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Introduccié

1. EL CANCER

El cancer, és una patologia molt freqlient en I'ésser huma, pero al contrari del que pot semblar, no
és una malaltia moderna, doncs hi ha evidéncies de la seva existencia segles enrere. El cancer,
juntament amb les malalties cardiovasculars, son les principals doléncies i causes de mort en la
vellesa. L'augment d’incidéncia de les malalties croniques van ser realment comunes només
durant les ultimes etapes del segle passat, doncs una gran proporcié de persones va comengar a
viure més enlla de la setena, vuitena i novena decada de vida. Paral-lelament, aquest increment en
la incidéncia també s’explica per un augment en les exposicions a agents etiologics i la millora en el

camp del diagnostic clinic.

1.1. Epidemiologia

Segons estimacions fetes I'any 2008 el cancer és la primera causa de mort en els paisos
economicament desenvolupats i la segona en paisos que estan en vies de desenvolupament
(Ferlay, et al., 2010). Els tipus de cancers més prevalents sén el de pulmé, mama i el cancer
colorectal (CCR) mentre que els que provoquen una major mortalitat sén els de pulmd, cancer
d'estémac i cancer de fetge. La taxa d'incidéncia de tots els cancers en els paisos economicament
desenvolupats és, gairebé, dues vegades més elevada que en els paisos en vies de
desenvolupament econdmic, tant en homes com en dones, mentre que la taxa de mortalitat per a
tots els cancers tendeix a ser similar entre els paisos desenvolupats i els que estan en vies de
desenvolupament. (Jemal, et al., 2011). A part dels futurs canvis en la incidéncia, les projeccions
gue tenen en compte el creixement demografic i I'envelliment indiquen que la deteccié de nous
casos de cancer a tot el mén augmentara dels 12,6 milions estimats I’any 2008 fins a 21,4 milions

I’any 2030 (Soerjomataram, et al., 2012).

A Espanya les estimacions més actuals, corresponents a les de I'any 2012, revelen una incidéncia
de cancer de gairebé 215.530 casos i una mortalitat d’uns 102.760 casos (Ferlay, et al., 2013). En
els homes, la incidéncia de cancer més freqiient va ser el de prostata, seguit del de pulmd i CCR.
Els tipus de cancer amb més mortalitat associada als homes van ser el de pulmd, seguit del CCR.

Entre les dones, la incidéncia més elevada va correspondre al cancer de mama, seguit pel CCR i pel
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de cos uteri, mentre que la causa de mort més comuna per cancer va ser pel de mama i pel CCR

(Figura 1).
Incidéncia estimada a Espanya, 2012 Mortalitat estimada a Espanya, 2012
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Figura 1. Incidéncia i mortalitat estimada dels diferents tipus de cancers en ambdds sexes a Espanya I'any
2012. Adaptat de Ferlay, et al., 2013.

1.2. Bases moleculars del cancer

Les caracteristiques de la cél-lula neoplasica son I'autoinsuficiencia en senyals de creixement
positives, la inestabilitat a senyals d’inhibicié del creixement, I'evasié de I'apoptosi, el potencial
replicatiu il-limitat, el manteniment de I'angiogénesi que permet crear un micromabient (que
conté, a part de vasos sanguinis, estroma i cel-lules immunes), la desregulacié energética, I'evasid
del sistema immune, la inflamacié i la capacitat d’invasidé local o produccié de metastasis a
distancia (Figura 2), (Hanahan i Weinberg, 2000; Hanahan i Weinberg, 2011). Es postula, per tant,
gue en les cel-lules tumorals existeix un trencament de I'equilibri que resulta en I'acumulacié de
multiples mutacions que les condicionen, el que es coneix com a fenotip mutador (Loeb, et al.,
1974) o inestabilitat genética, que pot originar-se, bé al llarg de tot el procés de la progressio

tumoral (Loeb, et al., 2003) o bé en periodes concrets (Sieber, et al., 2005).
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Figura 2. Caracteristiques de la cél-lula neoplasica. A. Esquema dels tipus cel-lulars presents en el tumor. B.
Capacitats adquirides del cancer. Adaptat de Hanahan i Weinberg, 2011.

La preséncia d’aquestes caracteristiques és possible perqué al genoma de la cél-lula es produeixen
canvis en els anomenats gens del cancer que les condicionen. Els gens del cancer s’han classificat

en tres tipus:

- Els oncogens: Son gens la funcié dels qual, acostuma a estar relacionada amb la regulacié de la
proliferacio cel-lular i el bloqueig de processos de la senescéncia i de la mort per apoptosis. La seva
mutacié provoca un canvi de l'estructura i la funcié d'una proteina normal, i genera una
oncoproteina (Hermsen, et al., 2002). En comparacié amb la proteina normal, les oncoproteines
poden causar un augment en l'activitat, una péerdua en la regulacié, o bé un augment de la
concentracid provocant un guany de funcié o una activacié constitutiva que donara lloc a un
creixement descontrolat i un augment del potencial maligne de les cél-lules. La mutacié en aquests
tipus de gens té un efecte dominant; n’hi ha prou que el canvi afecti una de les dues copies del gen
per provocar dins la cel-lula un avantatge selectiu pel creixement cel-lular. Exemples d’oncogens

soén RAS, MYC, SRC, EGFR i CCND1.

- Els gens supressors de tumors (gatekeepers): La seva funcidé principal és la de controlar la
proliferacio cel-lular i la induccié de I'apoptosi. En aquest cas, la seva alteracié es manifesta amb
caracter recessiu, és a dir, que necessita que l'alteracié es produeixi en ambdds al-lels del gen (two
hits) per provocar una alteracid que fenotipicament comprometi la fisiologia de la cel-lula
(Knudson, 1971). Quan estan alterats en linia germinal sén els responsables de les sindromes de

predisposicio hereditaria al cancer. En les formes hereditaries inicialment un dels dos al-lels esta
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mutat en linia germinal i el que resta pot patir una mutacio al llarg de la vida de I'individu. No
obstant aixo, també s’ha reportat que, en certs casos, la inactivacié de només un dels al-lels
d’alguns gens supressors tumorals provoca la disminucié en la quantitat de proteina produida,
incrementant d’aquesta forma el risc a patir cancer (haploinsuficiencia) (Santarosa i Ashworth,

2004). Exemples de gens supressors de tumors son APC, TP53, SMAD4, SMAD?2 i DCC.

- Gens estabilitzadors (caretakers): La mutacié d’aquesta tercera classe de gens promou la
tumorogenesi mitjangant 'acumulacid d’alteracions en el genoma de la cél-lula. Es creu, que més
de 130 gens participen en els mecanismes de reparacié del DNA en els éssers humans. Entre
aquest estan els que s’encarreguen de reparar els petits errors que tenen lloc durant la replicacié
normal del DNA, els secundaris a I’exposicié a agents mutagénics o els que reparen el dany que es
produeix al llarg de la recombinacié mitotica i la segregacié cromosomica. Conseqlientment, quan
aquests gens pateixen una alteracié s’incrementa la taxa de les mutacions. En general, com en el
cas anterior, és necessaria la inactivacié dels dos al-lels i, també a les sindromes de predisposicid
hereditaria al cancer es troben alterats en heterozigosis (Friedberg, 2003). Els defectes en la
reparacié del DNA comporten, posteriorment, la inactivacié de gens supressors de tumors o a

I'activacié d'oncogens. Alguns exemples d’aquests gens séon MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2,

BLM, i BRCA1-2.

L'aparicié de les noves tecnologies moleculars i bioquimiques avancades, com xips d'expressio de
gens i la seqiienciacié de nova generacid, han aplanat el cami per una millor comprensié del que
succeeix a nivell molecular (Perou, et al., 2000; Verhaak, et al., 2010; Stephens, et al., 2012), fet
que ha permés la separacié en subtipus basada amb les diferéncies moleculars que tenen
correlacio amb variables cliniques. L'increment en la sensibilitat analitica ha permeés detectar
moltes modificacions genétiques i epigenetiques, aixi com les interaccions microambientals i, fins i

tot, s’ha arribat a poder analitzar a nivell d’una unica cél-lula (Navin, et al., 2011).

Un tipus de cancer individual, pot albergar des d’un grapat de mutacions (Parsons, et al., 2011;
Molenaar, et al., 2012) fins a centenars (Ding, et al., 2008). Aquesta diversitat sorprenent ha
impulsat els esforcos per definir els patrons i els conjunts de mutacions que contribueixen
activament a la iniciacid i la progressié de la malaltia (driver mutations), en comparacié amb les
gue sén simples acompanyants (passenger mutations), que no estan implicades directament a

I'oncogénesi, pero que tenen lloc i s"acumulen durant el desenvolupament del cancer.



Introduccié

Es considera que a la majoria dels cancers humans hi ha entre 2 i 8 alteracions seqliencials que es
desenvolupen en el transcurs de 20 a 30 anys que serien claus pel seu desenvolupament.
Cadascuna d'aquestes alteracions provoca un avantatge de creixement selectiu a la cél-lula en la
qual resideix. L'evidencia fins ara, suggereix que hi ha ~140 gens implicats en el desenvolupament
de tots els tumors, les mutacions intragéniques dels quals, contribueixen al cancer (anomenats
com a gens Mut-driver). Es probable, que hi hagi més gens (gens Epi-driver) que s’alteren
exclusivament per mecanismes epigenétics i que també causen un avantatge de creixement
selectiu, tot i que la identificacié definitiva d'aquests gens ha estat un desafiament. Els gens driver
funcionen a través d'una dotzena de vies de senyalitzacié que regulen els tres processos cel-lulars

basics: la determinacid del desti cel-lular, la supervivéncia cel-lular i el manteniment del genoma.

En els tumors com el colorectal, el nombre de gens driver mutats és sovint de tres a sis, pero hi ha
diversos tumors on només s’han identificat fins ara una o dues alteracions driver. Aquests ultims
casos van en contra de la idea, ampliament acceptada, que el desenvolupament i la progressio
tumoral requereixen alteracions genetiques multiples i seqliencials adquirides durant deécades.
Aquest fet es pot explicar per dos motius. En primer lloc, les limitacions tecniques que fan que
algunes regions del genoma no estiguin ben representades perque les seves seqliéncies sén dificils
de cobrir, completar, capturar, o mapar de forma inequivoca al genoma (Mertes, et al., 2011; Beal,
et al., 2012; Bottcher, et al., 2012; Ding, et al., 2012; Forster, et al., 2013). En segon lloc perque, els
tumors primaris contenen no només les ceél-lules neoplasiques, sind també a les cél-lules de
I'estroma que dilueixen el senyal procedent de la base mutada, reduint la probabilitat de trobar

una mutacié (Gundry i Vijg, 2012).

1.3. Origen de la carcinogénesi

L’origen del cancer i els mecanismes de la seva evolucid, han estat motiu d’un ampli debat (Foulds,
1954; Nowell, 1976). S’han proposat varies teories per a descriure com s’origina el procés
tumorogenic, la hipotesi de I’evolucio clonal, el model estocastic i la teoria de les cel-lules mare del

cancer.

1.3.1. La hipotesi de I'evolucio clonal

El cancer és generat, classicament, per un procés de tres passos constituits per la iniciacid, la
promocid i la progressié (Nordling, 1953; Knudson, 1971). La hipotesi de la evolucié clonal és una

de les explicacions més plausible d’aquest desenvolupament i va ser proposada per primer cop per

7
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Peter Nowell (Nowell, 1976) i posteriorment desenvolupada per diversos grups (Michor, et al.,
2003; Merlo, et al., 2006; Greaves, 2007; Greaves i Maley, 2012). Aquesta teoria explica com el
desenvolupament neoplasic és un procés microevolutiu a nivell somatic, en el qual a partir de
I’adquisicid en una sola cel-lula d’'una serie de mutacions genetiques o epigenetiques, no
reparades, i seguint els principis descrits per en Darwin, aquestes modificacions proporcionen un
avantatge en la supervivéncia o en el creixement d'aquesta cel-lula fent una expansié clonal.
L’aparicié de nous clons fruit de la inestabilitat genetica, o bé canvis epigenétics poden contribuir
en l'expansio del tumor (Greaves, 2007; Mas, et al., 2010). Aquest procés és molt dinamic i, en
general, selecciona els clons que creixeran i dominaran el tumor a través d’un procés anomenat
"escombrada selectiva” (selective sweep). Aixo es reitera en el temps a mesura que I'ecosistema
del tumor evoluciona i acaba condicionant I'aparicié de patrons clonals complexos (Figura 3),

(Greaves i Maley, 2012).

No obstant, la dinamica de I'evolucié clonal que sustenta la carcinogénesi segueix sent poc
coneguda. La comprensié de com es propaguen localment les mutacions dins d'una cél-lula mare i
la forma com les cel-lules filles mutades es reparteixen en els teixits és crucial, com també ho és,
entendre com es seleccionen els clons presents en les lesions premalignes que tenen més risc de
conduir cap al cancer. El simple increment de la capacitat d'un clon no és equivalent a la produccié
d'un tipus de cancer, i en la majoria d’ocasions els processos queden avortats en un fenotip que no
és maligne. Tals conceptes, s'apliquen, entre d’altres, en l'evolucié dels adenomes colorectals

(Thirlwell, et al., 2010).

Tumor primari . Metastasi 1

Cél-lula Clon Subclons amb
normal fundad genotips i

Representacié esquematica de I’evolucié clonal en els tumors primaris i metastasis. El cercle gris
representa una cél-lula normal, i el punt central representa la mutacié somatica d'iniciacié que impulsa el clon
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fundador en el tumor. Els cercles de diferents colors representen subclons que han acumulat mutacions
successives. En el tumor primari, diversos subclons coexisteixen, i encara que alguns s'expandeixen, altres
romanen en estat latent o s'extingeixen. Les metastasis poden originar-se en un clon expandit en el tumor
primari (metastasi 1), o a partir de clons de menor importancia (metastasi 2). Les metastasis també poden
sotmetre’s a I'evolucio clonal (com es mostra en la metastasi 1). Adaptat de Caldas, 2012.

1.3.2. Model estocastic i cél-lules mare del cancer

S'han proposat dos models alternatius per explicar com s'inicien els tumors i com es
desenvolupen. El primer, és el model estocastic que proposa que les cél-lules tumorals, tot i ser
diferents entre si, sdn equipotents i practicament totes elles podem funcionar com una cél-lula
fundadora de tumors, tot i que aix0 pot ocdrrer només en rares ocasions (Figura 4). L'altre és el
model jerarquic, i es basa en el fet que els tumors s'organitzen jerarquicament amb un subconjunt
de cél-lules mare del cancer (CSC, cancer stem cells), les quals posseeixen la capacitat
d’autorenovacié i de diferenciacié (Pierce i Dixon, 1959; Clarke, et al., 2006; Vermeulen, et al.,
2008). Per tant, aquest model suggereix que els tumors s'organitzen d’'una manera similar, tot i

que de forma distorsionada, als seus teixits d'origen (Vermeulen, et al., 2012) (Figura 4).

Model estocastic Model jerarquic
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Representacié del model estocastic i jerarquic per la formacié del tumor. Figura adaptada de Reya,
et al., 2001.

Durant molt de temps, s'ha observat que no totes les cel-lules tumorals son identiques i que en
alguns tipus de cancer, una proporcié de les cél-lules tumorals sén més diferenciades que altres, el
gue va portar a suggerir que les cel-lules tumorals no diferenciades sén les CSC. Tot i que hi hagut
molta controvérsia a favor i en contra de I'existéncia d’aquestes cel-lules (Medema i Vermeulen,
2011), molts investigadors consideren clau I'existéncia de CSC per explicar el creixement endogen

de la neoplasia (Chen, et al., 2012; Driessens, et al., 2012; Schepers, et al., 2012). De totes formes,
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la identitat exacta de les CSC, en molts tumors, encara es discuteix (Medema, 2013), especialment
a causa de la naturalesa imperfecta de les metodologies disponibles per avaluar les

caracteristiques d’aquestes cél-lules.

Recentment, com explicarem més endavant en I'apartat “2.9. Plasticitat de les cél-lules de la
cripta”, s’ha trencat un dogma generalitzat en la biologia que pressuposava que la cél-lula
diferenciada no podia revertir a cél-lula mare (van Es, et al., 2012). L’evolucié de I'estudi de la
biologia de les CSC també esta passant d'una estructura jerarquica rigida a un model més flexible
(Medema i Vermeulen, 2011; Vermeulen, et al., 2012) on les caracteristiques d’aquestes CSC

podrien ser adquirides mitjangant el canvi dels programes d'expressié genica.

