PGM5            0.05             0.05         -0.22 
FUBP3           0.05             0.10         -0.22 
MTMR6           0.05             0.14         -0.22 
KPNA1           0.04             0.19         -0.21 
HPR6.6          0.04             0.23          0.21 
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N91290          0.04             0.27         -0.20 
R62773          0.04             0.30         -0.19 
EIF4A2          0.03             0.33          0.18 
LTBP1           0.03             0.37         -0.18 
HUMAUANTIG      0.03             0.39          0.16 
C20ORF1         0.02             0.41          0.14 
LCN2            0.02             0.43          0.14 
ZNF220          0.02             0.45          0.14 
TUBB            0.02             0.47          0.14 
WBSCR14         0.02             0.49         -0.14 
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La meva participació en aquest treball va ser principalment la posada a punt de la 

tècnica en els següents aspectes: 

- generació de les RAP-PCRs més adients per la seva reproductibilitat, i per 

la representativitat del transcriptoma. 

- protocol de marcatge de les sondes i hibridació sobre els xips HU4.6K. 

- protocol de recopilació de les dades i anàlisi. 
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