1.4. Heterogeneitat tumoral

Avui en dia sabem que no només hi ha diferéncies genomiques entre diferents tipus de cancer
(amb les implicacions cliniques que comporta), sind que també existeixen dins d'un cancer
individual (heterogeneitat intratumoral), (Figura 5). Es evident que 'espectre de mutacions drivers
entre cancers aparentment idéntics pot variar substancialment entre els pacients identificant nous
subgrups i, fins i tot, que I'heterogeneitat genética entre les cel-lules d'un tumor individual sempre

existeix i pot afectar a la resposta terapéutica.

INTRATUMORAL INTERTUMORAL
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Representacio de I'heterogeneitat intratumoral i intratumoral. Adaptat de De Sousa, et al., 2013.

Els models de I'evolucid clonal abans esmentats, el model estocastic i els de les cél-lules mare del
tumor, no sén mutuament excloents, sind que, més aviat, son complementaris per a explicar el

possible origen de la carcinogenesi i també podrien explicar fenomens com el de I’heterogeneitat
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tumoral (Figura 6), (Vermeulen, et al., 2008). L’evolucié clonal a partir d’alteracions genétiques i
epigenetiques contribueix a I'aparicié de I'heterogeneitat de diferents poblacions incloent les CSC,
ja que estan dotades amb la capacitat d'autorenovacid. D'altra banda, aquestes CSC també poden
ser una altra font d'heterogeneitat, ja que poden ser |'origen dels nous llinatges de les cél-lules

tumorals.

Finalment, no es pot obviar el paper que juga en aquest procés el microambient del tumor que
comprén una amplia varietat de cel-lules no neoplasiques, rodejades per les céel-lules tumorals, que
influeixen en les diverses etapes del desenvolupament del cancer. EI microambient del tumor
inclou fibroblasts associats al cancer, cel-lules endotelials i una varietat de cel-lules procedents de

la infiltracié immune, i que promouen I'heterogeneitat del tumor de diverses maneres.

En el futur, I'estrategia de tractament més apropiat per a un pacient amb cancer s’hauria de basar
en una avaluacid dels components de la linia germinal del genoma del pacient i el del seu tumor.
La informacio dels estudis del genoma del cancer també es poden aprofitar per millorar els
meétodes de prevencio i deteccid precog del cancer, el que sera essencial per reduir la morbiditat i

la mortalitat d’aquesta malaltia (Vogelstein, et al., 2013).

Evolucié clonal en el model estocastic Evolucid clonal en el model jerarquic de les CSC
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Representacié de la combinacié de I'evolucié clonal amb el model estocastic i jerarquic. En
ambdds models, les noves mutacions somatiques poden generar la diversitat clonal, que augmenta encara
més I'heterogeneitat del tumor. Adaptat de Beck i Blanpain, 2013.
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2. EL CANCER COLORECTAL
2.1. Epidemiologia

El CCR representa aproximadament el 9,4% del total de casos de cancer a tot el mén i el 8% de
totes les morts per cancer. A nivell mundial, és el tercer cancer més comu entre els homes i el
segon en dones. En numeros absoluts s’estima que I'any 2008 es van diagnosticar més d’un milié
de casos, dels quals el 60% van tenir lloc en regions desenvolupades. La incidencia de CCR presenta
una gran variabilitat geografica. Les taxes més altes s'observen a Australia, Nova Zelanda, Europa i
Ameérica del nord, mentre que les més baixes son a |'Africa (excepte Sud-Africa) i al sud i centre de
I’Asia. Aquestes taxes estan augmentant rapidament en diverses arees historicament de baix risc,

entre elles Espanya (Center, et al., 2009).

A Europa, el CCR és el segon tipus de cancer tant pel que fa a la incidéncia com a la mortalitat, amb
446.800 de casos diagnosticats i 214.670 morts estimades I'any 2012 (Ferlay, et al., 2013). Les

taxes d'incidéncia i mortalitat per CCR sén lleugerament més altes en els homes que en les dones.

A Espanya l'any 2012 s’estima que es van diagnosticar uns 32.240 casos de CCR i que van morir per
aquesta malaltia unes 14.700 persones. Aquestes dades suposen el 14% de la incidencia i
mortalitat respecte al total de cancers a Espanya (Ferlay, et al., 2013). EI CCR és el tercer cancer
més freqlient en homes i el segon en dones, i és la segona causa de mort per cancer tant en homes

com en dones (Figura 7), (Ferlay, et al., 2013).

En les projeccions fetes de cara un futur s'espera que la prevalenga augmenti, a causa de les

tendéncies demografiques i d'adaptacié a I'estil de vida occidentalitzat (Karsa, et al., 2010).
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Incidéncia i mortalitat estimada a Espanya, 2012
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Figura 7. Incidéncia i mortalitat estimada dels 10 tipus de cancers més freqlients per cada sexe a Espanya a
’any 2012. Adaptat de Ferlay, et al., 2013.

L'augment de la incidencia en regions concretes es creu que reflecteixen una combinacié de
factors que inclouen canvis en els habits alimentaris, obesitat i una major prevalenca del tabac. Per
una altra banda, la mortalitat és aproximadament la meitat que la incidéncia, sent menor en dones
que en homes. Si bé aquestes taxes han disminuit en diferents paisos occidentals (Center, et al.,
2009) per una millora en el tractament, una major sensibilitzacid i deteccié precog (Chu, et al.,
1994; Sant, et al., 2001; Mitry, et al., 2002; Edwards, et al., 2010), aquestes segueixen augmentant

en molts paisos amb recursos més limitats i amb menys infraestructures sanitaries.

La supervivencia relativa als 5 anys del tractament ha estat estimada en aproximadament el 50%
dels casos tant a Europa com a Espanya (Adam, et al., 2010; Gatta, et al., 2013). Quan el CCR es
detecta en estadis inicials, la supervivencia augmenta fins al 90%, tot i aixo, només el 39% dels CCR
es diagnostiquen en aquests estadis. Aproximadament el 20% dels pacients amb CCR tenen una

malaltia metastatica en el moment del diagnostic (Cartwright, 2012).

2.2. Etiologia i classificacid dels tipus de cancer colorectal

El CCR es considera una malaltia complexa causada per la interaccié entre factors de risc
extrinsecs, presents tant en I'ambient com per I'adopcié d’un determinat estil de vida, i factors
intrinsecs de susceptibilitat (genetics, epigenetics, processos inflamatoris, etc.) (de la Chapelle,

2004).
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Els factors de risc extrinsecs inclouen la dieta, I'obesitat, el sedentarisme, el consum de carn
vermella o processada, i el consum excessiu d’alcohol i tabac (Bagnardi, et al., 2001; Giovannucci,
2001; Norat, et al., 2002). L'evidéncia d'estudis han demostrat que les poblacions migratories de
baix risc cap a zones d'alt risc, veuen incrementada la incidéncia en CCR amb I'adopcio de I'estil de
vida i factors dietetics del pais d’acollida (Johnson i Lund, 2007). Més del 50% de l'etiologia
associada a CCR s'ha atribuit a la dieta i a 'estil de vida i, per tant, pot ser potencialment evitable
mitjangant la modificacié d'aquests factors (Johnson, 2004; Huxley, et al., 2009). Per una altra
banda, hi ha nombrosos estudis on es descriuen els efectes beneficiosos de nombrosos aliments
(com per exemple, els vegetals i la fibra), tot i que hi ha certes controversies entre els diferents

estudis (Trock, et al., 1990; Howe, et al., 1992; Friedenreich, et al., 1994; Kim, 2000).

L'edat i la predisposicié genética son els principals factors de risc no modificables per la malaltia.
En general, el 90% dels nous casos i el 94% de les morts ocorren en persones majors de 50 anys,
sent superior la taxa d’incidéncia en més de 15 vegades respecte els que tenen de 20 a 49 anys

(Ries, et al., 2000; Myers, et al., 2013).

En la génesi de la malaltia els factors genétics tenen molta incidéencia en la predisposicié al CCR, en
el seu inici i en la progressid. De fet, classicament es poden classificar els casos de CCR segons el
grau d’agregacid familiar en: esporadics, familiars i hereditaris. Tot i que la majoria dels tumors,
entre un 60%-85% (Winawer, et al., 1997; Burt, 2000), s6n majoritariament secundaris a factors
ambientals (els CCR esporadics), entre un 15-20% restant agrupen els individus afectes que tenen
una component familiar (els CCR familiars) i només entre un 1-5% d’aquests, hereten la

predisposicio a patir la malaltia (els CCR hereditaris) (Figura 8), (de la Chapelle, 2004).
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HEREDITARI

5 Sindrome de Lynch

Altres sindromes:
FAP, AFAP, MAP, ...

¢

Figura 8. Classificacié dels tipus de CCR en funcié del patré d’heréncia. Adaptat de Lynch, et al., 2009.

2.2.1. CCR esporadic

Els casos de CCR esporadic sén aquells que no tenen un patré hereditari demostrat (Pinol, et al.,
2005). L'origen d’aquest tipus de CCR s’ha relacionat, per tant, a I'exposicié a diferent factors
ambientals, a I'edat i als estils de vida. Gairebé la majoria dels casos es diagnostiquen a partir dels
60 anys (Winawer, et al., 2003). De totes formes, no es pot descartar cap mena d’influéncia de la
genetica doncs s’ha proposat que pot existir una certa predisposicido (van Breda, et al., 2004;

Gunter, et al., 2005).

2.2.2. CCR familiar

Hi ha un percentatge significatiu (entre un 20% fins a un 25% de tots els CCR) que tenen un cert
grau d’agregacio familiar associat pero que no segueixen els mateixos patrons que s'observen en
els casos hereditaris. En aquests casos, I'apariciéo del CCR o altres tumors es produeix a edats
tardanes, coexistint en la mateixa familia més individus afectes del que correspondria per atzar.
S’ha observat en estudis de cohorts i, de casos i controls, com en les families en les que hi ha
individus afectes de primer grau que tenen adenomes o CCR, el risc de desenvolupar aquesta

neoplasia s’incrementa fins a dues o tres vegades més que en la poblacié general. També s’ha
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associat a aquest tipus de CCR el fet que I'aparicid de la malaltia s’avanci en el temps (Winawer, et

al., 1997; Burt, 2000).
Diferenciar entre CCR esporadic i familiar

Resulta bastant complex discriminar entre cancer esporadic i familiar, i, en conseqiéncia, el
percentatge corresponent a cada tipus possiblement no esta ajustat a la realitat (de la Chapelle,
2004). Aquesta dificultat esta relacionada amb I'existéncia d’una susceptibilitat genética subjacent
en aquests tipus de CCR. Es probable que aquesta susceptibilitat sigui causada per alteracions en
gens individuals que sén menys penetrants perdo que son més comunes que els canvis associats
amb les sindromes hereditaries. Les variants desconegudes de moderada, o bé de baixa
penetrancia, tendeixen a explicar, almenys en part, la falta d’heretabilitat en els casos de CCR. Hi
ha alguns exemples de variants rares en els gens que predisposen al CCR i que confereixen un risc
moderat o baix als portadors, com a APC (11307K) (Laken, et al., 1997), BLM i GALNT12 (Cleary, et
al., 2003). D'elles, la variant d’APC 11307K és la que s’ha estudiat amb més profunditat i es
produeix gairebé exclusivament en la poblacié jueva asquenazi (Laken, et al., 1997). A més
d'aquestes, estudis d’associacio de tot el genoma (GWAS, Genome-wide association study) han
identificat variants comunes de baixa penetrancia d'aproximadament 20 loci genomics relacionats
amb la susceptibilitat al CCR. No obstant aix0, les variants comunes identificades en aquests loci
exerceixen només un efecte modest sobre el risc de CCR (Dunlop, et al., 2012; Lubbe, et al., 2012;

Dunlop, et al., 2013).

2.2.3. CCR hereditari

Es considera que entre el 3% i el 5% de tots els cancers de colon pertanyen al context de les
sindromes hereditaries ben definides (Lynch i de la Chapelle, 2003; Jasperson, et al., 2010),
associades a mutacions heretades molt penetrants i que presenten una clinica molt caracteristica.
Aquests tipus de CCR s’agrupen en sindromes poliposes i les no poliposes. Entre les poliposes
trobem les adenomatoses, de les quals destaquen: la poliposi adenomatosa familiar classica (FAP) i
I'atenuada (AFAP, attenuated FAP) (<1%) i la poliposi associada al gen MUTYH (MAP, MUTYH
Associated Polyposis) (<1%). Les hamartomatoses correspondrien a un altre grup menys
representatiu que els anteriors. Per contra, la sindrome de Lynch (LS) és la més important del grup

de les no poliposes (representant el 1-5% dels CCR) (de la Chapelle, 2004).
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Tot i que els CCR hereditaris representen una petita fraccid de tots els casos, I'estudi de les
sindromes hereditaries ha millorat en gran mesura el coneixement dels factors i mecanismes
especifics que contribueixen al desenvolupament del CCR. Aixi doncs, I'aprofundiment sobretot de
la FAP i la sindrome de Lynch, que sén les més estudiades, ha permeés establir paral-lelismes entre
els mecanismes implicats en el desenvolupament del CCR esporadic, doncs alguns dels gens
germinalment mutats també juguen un paper clau en la carcinogénesi a nivell somatic (Fearon i

Vogelstein, 1990).

2.3. Consell geneétic

El consell genétic en predisposicié hereditaria al cancer és el procés d'informacié i comunicacié a
les persones o families en situacid de risc de cancer, pel que fa a la probabilitat de presentar o
transmetre a la seva descendéncia una determinada susceptibilitat genetica a desenvolupar una
neoplasia, sobre les seves implicacions, sobre la possibilitat de realitzar un diagnostic molecular i
sobre quines son les mesures disponibles per a la prevencid i el diagnostic precog. Aquest procés
requereix de la participacié de diferents professionals formats en aquest camp per ajudar a
I'individu o la familia. Les actuacions de consell genétic s'han d'emmarcar sota els principis étics

d'autonomia, privacitat, confidencialitat, beneficencia, no maleficencia i justicia.

El procés de valoracié de risc pot incloure, o no, la realitzacié d'un estudi genetic. L'estudi genétic
és un instrument d'ajuda per la valoracio del risc una vegada que, per criteris clinics, aquest es
considera alt. En aquesta linia, la caracteritzacié de les causes moleculars associades a aquestes
sindromes han permeés establir un diagnostic presintomatic dels individus portadors de les
mutacions germinals. La identificacié d'aquests individus i de families permet, a més d'una
valoracié individualitzada del risc de desenvolupar cancer, recomanar estratégies de prevencio i
cribratge adequades al risc estimat per a la reduccid de la incidencia i de la mortalitat. Per una
altra banda, aquest seguiment dels individus afectes permet prendre mesures terapeutiques
millorant aixi el pronostic i incrementant la supervivéncia d’aquests malalts. Els estudis geneétics
s’han d'efectuar sempre en el context del consell genétic, amb un assessorament abans i després

de realitzar la prova genetica, discutint les seves limitacions i els possibles riscos i beneficis.

2.4. Estadiatge i clinica del cancer colorectal

En I'ambit clinic, el grau i I'etapa del tumor sén importants per tal de documentar objectivament

I'extensio de la malaltia, triar el tractament adequat, pel seguiment de la resposta del pacient al
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tractament, per a pronosticar, per a millorar la capacitat de comparar els resultats del tractament

a través dels sistemes de salut i facilitar la investigacio.

L’abordatge quirurgic és considerat el tractament d’eleccié en pacients amb CCR ressecable en
estadis inicials mentre que en estadis més avangats sdn necessaries quimioterapia i/o radioterapia
adjuvant i/o neoadjuvant. L'estadi del CCR es determina pel grau d’invasid i infiltracié en la paret
intestinal, I'afectacié de ganglis limfatics regionals i la preséncia de metastasis a distancia.
Existeixen diversos sistemes d’estadiatge en el CCR. La més comunament utilitzada, per la seva
senzillesa, claredat i correspondéncia amb el pronostic és la classificacio original de Dukes (Dukes,
1932). Aquest sistema es basa en el grau d’infiltracié del tumor primari a través de les diverses
capes de l'intesti gros i I'afectacié a organs veins i ganglis. Va ser modificada per Astler i Coller

(Taula 1), (Astler i Coller, 1954).

Taula 1. Classificacié de Dukes modificada per Astler i Coller, I'any 1954.

| Estadis Extensio del tumor

A El tumor esta limitat a la mucosa

B1 El tumor envaeix fins la muscularis propia

B2 El tumor travessa la capa muscularis propia fins a la capa serosa
c1 Igual que B1 més metastasi ganglionar

c2 Igual que B2 més metastasi ganglionar

D Metastasi a distancia o invasio parietal d’organs adjacents

L'’American Joint Comitee on Cancer (Hutter i Sobin, 1986) establi el sistema TNM (Tumor, Node,
Metastasis Stage Grouping) que, sens dubte, és més correcte pero més complex. Les sigles TNM
fan referéncia a I'extensié del tumor primari (T), I'abséncia o la preséncia de metastasi als ganglis
limfatics regionals (N), i I'abséncia o preséncia de metastasi distant (M). Aquest sistema ha permés
la classificacié dels CCR en quatre estadis que es correlacionen amb el pronostic dels pacients

(Taula 2).
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Taula 2. Classificacié TNM pel cancer colorectal.

Categories T Extensioé que ocupa el tumor

Tx La informacid és incompleta i no es pot definir I'extensié del tumor

Tis Carcinoma in situ. Es I'estadi més inicial, el tumor no ha travessat la mucosa

T1 El tumor ha travessat la mucosa, la muscolaris mucosa, i envaeix la submucosa

T2 El tumor ha travessat la mucosa, la muscolaris mucosa, la submucosa i envaeix la muscularis propia
T3 El tumor ha travessat la mucosa, la muscularis mucosa, la submucosa, la muscularis propia i envaeix

la subserosa sense arribar a cap teixit vel

T4 El tumor envaeix altres organs o estructures

Categories N Abseéncia o preséncia de metastasi als ganglis limfatics
Nx La informacid és incompleta i no es coneix |'afectacio de ganglis limfatics

NO No hi ha cap gangli afectat

N1 1-3 ganglis afectats

N2 4 0 més ganglis afectats

Mx La informacid és incompleta i no hi ha descripcié de metastasi a distancia

MO0 No hi ha metastasi a distancia

M1 Preséncia de metastasi a distancia

El CCR és un procés de llarga evolucid i durant les primeres etapes no sol produir simptomatologia.
La deteccié precog (com el test de sang oculta en femtes o la colonoscopia, entre d’altres) i la
cirurgia poden ajudar a prevenir |'aparicié de la malaltia. Els simptomes que provoca el CCR sén
molt inespecifics i no sén diferents dels originats per altres malalties benignes. Cal destacar pero,
gue en estadis incipients de la malaltia no es produeixen simptomes i, generalment, es presenten
només en un estat avancat de la malaltia. Per aquesta rad, és molt important fer-se les proves de

deteccié recomanades abans que sorgeixi qualsevol simptoma.

Els simptomes varien segons la localitzacié anatomica del tumor i es poden resumir en: presencia
de sang a la femta, canvis en el ritme i en la manera habitual de fer les deposicions (aparicié de
restrenyiment o empitjorament del restrenyiment habitual de més de tres setmanes d’evolucid,
diarrees, diarrees alternant amb restrenyiment, i deposicions amb la materia fecal més prima que
de costum), sensacio de tenir la panxa plena, vomits, molésties abdominals repetides i d’intensitat

progressiva sense causa coneguda (dolor, inflamacid, acumulacié de gasos, cargolaments de
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ventre), anémia ferropénica no detectada previament i sense una causa que la pugui justificar, i,

en rares ocasions, perdua de pes i febre.

2.5. Anatomia i histologia del colon i recte

L'intesti gros esta format pel cec, el colon, el recte i el canal anal; és la darrera part del sistema
digestiu i mesura aproximadament 1,5 m de longitud i uns 6,5 cm de diametre. La principal funcié
del colon és la d’absorbir aigua, nutrients i minerals mentre que el recte emmagatzema els residus
per a la seva expulsié. El colon consta de tres seccions segons |'anatomia descriptiva. El primer
tram esta situat a la part dreta de I'abdomen, és on acaba I'intesti prim i es diu cec. Des d’aquest
punt, el colon ascendeix fins arribar a la zona del fetge (colon ascendent) i travessa I'abdomen
(colon transvers). L'ultim tram del colon descendeix fins arribar al sigma (colon descendent i
sigmoide), el qual desemboca al recte. A nivell clinicopatologic es divideix en colon proximal o dret,
considerant I'ascendent i el transvers fins I'angle esplénic, i distal o esquerra, que inclou el
descendent, el sigmoide. El recte es considera com una area independent del colon (Figura 9,

panell A).

Histologicament, el gruix del tub esta format per vasos limfatics i sanguinis, teixit connectiu i
musculs especialitzats. Tant el colon com el recte estan constituits per varies capes de teixit que
sén des de la llum fins a I'exterior: la mucosa (cel-lules epitelials, lamina propia i muscularis

mucosa), submucosa, muscularis propia, subserosa i serosa (Figura 9, panell B).
A B
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Figura 9. Anatomia de l'intesti gruixut. A. Seccions segons |’anatomia descriptiva (negre) i clinicopatologiques
(blau) del colon i recte. B. Esquema tridimensional de les capes histologiques que es poden observar en una
secci6 del colon.
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2.6. L’epiteli intestinal i les criptes intestinals

La superficie interior del colon esta revestida per una monocapa de cel-lules epitelials lligades
entre si per unions estretes, que segellen els espais paracel-lulars i d'aquesta manera s’estableix la
barrera gastrointestinal basica. Al llarg del tub digestiu, el manteniment d'un epiteli intacte és, per
tant, crucial per a la integritat de la barrera (Stange i Clevers, 2013). El dany infringit a I'intesti
durant la digestid és constant, i és tant de tipus mecanic com per I'assalt quimic i biologic dels
continguts luminals, fet que obliga a la renovacio gairebé completa de I'epiteli cada 3-5 dies en els
éssers humans (Leblond i Stevens, 1948), sent el teixit que més rapidament es renova en el cos
d'un mamifer (Heath, 1996). L’agressid persistent dels continguts luminals indueix una elevada
taxa de mort cellular, arribant a perdre fins a 1000 cel-lules epitelials (~200 g) en humans cada dia

(Leblond i Walker, 1956).

La subunitat del colon és la cripta, una estructura tubular formada per una capa d'epiteli columnar
que s'invagina en el teixit connectiu subjacent de la lamina propia. El colon normal consisteix en
milions de criptes, i cada cripta conté aproximadament unes 2.000 cel-lules (Cheng, et al., 1984;
Potten i Loeffler, 1990; Kim i Shibata, 2002). Les criptes intestinals s'organitzen en tres
compartiments seguint un eix de baix a dalt: el ninxol de cél-lules mare que es troba en la base de
la cripta i les quals es divideixen donant lloc a cél-lules multipotents i a progenitores no
diferenciades. Aquestes cel-lules progenitores conformen el compartiment de cel-lules
d'amplificacié transitoria (TA, transit amplifying) que proliferen i maduren rapidament a mesura
gue migren en sentit ascendent per la paret ocupant aproximadament dos tercos de les criptes.
Finalment, la zona de la diferenciacid, que s'expandeix des del ter¢ superior de la cripta i arriba fins
a la superficie de I'epiteli, on les cel-lules deixen de proliferar i maduren a un dels tipus cel-lulars
diferenciats del colon (colonocits, cél-lules caliciformes o cél-lules enteroendocrines), els quals
continuen el seu viatge fins a la superficie on pateixen un procés d’apoptosi i extrusidé al lumen

(Figura 10), (Nathke, 2004; Radtke i Clevers, 2005).
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Figura 10. La cripta del colon. A. Fotografia de I'estructuracié de les criptes al colon en microscopi electronic
de rastreig. B. Esquema de la cripta del colon. Les cél-lules mare a la base cripta generen les cel-lules
proliferatives del compartiment d’amplificacié transitoria (TA) corresponents als dos tergos inferiors de la
cripta. Posteriorment, les cel-lules TA migren i es diferencien en els diferents llinatges cel-lulars madurs de la
superficie de I'epiteli. Imatge adaptada de Barker, 2014.

2.7. El ninxol de cél-lules mare intestinals

En els organs existeix un sistema homeostatic que serveix per substituir les cel-lules senescents o
per a reparar-lo després del dany. De cél-lules mare hi ha poques en el teixit adult i sén no
especialitzades, multipotents amb una capacitat de proliferacié que excedeix la vida de I'individu i
depenen intimament del seu entorn, el ninxol, que sembla que condiciona les seves propietats
(Miller, Lavker et al. 2005). En el marc tissular intestinal, la regeneracié és impulsada per un grup
de cél-lules mare epitelials localitzades a la base de les criptes (Barker, et al., 2007), o bé, a prop
(Sangiorgi i Capecchi, 2008) i que representen només una petita fraccié del total (~5%) (Fuchs i
Chen, 2013; Kang i Shibata, 2013). En general, s’utilitza I'intesti prim com a model per a estudiar
aquest compartiment i, per tant, moltes vegades els resultats obtinguts es comproven i

s’extrapolen al colon.

Hi ha dos models per descriure la identitat de les cel-lules mare intestinals: el model de zona de
cél-lules mare de la cripta proposat per Bjerknes i Cheng (Bjerknes i Cheng, 1981b; Bjerknes i
Cheng, 1981a) i el model de cél-lula mare de la posicid +4 (referint-se a la cél-lula que fa 4 des de la

base de la cripta) proposat per Potten i col-legues (Potten, et al., 2009).
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El model de zona de cél-lules mare, tal com és proposat per Bjerknes i Cheng (Bjerknes i Cheng,
1981b; Bjerknes i Cheng, 1981a), descriu les cél-lules columnars de la base de la cripta (CBCC, crypt
base columnar cells) que estan en contacte amb les cel-lules de Paneth a I'intesti prim (Figura 11).
Les CBCC son petites, indiferenciades i en cicle. Quan la seva progénie ascendeix a la posicié +5 de
la cripta i es trenca el contacte amb les cél-lules de Paneth, comencen a diferenciar-se. Actualment
es considera LGR5 (membre de la familia de receptors acoblats a proteines G, que contenen
dominis rics en Leucines, anomenat també com GPR49), el marcador més solid per les CBCC
(Barker, et al., 2007). S’ha demostrat que les cél-lules LGR5+ generen tots els tipus de cel-lulars de
I'epiteli de l'intesti prim durant tota la vida. Cada cripta conté, per una banda, al voltant de 15
cél-lules LGR5+, les quals es divideixen cada dia i, per I'altre, 10 cél-lules de Paneth (Clevers i Batlle,

2013).

S’ha vist que les cel-lules de Paneth s’encarreguen de proporcionar senyals al ninxol de les cél-lules
mare. Ambdds tipus cel-lulars estan tan intimament relacionats que si s’eliminen les cél-lules de
Paneth, el resultat és la perdua concomitant de les cél-lules mare CBCC (Sato, et al., 2011).
Aquestes cel-lules de Paneth son les Uniques que durant la renovacié cel-lular no viatgen cap a dalt
de la cripta i s’assenten a la base, al costat de les cél-lules mare, empeses cap avall per les forces
repulsives de les efrines i dels seus receptors (EphB) (Batlle, et al., 2002). Les cel-lules de Paneth
tenen una mitjana de vida de 6-8 setmanes, sent |'Unic tipus de cél-lula diferenciada capag
d’escapar del procés d’auto-renovacié rapid (Figura 11), (Ireland, et al., 2005). Mentre que les
cél-lules de Paneth no sén presents en el colon, s'han proposat com a homologues seves unes
cél-lules secretores localitzades al fons de la cripta del colon (Altmann, 1983). Per una altra banda,
en un estudi recent en ratoli, s’ha identificat una poblacié cel-lular del colon que comparteix
multiples caracteristiques amb les cel-lules de Paneth i les han proposat com a candidates per ser
el possible suport del ninxol de cél-lules mare en I'Gltim tram del tracte intestinal (Rothenberg, et

al., 2012).

El model de les cel-lules a la posicié +4 de la cripta (LRC, label-retaining cell) descriu que en
aquesta localitzacid hi ha una cel-lula mare potencial, de cicle lent o en repos, capac¢ de regenerar
el ninxol de cel-lules mare de la cripta en condicions de dany (Figura 11), (Potten, et al., 1974;
Potten, 1977; Potten, et al., 2002). Recentment s’han suggerit Bmil, Tert, Hopx, i Lrigl com a
possibles marcadors per a detectar aquestes cel-lules mare (Sangiorgi i Capecchi, 2008;

Montgomery, et al., 2011; Takeda, et al., 2011).
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Per tant, es pot afirmar que sembla ser que a I'intesti prim hi ha dos compartiments de cel-lules
mare on les CBCC estan activament en cicle i ofereixen les cél-lules mare, en el dia a dia, i les
cél-lules de la posicid +4, que son inactives i representen una poblacié de reserva que respon a les
lesions, com ara les produides per la irradiacid (Li i Clevers, 2010; Tian, et al., 2011; Yan, et al.,
2012). A nivell de colon, s’han dut a terme amb éxit experiments de restauracio de I’arquitectura
de la cripta després de I'eliminacié de la poblacié de cel-lules mare CBCC (LGR5+), fet que indicaria

que també al final del tracte intestinal hi ha una poblacié de cél-lules quiescents (Tian, et al., 2011).

Cél-lules TA
proliferatives
Cél-lula mare

Cél-lules .
diferenciades en posicl6 +4
Cél-lula de
Paneth
Regi6 / Cél-lula mare
TA & columnar
(CBCC)
Ninxol de Cel-lules
les cél-lules pericriptals

mare

Ninxol de les cél-lules mare de I'intesti prim. A. Esquema d’una cripta de l'intesti prim. B. Imatge
augmentada del ninxol de les cel-lules mare de I'intesti prim. En la imatge es mostren les cél-lules mare CBCC i
les de la posici6 +4. Adaptat de Barker, 2014.

2.8. Origen de la progeénie en la cripta i regié d’amplificacio transitoria

El procés d'autorenovacidé ha evolucionat fins a esdevenir un sistema altament regulat. El model
més acceptat per explicar com les poblacions de cél-lules mare aconsegueixen I’hnomeostasi implica
la divisio cel-lular asimeétrica: a partir de la divisiéd d’una cel-lula mare déna com a resultat dues
cél-lules amb destinacions diferents: una nova cél-lula mare i una cel-lula TA (Figura 12). Un altre
model considerat amb menor freqiiéncia és que les dues cel-lules que es generen a partir d'una
divisié de la cel-lula mare no tenen perque ser necessariament divergents. Tal divisié simetrica de
cél-lules mare pot conduir a qualsevol combinacié de destinacions de la progenie: dues cél-lules

mare, una cél-lula mare i una cél-lula TA o dues cél-lules de TA (Figura 12).
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Divisi6 asimetrica Divisi6 simetrica

O O

Cél-lula mare Cél-lula TA

Representacio dels dos tipus de divisions de les cél-lules mare proposats: la asimetricaila
simeétrica.

Historicament, Winton i Ponder van observar que el marcatge de les cel-lules mare individuals
ddna com a resultat el marcatge de tota la cripta al cap de 3 mesos i van concloure que una sola
cél-lula mare manté cada cripta (Winton, et al., 1988). Griffith i col-laboradors, van arribar a
conclusions similars a partir de criptes del colon (Griffiths, et al., 1988). Per contra, Potten i
Loeffler van proposar que les criptes poden tenir multiples cel-lules mare i que aquestes no

tindrien perqueé dividir-se asimétricament d’una manera estricta (Potten i Loeffler, 1990).

Per tal d’intentar comprendre millor aquest sistema, s'han dut a terme seguiments clonals de curt i
llarg termini a cél-lules mare LGR5+ individuals i els resultats indiquen que aquestes no sempre es
divideixen asimeétricament (Lopez-Garcia, et al., 2010; Snippert, et al., 2010). Aixi I'hnomeostasi de
I'epiteli i el subministrament dels compartiments cel-lulars s'aconseguiria per la competéncia
neutra entre les cel-lules mare que es divideixen simétricament, i que lluiten per la restriccié de
I'espai de ninxol a la base cripta, espai limitat probablement per la superficie que les cél-lules de
Paneth deixen disponible. Cal destacar pero, que tot i que la divisid simetrica és el mecanisme
dominant en ratolins, aquesta troballa encara no s'ha replicat en els éssers humans. El mecanisme
pel qual es divideixen les cél-lules mare és controvertit, existint evidéncies a favor i en contra de la
segregacid simeétrica de la cadena de DNA (Potten, et al., 1978; Potten, et al., 2002; Quyn, et al.,
2010; Escobar, et al., 2011; Schepers, et al., 2011; Steinhauser, et al., 2012).

Mentre que les cel-lules mare LGR5+ es divideixen cada 24 hores, les cel-lules TA prenen la meitat
del temps per a cada un dels seus 4-5 cicles cel-lulars. Per tant, la produccié cel-lular en la cripta

esta determinada, en gran mesura, per l'activitat proliferativa de les cel-lules TA (Clevers, 2013).
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Sembla que els senyals que mantenen l'estat de proliferaci6 en les cel-lules mare també

condueixen a la proliferacio vigorosa de les cel-lules TA.

2.9. Plasticitat de les cél-lules de la cripta

L'intesti té la capacitat de sobreviure a la perdua aguda del conjunt de cél-lules mare actives. Aixd
es pot relacionar amb I'existéncia de cel-lules mare "de reserva" que estan en repos (Li i Clevers,
2010) i/o amb la plasticitat general del compartiment de cel-lules progenitores de la regié TA. Com
ja hem explicat anteriorment, les cél-lules mare LRC de la posicié +4 restauren la poblacié cel-lular

de la cripta rere la destruccié de les cel-lules CBCC (Figura 13), (Tian, et al., 2011).

Un altre exemple de plasticitat és el que implica les cél-lules marcades amb DLL1 (DLL1+), que
corresponen a les cel-lules filles primerenques de les cel-lules mare que resideixen al voltant de la
posicié +5 respecte les cél-lules CBCC (LGR5+). DLL1+, representen unes ceél-lules progenitores
efimeres (van Es, et al., 2012), que sota condicions fisiologiques determinades, produeixen petits
clons mixtes de cél-lules secretores. No obstant aix0, quan les cél-lules CBCC moren per la radiacid,
aquestes cél-lules progenitores DLL1+ secretores, reverteixen cap a cel-lules mare per a poder

reparar el dany (Figura 13).

Per dltim, en un estudi recent, Wilton i col-legues, van descriure I'existéencia de precursors de
cél-lules de Paneth, de vida curta (<4 setmanes), que presenten un fenotip mixt: expressant un
conjunt de marcadors de cel-lules de Paneth, cél-lules neuroendocrines, son LGR5+, i també sén
positives per a marcadors de cel-lules mare de la posicid +4. Aquestes persisteixen en aquest estat
durant algunes setmanes abans de la seva diferenciacié terminal. Van observar que quan es
produia dany en la cripta, aquestes cel-lules eren capaces de retornar a I'estat de cel-lula mare i
regenerar-la. Com aquestes cél-lules sén de curta durada, no es poden considerar cel-lules mare en
el sentit estricte. No obstant aix0, aquestes cel-lules constantment estan sent generades per les
cél-lules mare en cicle (Buczacki, et al., 2013). Com també s'ha proposat (Roth, et al., 2012),
aquesta poblacié de cel-lules sempre esta disponible com a cél-lules mare “de reserva” per si hi ha

dany tissular (Figura 13).
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Figura 13. Plasticitat de les cél-lules de la cripta en el model de cripta de I'intesti prim. Durant la homeostasi
les cel-lules CBCC sdn les encarregades de I'autorenovacié a la cripta. Quan aquestes s’eliminen altres tipus
cel-lulars (les cél-lules mare +4, les DLL1+ i les de fenotip mixt de vida curta) son les encarregades que
regenerar la poblacié de cél-lules mare CBCC. Adaptat de Barker, 2014.

2.10. Els senyals de WNT sén essencials pel manteniment de les criptes

La via canonica de WNT és la més caracteritzada i la més rellevant en la senyalitzacié de cél-lules
mare de la cripta. La seva senyalitzacié es basa en la interaccié autocrina i paracrina de les
glicoproteines WNT, secretades per diferents tipus cel-lulars a través de la unié amb els seus
receptors (Frizzled) i coreceptors (LRP) de membrana. Aixi doncs, el control en la senyalitzacié de
la via de WNT regula la migracio cel-lular i la diferenciacié a la cripta sent la principal forga motriu
pel manteniment del fenotip de les cél-lules mare intestinals i per I'autorenovacio. La senyalitzacié
de WNT també indueix la diferenciacié de les cel-lules de Paneth i regula I'adequada migracio de
cel-lules al llarg de I'eix de la cripta fins a la superficie, a través de la senyalitzacié de les efrines en
els receptors dependents del contacte cel-lular. Per tant, la via de WNT coordina I'expansié, el
desti i el repartiment de la poblacié de les cel-lules de I'epiteli intestinal (Schneikert i Behrens,

2007).

Quan la proteina WNT s’uneix a Frizzled i LRP en la superficie de la cél-lula, CKI i GSK3( es
dirigeixen cap a la membrana i fosforilen LRP. Després, la molécula citoplasmatica Disheveled (Dvl)

es reuneix a la membrana plasmatica per interactuar amb Frizzled. La interaccié d’Axina amb LRP
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fosforilat i amb Dvl condueix cap a la desintegracié del complex de destruccié (Axina, CKl i GSK3pB) i
a I'acumulacio de B-catenina en el citoplasma. Posteriorment, s’indueix la translocacié nuclear de
B-catenina i I'activacié de factors de transcripcid de la familia TCF/LEF (Li, et al., 2012). La
localitzacié nuclear de B-catenina, que és la senyal distintiva de I'activacié de la via de WNT, es
localitza en les cel-lules mare a la part inferior de les criptes intestinals (Figura 14), (van de

Wetering, et al., 2002; Pinto, et al., 2003).

En abséncia d'unié de WNT al seu receptor, la B-catenina esta al citosol Iliure i és capturada, de
manera eficient, pel complex d’Axina, APC, CKI, i GSK3B. Aquestes dues ultimes cinases fosforil-len
el grup amino terminal de la B-catenina, permetent la unié d'un complex d'ubiquitina lligasa E3
que s'adreca a B-catenina per la seva degradacié proteosomal (Aberle, et al., 1997), prevenint aixi
I'activacio dels seus gens diana en el nucli (Figura 14). Dades recents mostren que el reclutament
concret d’Axina a la cua fosforilada de LRP, condueix a la inhibicié de la ubiqiitinitzacié de B-

catenina (Li, et al., 2012).

Feses . L Z\LGR “mo) O‘R'Espondma
AL ﬁﬁ]mf T JWW

24 B N GSK3 |
Axina P APC
@ Degradacio al P p-Cat
K- GSKa3 J proteosoma 2
B pca g APC /
P

Ub,
Ub U —>

Gens diana Gens diana
Kol reprimits B-Cat /& TCFy I ! activats

Figura 14. Via de Wnt. En el seu estat inactiu (esquerra) el complex de destruccié marca B-catenina per la
seva degradacio via proteosoma, i en el seu estat actiu (dreta) els senyals de WNT permeten que B-catenina
s’acumuli al citoplasma i viatgi al nucli per activar transcripcionalment els gens de proliferacié. Adaptat de
Schuijers i Clevers, 2012.

28



Introduccié

A més del seu paper en la via WNT, B-catenina realitza una segona funcié no relacionada amb
epitelis simples. B-catenina és I'acompanyant essencial per la cua citoplasmatica de diferents
cadherinas, com ara E-cadherina en les unions d'adhesid (Peifer, et al., 1992). Encara que la vida
mitjana de la senyalitzacié de B-catenina és de I'ordre de minuts, el conjunt d’aquestes unions

adherents sén altament estables.

Diversos grups han demostrat de manera convincent la importancia de la senyalitzacié de la via de
WNT en la proliferacio i la diferenciacido de la cripta intestinal. El gen diana de WNT, LGR5,
s’expressa Unicament en les cel-lules mare CBCC del tracte intestinal (Barker, et al., 2007; Barker,
et al.,, 2010) sent una prova directa de la importancia de l'activitat WNT en les funcions
d'autorenovacié i de multipotencia en aquests compartiments tissulars. Per una altra banda,
també recentment, tres grups van identificar de forma independentment que R-espondina forma
un complex ternari amb LGR5 o amb el seu homoleg LGR4 (Carmon, et al., 2011; de Lau, et al.,
2011; Glinka, et al., 2011) inhibint el recanvi dels receptors de WNT. Aixi doncs, les R-espondines
sén glicoproteines secretades que amplifiquen la senyalitzacié de WNT i indueixen el fenotip
proliferatiu in vivo, reforgant I'intima connexié entre la senyalitzacié de WNT i I'activacié de les

cél-lules mare adultes (Kim, et al., 2005).

Per tant, és facil deduir que és el programa genétic, que es veu activat o desactivat per aquesta
via, el que modula la biologia de la cripta i que, per tant, la desregulacié d’aquest programa és el
que trenca 'homeostasi de I'epiteli intestinal donant lloc al CCR. De fet, durant la progressié
tumoral, la via de WNT roman constitutivament activada al llarg de tot I'eix de la cripta, permetent
que les cel-lules adquireixin un fenotip progenitor que es manté a tots els nivells de la cripta,
perdent aixi la seva organitzacié (van de Wetering, et al., 2002). Hi ha molts dels gens que estan
regulats per B-catenina/TCF que estan relacionats amb el CCR doncs la seva desregulacié ajuda a
les cel-lules a adquirir capacitats tumorogéniques. En destaquem el segiients: gens com C-MYC i el
de la ciclina D1 (CCND1) relacionats amb la proliferacié cel-lular, el gen de la survivina té un paper
antiapoptotic, el VEGF que codifica per un factor clarament proangiogénic, proteases com les
MMPs que juguen un paper clau en la degradacié de la matriu extracel-lular necessaria pel procés
de metastasi (Behrens i Lustig, 2004), i els receptors de les efrines (EphB) que sén els responsables
del posicionament cel-lular dins les criptes (Batlle, et al., 2002). Com veurem amb més detall més

endavant, mutacions de linia germinal en el gen APC causen el sindrome de cancer hereditari
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anomenat poliposi adenomatosa familiar (FAP, Familial adenomatous polyposis) (Kinzler, et al.,

1991; Nishisho, et al., 1991).

2.11. Altres vies que també juguen un paper important en la cripta

La via de NOTCH coopera amb WNT en cel-lules dependents de contacte per preservar I'auto-
renovacio de les cel-lules mare. La perdua de la funcié de NOTCH en I'epiteli intestinal provoca una
conversié massiva de les cel-lules epitelials a cél-lules caliciformes (Milano, et al., 2004; van Es, et
al., 2005b). Lligands de NOTCH (DLL1 i DLL4) s'expressen en les cél-lules secretores circumdants,

incloent les cél-lules de Paneth.

Estimuls mitogens regulen la mida del compartiment proliferatiu. Lrigl, un marcador de les
cél-lules mare i de TA primerenques, actua com un regulador negatiu de I'activitat del receptor de

tirosina quinasa (RTK) (Wong, et al., 2012).

Les proteines Hedgehog (HH) son necessaries pel desenvolupament i tenen un paper important en
el manteniment de I'homeostasi cel-lular en el tracte gastrointestinal. La via de HH actua com un
sensor de la integritat epitelial i també com un interruptor per a la proliferacié de I'epiteli.
L'expressid d’aquestes proteines, restringeix la senyalitzacié de WNT a la cripta i aquest equilibri és
important pel posicionament i la maduracié dels colonocits (Madison, et al.,, 2005). Sén
necessaries per a la maduracié de les cel-lules de I'estroma i per la seva localitzacid. La seva
activitat en el compartiment de cel-lules mare es creu que és indirecta, doncs una regulacid a la
baixa de HH causa una disminucid de I'expressié de la proteina morfogenénica ossia (BMP) i una
deslocalitzacié de les cél-lules de I'estroma que podrien formar part del ninxol de cél-lules mare

(Kosinski, et al., 2010).

La senyalitzacié de BMP és fonamental en I'homeostasi intestinal adulta mitjancant la restriccié de
I’excessiva proliferacié del compartiment de cél-lules mare intestinals, actuant principalment en el
meseénquima. La senyalitzacié de BMP inhibeix la destinacié de cel-lules mare a l'intesti (Haramis,
et al., 2004) probablement per antagonitzar la senyalitzaci6 de WNT. Les BMP s'expressen
principalment a cél-lules de Il'estroma que envolten I'epiteli, mentre que les cel-lules mare
intestinals estan protegides de la seva accid per la preséncia d'inhibidors locals, com Gremlin. Les

BMP recolzen la diferenciacié de les cel-lules neuroendocrines i la maduracié completa del llinatge
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cel-lular secretor. També destaca la funcié de les BMP com un senyal de quiescencia, de restriccid

de la fissid de les criptes inhibint la proliferacié de cel-lules mare intestinals (Auclair, et al., 2007).

3. ORIGEN DEL CANCER COLORECTAL

L’any 1990, Fearon i Vogelstein van formular un model de carcinogenesi seqiiencial pel CCR, que
proposa que la acumulacié de canvis moleculars corresponen amb les diferents etapes
histologiques de desenvolupament de tumors en el colon (Figura 15), (Fearon i Vogelstein, 1990).
De les formes benignes a les més agressives, la progressié del CCR es divideix en les segiients fases

o estadis:

- Focus de criptes aberrants: Lesié més primerenca que consisteix en una hiperplasia i/o
displasia de I'epiteli del colon (Takayama, et al., 1998). Concretament es defineixen per la
seva aparenga microscopica i s’identifiquen per ser criptes més grans. Tenen |'espai
pericriptal augmentat de tal forma que es localitzen separades de les criptes normals.
Tenen una capa més gruixuda de cél-lules epitelials que sovint es tenyeix més fosca i
tenen generalment unes obertures més ovals que circulars (McLellan i Bird, 1988).
Aquestes petites arees es desenvolupen en grups microscopics al colon i sén susceptibles
de presentar microadenomes, que sén un primer pas en el cami cap al desenvolupament
d'un polip adenomatds. No obstant aixo, els passos intermedis d'aquest procés sén encara

desconeguts (Roncucci, et al., 1991).
- Adenoma primerenc: Generalment polips de menys d’un cm de diametre.

- Adenoma intermedi: Generalment polips adenomatosos o adenomes tubulars de més

d’un cm de diametre i sense focus de carcinoma.

- Adenoma tarda: Adenomes de més d’un cm de diametre amb focus de carcinoma

intraepitelial (carcinoma in situ).

- Carcinoma: Es el cancer propiament dit i es considera instaurat quan les cel-lules
invasives arriben a la membrana basal de I'epiteli. Aquest carcinoma invasiu és sovint la

primera manifestacio clinica del CCR.
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- Metastasi: Es la colonitzaci6 i creixement mitjangant una disseminacié hematogena i/o
limfatica de noves lesions tumorals en organs a distancia a partir de cél-lules que es

desprenen del tumor primari.

Epitelinormal ~ Adenoma primerenc Adenoma Adenoma Carcinoma Metastasi
cripta displastica intermedi tarda

Figura 15. Seqliencia de I'evolucié tissular des de I’epiteli normal fins a la metastasi. Cel-lules alterades
(verd) van proliferant i envaint el teixit progressivament. Adaptat de Davies, et al., 2005.

No obstant aix0, actualment es pensa que la via adenoma-carcinoma explica només un 70-80%
dels CCR (Leggett i Whitehall, 2010). Un dels avangos més significatius en els ultims anys en el
camp de l'oncologia digestiva en relacié amb el CCR ha estat la identificacié de les “lesions
serrades” com a precursores de CCR a través de de 'anomenada “via serrada” de la carcinogénesi,
responsable de fins a un 20-30% de tots els CCR (Torlakovic, et al., 2003; Leggett i Whitehall, 2010;
Moreira, 2011). Aquestes lesions, amb unes caracteristiques endoscopiques i
anatomopatologiques especifiques que les diferencien dels adenomes, tenen una important
rellevancia clinica, atés que s'ha observat que la majoria dels CCR detectats entre dues
colonoscopies en programes de cribratge corresponen a aquests tipus de lesié. Els principals
factors que s’associen a un major risc de malignitat en els polips serrats son la mida (210 mm), la
multiplicitat, la histologia de I'adenoma serrat sessil, la presencia de displasia associada i la

localitzacio proximal (Boparai, et al., 2010; Hiraoka, et al., 2010; Schreiner, et al., 2010).

Com hem vist, amb el temps, els adenomes poden evolucionar cap a carcinomes, tot i que estudis
longitudinals han trobat que menys d'1 de cada 10 adenomes es tornen malignes entre els 10 anys
des de la primera deteccid (Stryker, et al., 1987). Actualment, la deteccid i extirpacid dels
adenomes evita el desenvolupament de la malaltia, doncs hi ha un alt risc de CCR en individus amb
adenomes que no s'eliminen, sent la polipectomia el mecanisme que disminueix el risc de patir

CCR (Winawer, et al., 1993).
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3.1. Quan es trenca la fidelitat genética en la cripta del colon

El colon és un organ altament mitotic doncs la majoria de les cél-lules epitelials sén substituides
setmanalment (Potten i Loeffler, 1990; Humphries i Wright, 2008). L'arquitectura basada en
I'activitat de les cél-lules mare redueix el nombre de cel-lules mitotiques que tenen risc d’acumular
mutacions, i els multiples ninxols de cél-lules mare asseguren que |'aparicié d’una mutacio letal en
una de les cel-lules multipotencials no tingui perquée derivar en mort de la cripta. Esta descrit que
les mutacions en les cél-lules no mare normalment no es poden acumular a causa que aquestes

cél-lules es perden al cap d’'una setmana.

S’accepta que les mutacions somatiques que produeixen cancer sén successos inusuals amb uns
valors de freqliéncies reportats de 10" mutacions per gen i per generacio, o bé, de 10™*° mutacions
per parell de base, per generacio cel-lular (Fox, et al., 2009). Els mecanismes de fidelitat de les
cél-lules mare humanes poden ser inferits per les quantitats i tipus de mutacions somatiques
acumulades durant tota una vida (Kang i Shibata, 2013). De totes formes, la freqléncia de
qualsevol mutacio especifica en una poblacié de cel-lules humanes és probable que sigui molt
baixa (<5%) com per a poder-la mesurar amb la majoria de les técniques, doncs una mutacio en
una cel-lula mare seria emmascarada per les cél-lules no mutades circumdants de la mateixa

cripta.

Tot i que s'intenta mantenir una elevada fidelitat genética, les mutacions somatiques es poden
acumular tant per I'envelliment (Kang i Shibata, 2013) com per una predisposicid intrinseca. Com
s’ha explicat en I'apartat “2.8. Origen de la progénie en la cripta i regié d’amplificacié transitoria”,
en la divisio de les cél-lules mare sembla ser que s’estableix una constant competencia neutre
entre les cél-lules del ninxol de la base de la cripta. En aquest "model neutre' de competencia, la
superficie que la cél-lula de Paneth deixa disponible determina el nombre de cél-lules mare LGR5
en una cripta (van Es, et al.,, 2005a; Andreu, et al., 2008; Farin, et al., 2012). Esta ampliament
acceptat, a partir de diferents d’estudis de seguiment de llinatge, que quan una mutacid inicial es
produeix a una cel-lula mare CBCC, el clon mutat a continuacid, comenga a colonitzar la base de la
cripta provocant la substitucio de la resta de cél-lules mare del ninxol, i produint I’esdeveniment

anomenat “successio de ninxol” (Figura 16).
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Ninxol de les
cél-lules mare

Figura 16. Successié de ninxol. En una cél-lula mare de la cripta es produeix una mutacié (blau) i aguest clon
acaba substituint a la resta de ceél-lules mare de la cripta. Adaptat de Humphries i Wright, 2008.

Kim i Shibata van observar que es produien diferents cicles de successié de ninxol a les criptes del
colon, el que és una evidéncia de I'existéncia de les divisions simétriques en les cél-lules mare (Kim
i Shibata, 2002). Finalment, el que té lloc és que la progéenie de les cél-lules mare mutades acaba
colonitzant la cripta i donant com a resultat el que s’"anomena “conversiéo monoclonal” (Figura 17).
En altres paraules, en qualsevol moment donat, totes les cel-lules de la cripta es deriven d’una de
les 15 cel-lules mare. Les criptes del colon es tornen monoclonals amb el temps, seguint un patré
de la dinamica de la deriva neutra en la qual les cel-lules mare funcionalment equivalents
s'expandeixen o desapareixen estocasticament fins que es fan carrec de la cripta o es perden
(Lopez-Garcia, et al., 2010; Snippert, et al., 2010). De fet, esta reportat que es necessiten, de
mitjana, 3 mesos per a que la cripta es converteixi en monoclonal. Aquesta caracteristica,

juntament amb la multipoténcia, s’utilitza per detectar ceél-lules mare putatives a les criptes

intestinals.
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Figura 17. Esquema del procés de la conversié monoclonal a la cripta. Adaptat de Humpries i Wright, 2008.

Per una altra banda, s’han suggerit dos models per a descriure el procés pel qual una poblacié
clonal pot propagar-se a través de la mucosa intestinal. El model més acceptat que s’ha proposat

com a mecanisme d’expansid clonal o canceritzacié de camp en la mucosa gastrointestinal (Merlo,
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et al., 2006; Maley, 2007; Humphries and Wright, 2008), observat tant en colon normal com quan
hi ha una patologia associada, s"anomena “fissié de la cripta” o de la glandula. Aquest mecanisme
explica com una cripta es bifurca donant lloc a dues criptes independents (Figura 18), (Preston, et
al., 2003; Greaves, et al., 2006; Gutierrez-Gonzalez, et al., 2009). Aixo és recolzat per I'observacié
que les criptes que mostren un fenotip mutat tendeixen a océrrer en grups o agregats. Cada
vegada és més clar que un clon mutat té la capacitat de propagar rapidament i a una gran distancia
(Galandiuk, et al., 2012). No obstant aix0, la taxa de fissio de la cripta hauria de ser inusualment
alta per a viatjar per tota la longitud del colon en un marc de temps relativament curt. En els
éssers humans, s'estima que la fissié de la cripta té lloc normalment a una taxa baixa, amb 9-18
anys entre els cicles de fissié (Totafurno, et al., 1987), encara que la taxa probablement augmenta
una mica en la malaltia inflamatoria intestinal (Cheng, et al., 1986), aixi com en adenomes

colorectals (Wong, et al., 2002).

Esquema de la fissio de la cripta com a model d’expansio clonal. Extret de Zeki, et al., 2011.

Kim i Shibata (Kim i Shibata, 2004) van investigar i van veure que tot el procés sembla ser bastant
complex. En un analisi detallat de 'estat de metilacié de gens no expressats (utilitzant aquest
estatus com a rellotge molecular) van veure que criptes veines no estan més relacionades entre si
que les que estan a 15 cm de distancia i, a més, que les criptes que estan bifurcades (productes
teorics de la fissidé) mostraven també entre si las mateixes diferencies. Aquest resultat pot indicar
gue, o bé les criptes aparentment producte de la fissié s’originen per fusié (Slorach, et al., 1999;
Yatabe, et al., 2001; Kim i Shibata, 2002), o bé que la fissié es podria prolongar tant en el temps

que diferents successions de ninxol podrien tenir lloc en els dos bragos produits per la fissio.

També s'ha suggerit un altre model d’expansié d’un clon mutat, el mecanisme de "dalt a baix", en
que les cel-lules mare mutades poden migrar lateralment cap a la cripta veina (Shih, et al., 2001).

Tal propagacié de la mutacié s'assembla a la depredacio, sent el clon invasor qui torna a omplir el
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ninxol d'un altra cripta, amb el clon mutat, envaint i eliminant potencialment la poblacié de les

cél-lules residents (Figura 19).

Mutacid

) N

Esquema de I’expansio clonal mitjangant el model de dalt cap a baix. Adaptat de Alison, et al.,
2008.

Aquesta migracié de les cel-lules mare a ninxols distants és una hipotesi atractiva per explicar
I'aparent expansio de clons a distancies molt grans, com ara al llarg de tota I'extensié del colon
(Galandiuk, et al., 2012). Es important tenir en compte que les cél-lules epitelials normals no sén
capaces de migrar d'aquesta manera, ja que son dependents d'ancoratge i se sotmetran a la mort
cel-lular per I'anoikis al despendre’s de la membrana basal (Eisenhoffer, et al., 2012; Marinari, et

al., 2012).

Donada la complexitat evident de I'evolucié del tumor, sembla probable que I'expansié clonal
canonica a través de la fissio de la cripta i I'expansioé clonal no canonica puguin, per tant, contribuir
a la difusié d'un clon mutat en la mucosa gastrointestinal, encara que la contribucié relativa de

cada mecanisme és probable que sigui altament depenent de cada context.

La conversid monoclonal patologica s’ha observat en la FAP que explicarem amb detall més
endavant en l'apartat “4.1. Poliposi adenomatosa familiar (FAP) i atenuada (AFAP)”. Els pacients
gue tenen aquesta condicié desenvolupen adenomes a una edat primerenca i aquests mostren
una tendéncia accelerada cap la progressié del CCR. La inactivacio d’APC s’ha descrit com |'origen
d’aquesta patologia. Les cél-lules que tenen les dues copies del gen APC mutades sén tipicament
displastiques, mentre que quan només hi ha una copia inactivada, les criptes no ho sén pero
presenten comportaments alterats, com ara un augment en la taxa de fissio criptica i I'expansié de

les cel-lules mare (Wasan, et al.,, 1998). De fet en els pacients afectes, hi ha criptes senceres
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revestides d’epiteli displastic envoltat per teixit completament normal. Aquestes estructures

s’anomenen adenomes monocriptals (Woda, et al., 1977; Nakamura i Kino, 1984).

3.2. Bases moleculars de la carcinogénesi colorectal

El cancer de colon representa un model ideal per estudiar els mecanismes moleculars i cel-lulars
subjacents a l'aparicié del tumor, i a la progressio cap a la malignitat. Com s’ha explicat
anteriorment, es postula que la inestabilitat genetica augmentada en les cél-lules tumorals permet
I'acumulacié de multiples alteracions genétiques (Hanahan i Weinberg, 2011). Recentment s’ha
descrit que en tumors de colon estudiats mitjancant técniques d’ultra seqiienciacid es detecten
una mitjana de 66 gens amb mutacions somatiques subtils i que s’espera que impliquin alteracions
en les proteines (Vogelstein, et al., 2013). Aquesta acumulacié s’exacerba en els tumors amb
defectes en el sistema de reparacié del DNA, els quals poden adquirir fins a milers de mutacions
(Vogelstein, et al., 2013). Classicament, estudis epidemiologics han suggerit que els tumors solids
normalment requereixen de cinc a vuit alteracions, ara interpretades com a mutacions que
directament o indirectament confereixen un avantatge de creixement selectiu a la cel-lula, les

anomenades driver mutation. (Armitage i Doll, 1954).

Els origens moleculars del CCR estan relativament ben caracteritzats i fortament relacionats amb
I'acumulacié heterogénia de mutacions genetiques en la seva progressid i presenten diferents
patrons d’inestabilitat genetica. Hi ha almenys tres vies moleculars diferents de CCR: la via de la
inestabilitat cromosomica (CIN, chromosomal instability) lligada a mutacions en oncogens i en gens
supressors de tumor, la via de la inestabilitat dels microsatel-lits (MSI, microsatellite instability)
lligada a la inactivacid dels gens del sistema de reparacié de desaparellaments erronis produits
durant la replicacié del DNA (MMR, mismatch repair), i que és responsable de la sindrome de
Lynch, i la via del fenotip metilador d’illes CpG (CIMP, The CpG island methylator phenotype) que fa
referencia, en gran part, al fet de silenciar gens supressors de tumors mitjangant la hipermetilacio
dels seus promotors. Aquestes vies no s'exclouen muatuament, i alguns tumors exhibeixen
caracteristiques de més d'una. De fet, s’ha descrit que la via de CIN es relaciona exclusivament
amb la via de la MSI, i aquesta es superposa parcialment amb la via CIMP (The Cancer Genome

Atlas Network, 2012).

A continuacid, aprofundirem una mica més al respecte, i en els gens que es veuen alterats de

forma primerenca i que son els que s’han estudiat en aquesta tesi.
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3.2.1. Via de la inestabilitat cromosomica (CIN)

La via de la inestabilitat cromosomica (CIN) va ser el primer model descrit de carcinogenesi
colorectal. Proposat per Fearon i Vogelstein I'any 1990, descriu com el cancer es desenvolupa a
través d'una seqliencia ordenada d'alteracions genétiques i epigenetiques acumulades
progressivament al llarg de la seqliencia adenoma-carcinoma (Fearon i Vogelstein, 1990). En
aquest model, hi ha tres caracteristiques importants: (i) activaci6 mutacional d'oncogens,
juntament amb la inactivacié mutacional dels gens supressors de tumors; (ii) sén necessaries
mutacions de 2 a 8 gens diferents per al desenvolupament del cancer; i (iii) 'acumulacid
d’aquestes alteracions genetiques, més que no pas l'ordre en que s’han adquirit, és la responsable
del comportament biologic del tumor. S’ha descrit com la inactivacid de les mutacions en gens
supressors de tumors com APC i l'activaciéd de mutacions d'oncogens, com KRAS, es produeixen
preferentment en estadis primerencs. Posteriorment, les mutacions en gens supressors tumorals
com DCC o Smad4 son freqlents en la transicié cap a adenomes intermedis i tardans,
respectivament. Finalment, les mutacions en el gen TP53 estan presents en un gran nombre de
carcinomes. A part, s’han documentat nombrosos llocs de perdua d’heterozigositat (LOH, loss of

heterozygosity) al llarg del genoma. (Figura 20)

Mutacio de
TGFRIIR
PIK3CA

Inactivacio de p53
(pérdua de 17p)

L Hipometilacio del Activacio de
Inactivacio d’APC DNA PRL3
(pérdua 5q) Lesi6 adenomatosa
Epiteli Cripta Ly Primerenca_,Intermédia_>Tardana 4, Carcinoma 1, Invasié i
normal displastica metastasi

Mutacio de Pérdua de 18q,
KRAS DCC, DPC4

Representacio de la via de la inestabilitat cromosomica. Adaptat de Vilar i Gruber, 2010.

Els estudis de seqiienciacié d’alt rendiment de CCRs per Sjoblom et al. (Sjoblom, et al., 2006), i
I'estudi de I'Atles del Genoma del Cancer (The Cancer Genome Atlas Network, 2012) han
demostrat que, a més dels gens més freqiientment mutats (com APC, KRAS, TP53 i PIK3CA)
denominats "Gens muntanya”, hi ha molts més que estan menys freqliientment mutats,

anomenats "Gens turons" i un nombre molt més gran, 80 o més, de gens mutats a molt baixa
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freqiiencia, la majoria dels quals sembla no contribuir a la progressié cap a la malignitat. Altres
estudis han identificat alteracions genéetiques en CCR que mostren consistentment la pérdua o
guany del nombre de copies en els tumors, com ara la perdua de PARK2 i el guany o amplificacio
de C-MYC com a nous gens en el desenvolupament i progressié del CCR (Poulogiannis, et al.,

2010b; Poulogiannis, et al., 2010c; Day, et al., 2013).

APC

Com hem vist anteriorment, APC és un gen supressor tumoral que es localitza al cromosoma 5q21
(Bodmer, et al.,, 1987; Leppert, et al., 1987). Aquest gen consta de 8.538 pb de seqliéncia
codificant i esta format per 15 exons. Aquest gen codifica per la proteina APC, de 2.843 aminoacids
i de massa molecular 312 kDa, que s’expressa en una amplia varietat de teixits humans fetals i
adults. A nivell cel-lular, la proteina APC es localitza tant al nucli com al citoplasma, tot i que la seva
distribucio és predominantment citoplasmatica (Brocardo, et al., 2005). Aproximadament el 70-
80% dels adenomes i carcinomes colorectals esporadics tenen mutacions somatiques que
inactiven APC, tot i que, en alguns estudis aquesta incidéncia és menor (Luchtenborg, et al., 2005).
Les mutacions somatiques d’APC sén observades en un 5% dels focus de criptes aberrants, d’un
30% a un 70% en els adenomes esporadics i fins al 72% en els tumors esporadics, indicant que
aquest succés és molt primerenc (Cottrell, et al.,, 1992; Miyaki, et al., 1994; Otori, et al., 1998).
Aquests canvis, generalment, condueixen al truncament de la proteina APC que tindra la capacitat
alterada per a dirigir la degradacié de la proteina B-catenina, la qual s'acumulara al citoplasma de
la cél-lula i el nucli, el que provocara la desregulacié de la via de senyalitzacié6 de WNT, APC i B-
catenina, i canvis en I'expressid en tot I'espectre de dianes de WNT (Bienz i Clevers, 2000). Aixi
doncs, en els tumors CCR aquesta via esta constitutivament activada, generalment per les
mutacions en APC o en menys freqiiéncia per mutacions a la propia B-catenina. Les mutacions
somatiques s'agrupen majoritariament en la regié MCR (MCR, Mutational cluster region) de I'exo
15, entre els codons 1286 i 1513 (Miyoshi, et al., 1992). La hipermetilacié del promotor d'APC
també s'ha informat en el 18% dels carcinomes primaris de colon i adenomes, representant un
mecanisme alternatiu per a la inactivacioé del gen APC (Esteller, et al., 2000) que conduiria a una

haploinsuficiencia.

Les mutacions germinals en APC son les responsables de la FAP (Kinzler i Vogelstein, 1996). El
desenvolupament dels seus adenomes, d’acord amb la hipotesi de Knudson, és degut a que, a part

de la mutacié del gen APC a la linia germinal (first hit), les cél-lules adquireixen una mutacio
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somatica addicional (second hit) a I’altre al-lel o bé pateixen LOH (Knudson, 1993). En els casos de
FAP, tot i que, les mutacions germinals del gen APC es localitzen en tota la regié codificant,
predominen les de la meitat 5’ de I’'exd 15 i en els exons 8 i 11. Els punts calents per a la produccio
de mutacions recurrents (hotspot) son el codé 1309 (18%) i el codd 1061 (12%) (Figura 21), (Lynchi
de la Chapelle, 2003; Galiatsatos i Foulkes, 2006; Segditsas i Tomlinson, 2006).

A MCR

s Mutacié somatica

(second hit)

Freqiiéncia
(=]
3
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Figura 21. Esquema d’APC. A. Histograma de la freqliéncia de mutacions associades a la sequiencia d’APC. Les
mutacions germinals estan distribuides per tota la seqiiéncia amb dos llocs d’elevada freqiiencia, els codons
1061(a) i 1309(b) associades amb FAP. Les mutacions somatiques associades al MCR s’han observat en el CCR
esporadics. B. Dominis funcionals i interaccions de la proteina APC. Adaptacié de Klaus i Birchmeier, 2008.

Els mecanismes pel qual APC actua com a supressor de tumors segueixen sent una area
d'investigacio activa, amb diverses linies d'evidéncia que suggereix que té unes altres funcions a
part de la regulacié de la senyalitzacié de WNT, que es considera la seva funcié principal. La
literatura actual apunta que APC controla la produccié d’acid retinoic el qual, en part, es basa en el
regulador transcripcional CtBP1 que suprimeix |'expressié intestinal de la retinol deshidrogenasa, i
gue és necessaria per a la diferenciacid intestinal (Nadauld, et al., 2006; Phelps, et al., 2009a). En
un estudi recent s’ha vist que APC controla la destinacid cel-lular intestinal, a través del canvi en la

dinamica de la metilacié del DNA. APC salvatge (WT, wild type), juntament amb I|’acid retinoic
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regulen a la baixa la demetilasa, promovent aixi la metilacié del DNA de gens clau i ajudant a les

cél-lules progenitores encarregades de la diferenciacié (Rai, et al., 2010).

KRAS

L’oncogen KRAS (v-Ki-RAS2 homoleg de I'oncogen viral del sarcoma de la rata Kirsten) és membre
de la familia de protoncongens de RAS, esta localitzat al brag curt del cromosoma 12 (12p12.1) i
codifica per una petita proteina d'unié a GTP (p21"™°). Aquesta proteina actua com un transductor
de senyal per l'intercanvi en el cicle d’unié a GDP (estat inactiu) i a GTP (estat actiu) en resposta a
I'estimulacié de receptors de superficie cel-lular com EGFR (Malumbres i Barbacid, 2003). La
proteina de KRAS activada es desactiva rapidament per la hidrolisi intrinseca del GTP, la qual

afavoreix el retorn a la forma inactiva.

Les mutacions del domini GTP (cod6 12-13) o de la GTPasa (codd 61) produeixen un canvi en la
seqliencia d’aminoacids, el resultat del qual, és la seva activacié constitutiva. Les mutacions
especifiques en el gen KRAS codifiquen proteines mutades que es relacionen amb el desequilibri
del control del creixement i supervivéncia cel-lular i, sembla que proporcionen a la cel-lula tumoral
un fenotip invasor (Figura 22), (Downward, 2003). Aquest gen es troba mutat en un 30%-60% tant
en adenomes com en carcinomes colorectals (Grady i Markowitz, 2002; Santini, et al., 2008).
Aquesta mutacio es pensa que té lloc, sobretot, durant les primeres etapes de la progressio de
I’'adenoma (Barbacid, 1987), provocant el creixement tridimensional de I'adenoma primerenc (un
40-50% dels adenomes més grans d’1 cm contenen mutacions en els codons 12 i 13) i la seva
transformacio cap a adenoma intermedi amb caracteristiques histologiques velloses (més del 90%
dels adenomes vellosos contenen mutacions en aquest gen) (Capella, et al., 1991; Takayama, et al.,
2001; Pretlow i Pretlow, 2005). Aquestes proporcions d’alteracions genétiques es mantenen en els
carcinomes avangats (Tortola, et al., 1999; Esteller, et al., 2001). La naturalesa molecular de la
mutacié sembla influenciar I’agressivitat del tumor. En els adenomes existeix una major proporcio
de mutacions al codd 13 que en els carcinomes, el que suggereix aquests adenomes amb mutacié
al 13 tenen menys possibilitats de malignitzar (Shibata, et al., 1993). En estudis in vitro i in vivo s’ha
pogut demostrar que les diferents mutacions confereixen diferents caracteristiques a les cél-lules
tumorals (Al-Mulla, et al., 1999; Guerrero, et al., 2000; Vizan, et al., 2005; Cespedes, et al., 2006;
Tejpar, et al., 2012).
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Com s’ha descrit anteriorment, les mutacions promouen la proliferacié cel-lular i la supervivéncia
independent de les senyals que arriben a receptors com EGFR. En el tractament del CCR avangat,
es va descobrir que els pacients amb tumors portadors d’'una mutacié KRAS son molt menys
propensos a respondre als anticossos que bloquegen la senyalitzacié d'EGFR (Freeman, et al.,
2008; Baldus, et al., 2010; De Roock, et al., 2010; Bando, et al., 2011). Aquestes troballes van
portar a |'exigencia de fer proves en les biopsies dels tumors per a comprovar la preséncia de la
mutacié KRAS de CCR metastatic i es va restringir I'Us dels anticossos monoclonals anti-EGFR,
cetuximab i panitumumab, als pacients amb KRAS de tipus WT en els CCR metastatic (Heinemann,
et al., 2009; Linardou, et al.,, 2011). En un primer moment, aixd va representar un altre aveng
efectiu cap al tractament personalitzat del cancer (Heinemann, et al., 2013). No obstant aixo,
I'augment de la supervivéncia lliure de progressid en pacients amb tumors que son caracteritzats
com a KRAS WT és modest (Amado, et al.,, 2008; Bando, et al., 2011; Molinari, et al., 2011;
Pentheroudakis, et al., 2013) i, més important encara, amb el temps tots els pacients
desenvolupen resistencia al tractament i la recaiguda lligada a I'aparicié de clons mutats (Misale,

et al,, 2012; Parsons i Myers, 2013).
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Via de senyalitzacié de 'EGFR i activacié constitutiva de RAS. A. Activacio del receptor d’'EGRF
mitjangant factors de creixement i cascada de senyalitzacié activada. B. Via inactiva, en abséncia de factors de
creixement. C. Activacié constitutiva de la via per la mutacié de RAS. Adaptat de Bedeir i Krasinskas, 2011.
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3.2.2. La via de la inestabilitat dels microsatel-lits (MSI)

Els microsatel-lits, també coneguts com a repeticions curtes en tandem (STR, short tandem
repeats), consten des d'uns pocs fins a diversos milers de motius repetits en tandem formats per
un (mono-) fins a sis (hexa-) nucleodtids i es creu que representen aproximadament el 3% del
genoma (Ellegren, 2004). La seva hipervariabilitat juntament amb el seu alt grau d'heterozigositat
els va fer ser els marcadors polimorfics ideals per al mapatge del genoma, en la genetica de
poblacions, i en estudis de lligament genetic, i es van utilitzar també com a eines indispensables en
la medicina forense i en la medicina de trasplantaments ["empremta genética" (DNA fingerprint)].
A causa de la seva estructura de seqiéncia repetitiva, els microsatel-lits mostren una taxa
particularment alta de mutacid, en comparacié amb trams de DNA no repetitius. Les polimerases
de DNA durant la replicacié del genoma nuclear, a causa del lliscament (slippage), sovint no els

aconsegueixen duplicar correctament.

En eucariotes aquests errors son corregits pel sistema MMR: on els heterodimers MSH2/MSH®6 i
MSH2/MSH3 detecten I'error de replicacié i recluten el complex MLH1/PMS2 a través del qual
s’inicia la degradacio del tram mutat i es produeix la resintesi (Pena-Diaz i Jiricny, 2012). Tots
aquests cooperen per exercir la seva funcid principal, la reparacié dels danys provocats durant la
replicacid del DNA, prevenint aixi que aquests errors o mutacions en el DNA no es mantinguin en
les seglients generacions. Es per aixd, que la seva inactivacié augmenta la taxa de mutacié

espontania (Gruber i Mukherjee, 2009).

Els defectes en el sistema MMR donen lloc a I'acumulacié de tot el genoma de mutacions en els
microsatel-lits, provocant el que anomenem com a MSI que també ha estat referit com a "fenotip
mutador" (Parsons, et al., 1993). Quan la inestabilitat produeix canvis en regions codificants es
poden produir mutacions de canvi de pauta de lectura (frameshift), produint la inactivacid
funcional de les proteines afectades i proporcionant d'aquesta manera un avantatge selectiu de
creixement a les cél-lules deficients del sistema MMR (Woerner, et al., 2005; Boland i Goel, 2010).
Exemples de gens que contenen microsatel-lits en les regions codificants que poden ser
seleccionats en CCR amb MSI inclouen: gens relacionats amb la reparacié del DNA (RAD50, MSH2,
MSH3, MSH6, MLH1, BLM, PMS2), I'apoptosi (APAF1, BAX, BCL10, caspasa-5), transduccié de
senyals (TGFBRII, ACTRII, IGFIIR, WISP-3), cicle cel-lular (PTEN, RIZ), i factors de transcripcié (TCF-4)
(Figura 23), (lacopetta, et al., 2010).
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APC
Error en el sistema B-catenina
MMR Axina2
Lesié adenomatosa
Epiteli Cripta Primerenca_,, Intermedia__, Tardana Carcinoma — Invasio i
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MSI Mutacié de Inactivacié de p53

KRAS Mutacio de PIK3CA
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TGFPIIR, IGFR2, BAX, E2F4, MRE11A, RAD50

Via de la inestabilitat de microsatel-lits associada a la Sindrome de Lynch. Adaptat de Vilar i
Gruber, 2010.

El fenotip de MSI es produeix entre el 7 i el 15% de tots els casos de CCR. En la majoria dels casos
(80%) s’associa a hipermetilacié del promotor de MLH1 i pérdua d’expressié de la proteina MLH1.
MLH1 conté una illa CpG gran en la seva regié promotora i esta implicat tant en el desajust de
reparacié durant la replicacio, com en la senyalitzacié de danys en el DNA. Quan es produeix la
metilacié prop del lloc d'inici transcripcional a la petita regidé proximal (regié C o D del promotor)
del gen MLH1, és quan realment es produeix la reduccié de I'expressié d'aquest gen (Figura 24),

(Deng, et al., 1999; Cantwell-Dorris, et al., 2011).

Regio A Regio B Regio C Regio D Intrd
I 1 | I 1

i
-732 -598 -543 -287-269 -199 -130 -6

Regid promotora

Esquema del promotor d’MLH1. Estan representades les quatre regions proposades per en Deng
et al, 1999. La numeracid de les parells de bases es relaciona amb el codd d’inici d’MLH1.

El descobriment de MSI en la majoria de tumors CCR relacionats amb el Sindrome de Lynch (més
d'un 95 %) (Aaltonen, et al., 1993; lonov, et al., 1993; Pedroni, et al., 1999; Gonzalez-Garcia, et al.,
2000) va permetre la identificacié de les mutacions en la linia germinal dels gens del MMR en
MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2. Els heterozigots portadors d'una alteracié en gens del MMR tenen un

risc incrementat de per vida de desenvolupar cancers de l'espectre d’aquesta sindrome que
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principalment sén de CCR (25-70 %) i d'endometri (30-70 %) (Vasen, et al., 2013). La sindrome de

Lynch es discutira amb més detall en I'apartat en “4.3. Sindrome de Lynch (LS)”.

La inactivacio del sistema MMR via la metilacié aberrant d'illes CpG del promotor del gen MLH1 es
solapa amb la tercer tipus d’inestabilitat, 'anomenada via del fenotip metilador d’illes CpG (CIMP)

que, a continuacid expliquem amb més detall.

3.2.3. Via del fenotip metilador d’illes CpG (CIMP)

L’estudi de les alteracions epigenetiques que regulen I'expressié genica en el cancer s'organitza en
multiples nivells i implica la metilacié del DNA, modificacions de les histones, la remodelacio de la
cromatina i els RNA no codificants (Laird, 2005). Aquestes modificacions son d'interés per a les
estrategies de prevencid del cancer, deteccid i gestid, ja que poden estar presents en el teixit
precanceros "normal" (Kaneda i Feinberg, 2005; Sakatani, et al., 2005; Kaneda i Yagi, 2011), i estan
associades amb la iniciacid i progressio del cancer (Baylin i Ohm, 2006; Feinberg, et al., 2006;

Kaneda i Yagi, 2011).

L'alteracio epigenetica més estudiada és la hipermetilacié del DNA de les illes CpG que condueix al
fet de silenciar transcripcionalment els gens (Soreide, et al., 2009). Les illes CpG sén regions d'acid
nucleic que estan sovint situades proximalment al lloc d'inici de la transcripciéd de gens, en el
promotor, que contenen una alta frequéncia de dinucleotids CG (Toyota, et al., 1999). En la
majoria dels gens de mamifers, aquestes regions CpG es mantenen lliures de la metilacio, o poden
funcionar com a mecanisme epigenétic per a reprimir la transcripcié de gens en processos
cel-lulars normals. No obstant aix0, freqiientment en les cél-lules canceroses, les illes CpG de
diversos gens estan densament metilades, el que comporta la repressio de la transcripcié. S’ha
postulat que la carcinogenesi també pot estar condicionada per un procés caracteritzat per la
metilacié concomitant dels dinucleotids CG de la regié promotora de multiples gen: la via del

fenotip metilador d’illes CpG (CIMP).

Encara que els determinants moleculars de la CIMP en les cel-lules tumorals s’estan comencgant a
dilucidar, el component més estudiat és la repressié de la transcripcié de gens supressors de
tumors i de reparacié del DNA (Wong, et al., 2007). Aquest fet acaba implicant que I'expressié
d'aquests gens en la cél-lula de cancer pot ser reduida o eliminada. La identificacié de gens que

estan especificament hipermetilats (el que resulta en silenciar I'expressié de gens) o hipometilats
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(el que resulta en I'augment de la transcripcié) podria conduir al descobriment de nous factors que

sén importants per a la iniciacid i la progressio del tumor (Wong, et al., 2007).

El CIMP es troba en aproximadament 20%-30% dels CCR (Ogino, et al., 2006) i alguns dels gens en
els que s’ha identificat metilacié en el promotor com a marcador d’aquesta via sén MLH1, MGMT,
PTEN, DNMT3B, aixi com altres gens implicats en la via de senyalitzacié de WNT/APC/B-catenina. El
fet de silenciar la funcié d’un gen supressor de tumors pot produir-se per la hipermetilacié de
promotors de les dues copies d'un gen, o bé, una combinacié de péerdua d'un al-lel mitjangant
delecié o mutacié combinada amb la inactivacio epigenética de I'altra a través de la hipermetilacié
del promotor de l'altre al-lel. En revisions sistematiques sobre CIMP en CCR conclouen que no
existeix un estandard universal pel que fa a la definicié de CIMP, dels seus subtipus (Grady and
Carethers, 2008) i respecte a les connexions establertes entre la resta de vies com la MSI (Kang,
2011). D'altra banda, tampoc existeix un consens pel que fa als panells dels gens inactivats que
determinen aquest fenotip, o els llindars dels marcadors o en les técniques per a la deteccid de la
metilacié del DNA que s’utilitza per a definir cada fenotip. No obstant aixo, el problema més
important per a poder arribar al fons del coneixement és que desconeixem la causa biologica del

CIMP en CCR (Figura 25), (Hughes, et al., 2012).

APC
Hipermetilacio de fB-catenina Inactivacio de gens supressors de
MLH1 Axina? tumors mitjangant la hipermetilacio
dels seus promotars
Lesié adenomatosa
Epiteli Cripta Primerenca__, Intermedia__, Tardana Carcinoma Invasio i
normal displastica metastasi
MSI Mutacié de Inactivacié de p53

BRAF Mutacié de PIK3CA
Mutacic de gens amb microsatél-lits:
TGFBIIR, IGFR2, BAX, E2F4, MRE11A, RAD50

Esquema de la via del fenotip metilador associada a tumors esporadics amb inestabilitat. Adaptat
de Vilar i Gruber, 2010.

Mutacié de BRAF i hipermetilacié del promotor d’MLH1

Un esdeveniment relativament primerenc associat als tumors CIMP és la mutacid en el

protooncogen BRAF (V-RAF homoleg B1 de I'oncogen viral del sarcoma muri) que es troba al
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voltant del 10% al 20% dels CCR (Weisenberger, et al., 2006). BRAF es troba situat en el brag llarg
del cromosoma 7 (7q34) i codifica per una cinasa serina/treonina citoplasmatica de la familia RAF
que, al igual que KRAS, és membre essencial de la ruta de senyalitzacié de proteines cinases
activades per mitogens. L'activacié d’aquesta via produeix la fosforilacid de BRAF que activa,
constitutivament, MEK i ERK iniciant aixi un gran nombre de mecanismes cel-lulars implicats en la
regulacio cel-lular, el creixement, la diferenciacié i la promocié de la apoptosis (Figura 26), (Ciampi

i Nikiforov, 2005).

Les mutacions oncogéniques en el gen BRAF destrueixen el domini cinasa, el que es tradueix en
una activacié constitutiva de la proteina. S’han detectat més de 30 mutacions en la seqléncia
codificant del gen BRAF, pero en la seqliencia que codifica el domini cinasa, en I'exd 15, es troba el
hotspot que acumula més del 90% de les alteracions localitzades en el gen BRAF. La mutacio
consisteix en la substitucié d’una valina per una molécula d’acid glutamic en el residu 600 (V600E).
La proteina resultant incrementa aproximadament 500 vegades la seva activitat cinasa en
comparacié amb el de tipus WT de BRAF (Wan, et al., 2004; Cantwell-Dorris, et al., 2011) i s'associa
amb el desenvolupament i el manteniment de fenotips transformats i invasors en les cél-lules

epitelials de colon (Minoo, et al., 2007).

La mutacié BRAF és 3 vegades més freqiient en els tumors MSI, en comparacié amb els tumors
estables (Rajagopalan, et al., 2002; Cantwell-Dorris, et al., 2011). Aquesta mutacié es detecta en
aproximadament el 12-15% dels CCR esporadics, aixi com en lesions premalignes, en els polips

hiperplastics i a primeres etapes del desenvolupament del CCR.

També s’ha descrit que les mutacions de BRAF son mutuament excloents respecte a les mutacions
KRAS (Fransen, et al., 2004; Velho, et al., 2008). Existeix una forta relacié entre la mutacidé BRAF i el
fenotip CIMP en el CCR (Weisenberger, et al., 2006; Velho, et al., 2008). Paral-lelament, el fenotip
CIMP esta relacionat amb una elevada MSI (MSI-H, MSI-high) i també aquests tipus de CCR

mostren metilacio del promotor d'MLH1.
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Supervivencia Angiogénesi

cellular  |nvasié Metastasi

Proliferacio

Activacio constitutiva de la senyalitzacié de la via per la mutacié de BRAF. Adaptat de Bedeir i
Krasinskas, 2011.

S’ha descrit que les mutacions de BRAF juntament amb la inactivacié de la proteina MLH1 sén
freqlients en lesions precursores de tumors que sorgeixen a través de la via de la neoplasia serrada
(Noffsinger, 2009; Snover, 2011), i tenen clarament una histologia diferencial en comparacié amb
tumors derivats de la tradicional via d'adenoma-carcinoma (Snover, 2005; Snover, et al., 2005;
East, et al., 2008; Snover, 2011). De fet, s’ha observat que al colon dret, la via de la neoplasia
serrada s'associa sovint a la MSI, la hipermetilacié del promotor de MLH1 i la mutacid6 BRAF
(V600E), mentre que del costat esquerre la neoplasia esta associat a la via tradicional amb
inestabilitat cromosomica (CIN) i les mutacions del gen KRAS (Arends, 2013). Com veurem en
I'apartat “5.2.4. Refinant la seleccio: hipermetilacié del promotor del gen MLH1 i la deteccié de la
mutacié V600E en el gen BRAF”, son poc freqglients en la sindrome de Lynch (lacopetta, et al.,

2006).

3.2.4. Els estudis genomics d’alt rendiment validen aquestes vies

En un estudi recent es va analitzar un elevat panell de mostres parellades d’adenocarcinomes i de
mucoses normals mitjangant I'is de tecnologies de gran sensibilitat i va fer possible establir dos
perfils mutacionals clarament diferencials associats a la carcinogéenesi del CCR (The Cancer

Genome Atlas Network, 2012). Es van agrupat perfils de tumors no hipermutats (85%), els quals
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tenien de mitja menys de 8,24 mutacions per cada 10° de bases analitzades, i els tumors

hipermutats (15%), amb una taxa mitja de més de 12 mutacions per cada 10° de bases estudiades.

Els tumors no hipermutats presentaren més freqlientment mutats els gens APC, TP53, KRAS,
PIK3CA, FBXW7, SMAD4, TCF7L2 i NRAS entre d’altres. En canvi, els tumors amb hipermutacié
presenten altres gens mutats com ACVR2A, APC, TGFBR2, MSH3, MSH6, SLC9A9 i TCF7L2, aixi com
mutacions en BRAF. En general, tres dels gens que son més freqlientment mutats en els cancers no
hipermutats, es van detectar en menys freqiiencia associats a tumors hipermutats: APC (81%
contra 51%), KRAS (43% contra 30%) i TP53 (60% contra 20%). En contrast, les mutacions en els
gens de senyalitzacié TGF-B i BRAF van ser dramaticament més elevades en els tumors
hipermutats. Aquestes troballes indiquen que els tumors hipermutats i els no hipermutats
progressen a través de diferents seqiiencies d'esdeveniments genétics (The Cancer Genome Atlas

Network, 2012).

Com a complement a aquest estudi inicial, es van avaluar les caracteristiques concretes del
subgrup amb hipermutacié, doncs es detectaren diferéncies addicionals en el perfil mutacional
(Donehower, et al., 2013). La majoria dels CCR hipermutats es distingien per presentar altes taxes
de metilacié del promotor del gen MLH1 i una elevada MSI. Es demostra en aquest estudi que els
CCR hipermutats podien, subseqliientment, subdividir-se en dos grups diferencials: el que ha
silenciat MLH1 mitjangant la metilacid del seu promotor i el que no pateix aquest mecanisme

d’inactivacio transcripcional.

Els CCR hipermutats amb metilacié del promotor d’MLHI mostren una elevada MSI, un baix
nombre de mutacions en APC i unes taxes elevades de mutacions en BRAF V600E. Cal destacar que
la poca freqliencia de mutacié en APC no van ser acompanyades per un increment en les taxes de
mutacié en altres reguladors de la via de WNT, fet que suggereix que aquests tumors no s’inicien
ni progressen mitjangant aquesta via. Per contra, la preséencia freqiient de mutacions en I'oncogen
BRAF V600E pot estar indicant que aquest esdeveniment és un motor clau per a la proliferacié de

cél-lules tumorals.

En laltre grup de CCR hipermutats sense la inactivacid epigenética del promotor d’MLH1
presenten una elevada taxa de mutacions, aixi com una gran incidencia de mutacions en els gens
KRAS i APC, pero no en el gen BRAF. Els autors apunten que ambdds grups presenten aquestes

divergéncies perqué en la génesi tumoral segueixen diferents vies. Els autors suggereixen que la
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senyalitzacié d'un creixement positiu en el cas dels CCR hipermutats amb MLH1 inactivat per
metilacié ve impulsada, en part, per l'activacié de BRAF, mentre que la proliferacié en els CCR
sense la inactivacid epigenetica d’MLH1 és impulsada, en gran part, per un augment de
senyalitzacio de la via de WNT i de RAS (The Cancer Genome Atlas Network, 2012; Donehower, et
al., 2013).

Per una altra banda en un altre estudi del grup de Vermeulen (De Sousa, et al., 2013b), publicat
recentment, es van dur a terme perfils d'expressié génica de mostres de CCR humans. A través
d'un total de 1.100 mostres de CCR, els investigadors van definir tres subtipus de cancer de colon:
el subtipus 1, que mostra caracteristiques del grup CIN; el subgrup 2, que consisteix enterament a
un grup amb MSI i CIMP, i un altre grup totalment nou, el subtipus 3, que estava relacionat amb
els adenomes séssils serrats i es van correlacionar amb un pronostic molt desfavorable i amb una
mala resposta clinica al tractament amb cetuximab, independentment de I'estat mutacional de

KRAS.
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4. DESCRIPCIO DELS TIPUS DE CCR HEREDITARI MES FREQUENTS

La FAP, la MAP i la LS sén els tres grans tipus coneguts de cancer colorectal hereditari,
representant fins a un 5% de tots els casos de cancer de colon. Tots ells han estat objecte d’estudi
en aquesta tesi, i és per aquest motiu que es fara una breu descripcié de les caracteristiques

cliniques i de les pautes diagnostiques de cadascuna d’elles.

4.1. Poliposi adenomatosa familiar (FAP) i atenuada (AFAP)

La poliposi adenomatosa familiar és una sindrome hereditaria autosomica dominant, que afecta a
1 de cada 12.000 persones i representa aproximadament entre I'1 i el 0,5% de tots els CCR (Lynch i
de la Chapelle, 2003; Rustgi, 2007). La seva forma classica (FAP) es caracteritzada per presentar
més de 100 adenomes en el colon o en el recte diagnosticats en la segona o tercera década de vida
(Vasen, et al., 2008) encara que, com a molt, un parell d'adenomes progressen a CCR (Lynch i de la
Chapelle, 2003; Rustgi, 2007). Com que la penetrancia s'acosta al 100% en pacients amb FAP no
tractats, amb una edat mitjana de diagnostic de 36 anys (Galiatsatos i Foulkes, 2006), la colectomia
profilactica, quan el maneig dels polips no és possible per colonoscopia, segueix sent el pilar de la
seva gestio clinica. Si no s'eliminen aquests polips, mitjangant la colectomia profilactica total o
parcial, aquests evolucionaran cap a la malignitat donant lloc a un carcinoma colorectal a partir
dels 40 anys (Fearnhead, et al., 2001; Lynch i de la Chapelle, 2003). Un 70% dels individus afectes
amb FAP presenten manifestacions extracoloniques com lesions cutanies, adenomes
gastroduodenals, osteomes, anomalies dentals, hipertrofia congeénita de I'epiteli pigmentari de la
retina, tumors desmoides, i cancers extracolonics (de fetge, pancrees, gastric i intesti prim, tiroides
i de sistema nervids central) (Groen, et al., 2008). Algunes d’aquestes manifestacions
extracoloniques sén la major causa de mortalitat en els pacients de FAP després de la cirurgia
(Fearnhead, et al., 2001). Fins un 25% dels casos de FAP sembla ser causats per mutacions de novo
de la linia germinal i, per tant, no mostren el patré caracteristic d'heréncia autosomica (Galiatsatos

i Foulkes, 2006).

Hi ha una variant atenuada de FAP, anomenada AFAP i es caracteritza per un inici posterior de la
malaltia en comparacié amb la FAP classica i un menor nombre de polips adenomatosos, entre 10 i
99 (Kinzler K. W., 1998; Knudsen, et al., 2010). Aquests polips adenomatosos son més propensos a
ocorrer en el colon dret, son d’evolucid menys agressiva que la FAP classica i d’aparicid més

tardana. L'expressid fenotipica sovint és variable inter i intrafamiliar (Burt, et al., 2004). La
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preséncia i la incidencia de trastorns extraintestinals son similars als de la FAP classica pero son
més poc freqlients. Mentre que les caracteristiques fenotipiques son sovint indistingibles
d'aquelles identificades en la poliposi associada a MUTYH (que sera descrit en el seglient apartat),
el terme AFAP avui en dia s'utilitza generalment per indicar els casos amb fenotip atenuat

secundaris a mutacions del gen APC.

Per tant, FAP i AFAP sén variants fenotipiques dins de I'espectre clinic causat per mutacions
germinals en el gen APC. Aquesta variabilitat és atribuible, en gran mesura, als diferents efectes de
les mutacions en APC, i s’han establert correlacions genotip-fenotip (Friedl i Aretz, 2005). Més del
95% de les mutacions conegudes son mutacions que donen lloc a una proteina truncada a la regid
C-terminal [mutacions que provoquen l'aparicié directa d’un codd de terminacié, (nonsense),
(~30%) o, mutacions que provoquen el desplacament de la pauta de lectura al produir-se
insercions o delecions d’'una o diverses bases (frameshift), (~68%)] (Galiatsatos i Foulkes, 2006;
Segditsas i Tomlinson, 2006). En un alt nombre d'adenomes de colon es presenta una de les
mutacions recurrents dels codons 1309 (17%) i 1061 (11%), representant aproximadament el 30%

del total mutacions descrites en la linia germinal APC.

La resta sobn mutacions que amb un sol canvi provoquen I'aparicié d’un nou codd que codifica per
un aminoacid diferent al de la proteina original (missense), mutacions que impedeixen el correcte
processament del mMRNA provocant I'aparicié d’'una proteina truncada, o bé modificant un domini
o regio reguladora important per a la seva funcié (splicing) o grans delecions (Montera, et al.,
2001; Sieber, et al., 2002; Aretz, et al., 2004; Castellsague, et al., 2008). En canvi, en les families
AFAP, les mutacions missense representen més de la meitat de les mutacions detectades, i les

grans delecions es troben en rares ocasions.

Existeix un cert grau de correlacié entre els llocs de mutacions genétiques especifiques i les
manifestacions cliniques de la malaltia (Nagase, et al., 1992; Galiatsatos i Foulkes, 2006;
Nieuwenhuis i Vasen, 2007). La ubicacié de la mutacid es relaciona amb I'edat mitjana d'inici de
simptomes. Els pacients amb una mutacié en el codé 1309 tenen una edat mitjana de manifestacié
de la malaltia de 20 anys, una mutacioé entre els codons 168 i 1580 (excloent el 1309) ddéna lloc a
una edat mitjana d'aparicié de 30 anys; mutacions a I'extrem 5’ del cod6 168 i a I'extrem 3’ del
codd 1580 comporten l'aparicié de les alteracions fenotipiques a una mitjana d’edat de 52 anys
(Friedl, et al., 2001). Altres correlacions entre el lloc de la mutacid i el fenotip inclouen la poliposi

colorectal profusa en mutacions entre els codons 1250 i 1464 (Nagase, et al., 1992); tumors
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desmoides, osteomes i quists epidérmics en mutacions entre els codons 139 i 1493 (Wallis, et al.,
1999); tumors desmoides s’associen a mutacions distals del codé 1444; i hipertrofia congénita de
I'epiteli pigmentari de la retina en mutacions entre els codons 311 i 1444 (Nieuwenhuis i Vasen,

2007).

Els pacients amb poliposi atenuada tendeixen a presentar mutacions germinals en tres regions
caracteristiques del gen APC: abans del codd 157 (extrem 5’), a I'exd 9 i després del codé 1595
(extrem 3’), (Spirio, et al., 1993; Soravia, et al., 1998). Tot i que pot haver una correlacié mitjana
entre un genotip i fenotip especifica, existeix gran heterogeneitat en I'expressio de la malaltia, fins
i tot, entre pacients amb mutacions identiques. La influencia del micro i del macroambient podria
explicar, en part, aquestes diferéncies. S’ha posat de manifest que hi pot haver diferéncies
acusades en el fenotip de dos bessons del mateix sexe, i aquest fet només es podria explicar per la

presencia de gens modificadors (Houlston, et al., 2001).

Aproximadament entre el 70 i 80% dels adenomes i carcinomes colorectals esporadics tenen
mutacions somatiques que inactiven APC. Les mutacions somatiques d'APC son un dels primers
esdeveniments en la progressié tumoral. Com es va predir pel model de Knudson tots dos al-lels
d’APC semblen ser inactivats en els adenomes i carcinomes que sorgeixen en els pacients amb FAP,

aixi com en els adenomes i carcinomes colorectals esporadics (Knudson, 1971; Knudson, 1993).

Ara bé, s’ha descrit que la localitzacié de la mutacié germinal condiciona el tipus de mutacio
somatica d’APC (Lamlum, et al., 1999; Rowan, et al., 2000; Sieber, et al., 2006), fet que suposa una
variacio significativa de la hipotesi de Knudson doncs pressuposava que les dues mutacions sén
independents. Aixi doncs, si la mutacié germinal es troba entre els codons 1194 i 1392, llavors hi
ha una perdua de I'al-lel WT com a segon hit. Si la mutacié germinal es troba fora d’aquesta regid,

llavors el segon hit és una mutacio truncant a la regiéo MCR.

En la figura 27 es mostra I'algoritme diagnostic que es segueix al Programa de Cancer Hereditari de
I'Institut Catala d’Oncologia i que engloba un equip multidisciplinar tant de la Unitat de Consell
Genétic com del Programa de Diagnostic Molecular de Cancer Hereditari, per a la identificacid

d’aquests pacients i la deteccié de mutacions causants de la patologia (Figura 27).
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{MLPA/seqlienciacid)

Figura 27. Algoritme diagnostic per la poliposi adenomatosa familiar i la poliposi associada a MUTYH.
Davant d’una familia amb poliposi classica es procedeix directament a I'analisi mutacional del gen APC
(primer, mitjangant MLPA, s’estudien les possibles grans delecions, i posteriorment, es realitza la
seqlienciacié de la regié codificant sencera). Si el patrd és recessiu o la clinica és atenuada, primer es fa
I’analisi mutacional del gen MUTYH i, si no es detecta cap mutacio, es procedeix a I'estudi d’APC.

4.2. Poliposi associada a MUTYH (MAP)

L'any 2002, Al-Tassan i col-laboradors van determinar que alguns pacients amb poliposi sense
mutacié identificada en APC, son portadors de mutacions germinals bial-leliques en el gen MUTYH
[homoleg mutY (Escherichia coli)] (Al-Tassan, et al., 2002). La MAP, es va caracteritzar com una
malaltia hereditaria autosomica recessiva, amb un fenotip indistingible de FAP (Al-Tassan, et al.,

2002).

El gen MUTYH [localitzat en el cromosoma 1p34.3-1p32.1 (Slupska, et al., 1996)] codifica per un
enzim DNA glicosilasa implicat en la reparacié del DNA (BER, Base Excision Repair) danyat per
espeécies reactives d’oxigen (Ohtsubo, et al., 2000; Cheadle i Sampson, 2003). La lesié mutagénica

7,8-dihydroxi-8-oxoguanina (8-oxo-G), la qual té un alt potencial per a produir errors durant la
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replicacid del DNA (Shibutani, et al., 1991; Tchou, et al., 1991) s'aparella amb adenines (A) en lloc
de citosines (C) durant la replicaci6 del DNA, provocant transversions genetiques de
guanina:citosina per timina:adenina (G:C>T:A). Normalment, MUTYH detecta aquest error i el
repara escindint les adenines mal aparellades. Els gens OGG1, MUTYH i MTH1 cooperen per
prevenir mutacions somatiques induides per 8-0xo-G a les cél-lules humanes. A més, s'ha descrit la
participacio de MUTYH sota estrés oxidatiu, en I'activacio de vies de mort cel-lular programada
(Oka i Nakabeppu, 2011). D'aquesta manera la manca de funcié d'aquest enzim augmentaria la
taxa de mutacions somatiques del tipus transversions, tal com ha estat demostrat en el gen APC i
escaparia de la mort cel-lular programada, permetent el desenvolupament tumoral (Al-Tassan, et

al., 2002).

La majoria dels pacients MAP tenen menys de 100 adenomes en el moment del diagnostic, amb
una edat mitjana d'uns 45 anys i desenvolupen CCR a una edat mitjana d'uns 50 anys (Out, et al.,
2010). Ara bé, les caracteristiques cliniques dels MAP varien (Morak, et al., 2010). El 60% dels
pacients MAP tenen CCR en el moment del diagnostic i alguns en abséncia de polips sincronics
(Nielsen, et al., 2009). El tumors CCR dels MAP mostren algunes similituds amb els cancers MSI,
amb una ubicacid proximal preferencial, una alta taxa d'histologia mucinosa i una major presencia
de limfocits infiltrants del tumor (Nielsen, et al., 2009). Diversos estudis han reportat lesions
extracoloniques en pacients MAP, sobretot en el tracte gastrointestinal superior (Aretz, et al.,
2006; Nielsen, et al., 2006), sent totes relativament comunes en MAP. Fenotipicament, pero, el
fenotip MAP pot no ser distingit de FAP o d’AFAP. Per tant, les proves genétiques pel gen MUTYH
s'ha de fer en pacients amb sospita de FAP o AFAP que sén negatius per a les mutacions de la linia

germinal d’APC (Al-Tassan, et al., 2002).

Fins a un 30% dels casos APC negatius sdn secundaris a mutacions bialel-liques en MUTYH (Cleary,
et al.,, 2009). Fins al dia d’avui, >300 variants Uniques de MUTYH entre els pacients i/o controls de
MAP s'han descrit a la base de dades LOVD, (Out, et al., 2010) sent les variants c.536A>G;
p.Tyrl79Cys i c.1187G>A; p.Gly396Asp les mutacions més comunament documentades en
poblacions caucasiques (Al-Tassan, et al., 2002; Gismondi, et al., 2004; Isidro, et al., 2004) trobant-
les en més de 80% de pacients caucasics amb MAP (Sampson, et al., 2003; Gismondi, et al., 2004;
Venesio, et al., 2004) i representen aproximadament el 60% dels al-lels MAP reportats (Out, et al.,
2010). Els homozigots per Y179C tenen un inici de la malaltia més primerenc i fenotips més greus

en comparacido amb els homozigots G396D (Nielsen, et al., 2009). Per una altra banda, s'han
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suggerit diferencies etniques i geografiques en els patrons de les mutacions del gen MUTYH
(Sampson, et al., 2003; Yanaru-Fujisawa, et al., 2008). La majoria de les variants MUTYH sén
mutacions missense i els seus efectes sobre la funcié de la proteina poden ser dificils de predir
guan esta present en homozigosis i, encara més, quan presenten una heterozigositat composta. El
portadors de mutacions bial-leliques en MUTYH veuen incrementat el risc a patir CCR en 28

vegades (Theodoratou, et al., 2010).

En I'estudi molecular dels pacients portadors de la mutacid bial-lelica de MUTYH s’observa una
elevada freqiiencia de transversions G:C a T:A en APC i en KRAS (Jones, et al., 2002; Lipton, et al.,
2003; Nielsen, et al., 2009), pero no en els gens TP53 i SMAD4. Aix0 pot indicar un efecte
predominant de MUTYH en una fase primerenca del CCR carcinogénesi (Nielsen, et al., 2009). A
més, els adenomes séssils serrats/polips son comuns en els pacients MAP. La deteccid exclusiva de
les transversions G:C a T:A en el gen KRAS dels polips séssils serrats suggereix fortament que

aquests estan causalment relacionats amb una deficiencia en MUTYH (Boparai, et al., 2008).

En la figura 27 es mostra com s’identifiquen aquestes mutacions dins I'algoritme diagnostic de la
poliposi (Figura 27). Com ja hem explicat, les vies moleculars de les poliposis relacionades amb APC
i MUTYH convergeixen a nivell somatic, ates que la disfuncié de la MUTYH augmenta la taxa de
mutacions somatiques en el gen APC, la qual cosa, a la vegada, ddna lloc a la transformacid

neoplasica.

4.3. Sindrome de Lynch (LS)

La LS, anteriorment denominada com a cancer colorectal hereditari no associat a poliposi (HNPCC,
hereditary nonpolyposis colorectal cancer), (Jass, 2006) és una malaltia hereditaria autosomica
dominant, de penetrancia incompleta, secundaria a mutacions en la linia germinal en un dels gens
de reparacié del DNA del sistema MMR: MLH1 (cromosoma 3p21.3) (Bronner, et al., 1994), MSH2
(cromosoma 2p22-21) (Leach, et al., 1993), MSH6 (cromosoma 2p16) (Akiyama, et al., 1997;
Miyaki, et al., 1997), i PMS2 (cromosoma 7p22.2); o delecions constitucionals de I'extrem 3'
d’EPCAM (cromosoma 2p21) també conegut com TACSTD1 (Kovacs, et al., 2009; Ligtenberg, et al.,
2009). També s’han descrit associacions amb altres gens reparadors com MLH3, PMS1, EXO1

(Peltomaki, 2005) i TGFBRII (Hegde, et al., 2013).
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La LS és la sindrome de CCR hereditaria més comuna, representant aproximadament entre '1% i el
3% de tots els casos, (Aaltonen, et al.,, 1994; Burt, et al., 1995; Salovaara, et al., 2000; de la
Chapelle, 2005; Hampel, et al., 2005; Hampel, et al., 2008) i entre un 10% i un 15% dels CCR
diagnosticats abans dels 50 anys (Aaltonen, et al., 1994; Burt, et al., 1995; Hopper, 2005). En
diferents estudis poblacionals a Espanya es va detectar que la sindrome de Lynch representava
entre el 0,9%-3% dels casos de CCR (Pinol, et al., 2005; Moreira, et al., 2012). Les estimacions
indicades de freqiiencia de portadors de les mutacions de la linia germinal d'aquests gens en la
poblacié varien aproximadament a partir d'1 de cada 300 fins a 1 de cada 3000 (Dunlop, et al.,
2000; Salovaara, et al., 2000; Terdiman, 2001; de la Chapelle, 2005; Pinol, et al., 2005; Boland i
Shike, 2010; Hampel i de la Chapelle, 2011). S'ha estimat que a Europa aproximadament un milié
de persones sén portadores d'un defecte en els gens del sistema MMR (Vasen, et al., 2010). Els
portadors d'una mutacié en un dels gens MMR tenen un risc alt, pero variable, de desenvolupar
CCR (25-70%), cancer d’endometri (30-70%) i també un major risc de desenvolupar altres tumors
(estdmac, ovari, ureter, pelvis, renal, cervell, intesti prim i el tracte hepatobiliar). Addicionalment,
els portadors de mutacions també poden estar en major risc de cancer del pancrees (Kastrinos, et
al., 2009; Win, et al., 2012b), de prostata (Raymond, et al., 2013), mama (Win, et al., 2012a; Win,
et al,, 2012b; Win, et al., 2013) i cervix (Dowty, et al., 2013).

Les principals caracteristiques cliniques son: una aparicié a edat primerenca (Umar, et al., 2004), el
tumor sol ser mucinds, amb una localitzacié preferent en el colon dret i també s’ha associat a la
presentaciéo de multiples tumors tant sincronics com metacronics. En contrast amb els pacients
amb FAP, els pacients amb LS desenvolupen menys adenomes a una edat més avangada, pero
aquestes lesions precursores evolucionen més rapidament a través de les etapes de la
carcinogénesi. En relacido amb el CCR esporadic, els adenomes i carcinomes en la LS es produeixen
amb més freqliéncia (Pinol, et al., 2005; Poonacha i Go, 2011; Bellcross, et al., 2012; Moreira, et

al., 2012; Benson, et al., 2013; Jackson, et al., 2013).

Els gens MMR funcionen generalment com a gens supressors de tumors classics (Imai i Yamamoto,
2008). Per tant, la persona afecte de sindrome de Lynch té una mutacié en la linia germinal de
pérdua de funcié en qualsevol gen MMR: MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2 (el primer cop, first hit).
S'han reportat mutacions de novo recentment amb una taxa de mutacié de ~1,6% (Win, et al.,
2011). També s’han identificat epimutacions en una proporcid petita (1%) dels casos (Pineda, et

al., 2012) En tumors de LS, la inactivacié somatica de I'al-lel de tipus WT restant, pot tenir lloc a
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causa de diversos mecanismes: la péerdua d'heterozigositat (LOH), la mutacié somatica, la

conversid de genica i la metilacid del promotor (Tomlinson, et al., 2001; Imai i Yamamoto, 2008).

4.3.1. Els gens MMR

Els gens MMR estan involucrats en nombroses funcions cel-lulars, incloent la reparacié d'errors de
la sintesi del DNA, la seva funcio principal; la reparacio de trencaments de doble cadena de DNA i
la regulacio de l'apoptosi. En absencia d’una funcio correcta de MMR es produeix un increment de

la taxa de mutacié de 100 a 1000 vegades i una resisténcia a la mort cel-lular programada.

El gen MSH2, es localitza al cromosoma 2 (2p21), té 159.343 bases de longitud i consta de 16 exons
codificants. La proteina traduida conté 934 aminoacids, forma un heterodimer amb qualsevol de
les proteines MMR, MSH6 o MSH3 i funciona per identificar desajustos. El gen MSH6, localitzat en
la regié cromosomica 2pl16, té 23.871 bases de longitud i consta de 10 exons codificants. La
proteina traduida conté 1.360 aminoacids. S'ha proposat un model de “pinga lliscant” per

descriure I'estructura de I’heterodimer que detecta els desajustos al llarg del DNA (Figura 28).

El gen MLH1, es localitza en el brag llarg del cromosoma 3 (3p21.3), té 72.558 bases de longitud i
consta de 19 exons codificants. La proteina traduida conté 756 aminoacids i dimeritza amb el
producte de proteina del gen PMS2. El gen PMS2 es troba en el brag llarg del cromosoma 7
(7p22,2), té 35.887 bases de longitud i consta de 15 exons codificants. La proteina traduida conté
862 aminoacids i dimeritza amb la proteina MLH1. El gen PMS2 té almenys 15 pseudogens, que
tenen una alta homologia amb el gen actiu (De Vos, et al., 2004). Els heterodimes MLH1/PMS2
coordinen la unid d'altres proteines implicades en el sistema MMR, incloent les helicases, la
proteina codificada per EXO1, antigen nuclear de cel-lules en proliferacio, la proteina d'unié al DNA

d'una sola cadena (RPA, Replication protein A), i polimerases de DNA (Figura 28).

Aproximadament el 50% de les mutacions es troben en el gen MLH1 i 40% estan en el gen MSH2.
Les mutacions en MSH6 representen ~7-10% de les families amb LS, i les mutacions en PMS2 sén
responsables de <5% de les families Lynch. Sobre 1-3% de les mutacions es troben en el gen
EpCAM. Les proporcions de MSH6, PMS2 i EpCAM sén estimacions doncs resulten molt variables
entre els diferents estudis (Nicolaides, et al., 1994; Genuardi, et al., 1998; Lynch, 2009; Giraldez, et
al., 2010; Talseth-Palmer, et al., 2010; Duraturo, et al., 2011).
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Model del mecanisme proposat per les proteines del sistema MMR, que il-lustren patrons
d’heterodimeritzacié de rellevancia clinica. Quan el desaparellament és detectat, MSH2 s’associa amb PMS2,
PMS1 o MLH3. El reconeixement dels desaparellaments i dels bucles d’insercié o delecid, es du a terme per
I'accié d’un complex d’una MutS i una MutL. L'escissio del desaparellament es realitza mitjangant proteines
com I'exonucleasa 1 i I'antigen nuclear de proliferacio cel-lular (PCNA). El procés de resintesi i relligament de
la cadena de DNA té lloc per I'accié de la DNA polimerasa & i la DNA lligasa. Adaptat de Vilar i Gruber, 2010.

4.3.2. Espectre mutacional

Les mutacions en els gens MMR s'han observat en tots els grups etnics. Més de 2.000 mutacions
diferents (Base de dades del Genoma Huma Mutacié, http://www.hgmd.org) han estat
identificades en els quatre gens MMR: 875 en el gen MLH1, 860 en el gen MSH2, 290 en el gen
MSH6, i 111 en el gen PMS2. Els tipus de mutacions associades als gens reparadors sén molt
variables, i es distribueixen al llarg de la seqliéncia. Hi ha pocs hotspots de mutacio i el 80% de les
mutacions reportades s’han associat a una sola familia (Peltomaki i Vasen, 2004). Tot i aixi, també
s’han identificat diverses mutacions recurrents, algunes d’elles fundadores (Borras, et al., 2010). La
majoria de les mutacions germinals identificades en els gens reparadors sén de tipus nonsense,
frameshift o bé afecten la zona consens de splicing (posicions introniques +1 i +2). Les mutacions
nonsense i les alteracions frameshift es relacionen amb el truncament de la proteina i la pérdua de
la seva funcid (Peltomaki i Vasen, 2004; Woods, et al., 2007) i son considerades com a
patogeniques. Les mutacions de splicing, per consens, es consideren patogéniques (Auclair, et al.,
2006; Lastella, et al., 2006; Tournier, et al., 2008; Spurdle, 2010). Les grans delecions semblen ser
especialment comunes en el gen MSH2, on representen el 17-50% de les mutacions. Les grans

delecions i duplicacions sén molt rares en MSH6 o PMS2.
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4.3.3. Sindrome del déficit constitucional de reparacié6 MMR (CMMR-D)

En contrast amb els individus amb LS que alberguen un al-lel heterozigot mutat del gen MMR,
casos rars amb mutacions bial-leliques deletéries en linia germinal en gens MMR, sén la base
genética que explica la sindrome del deéficit constitucional de reparaci6 MMR (CMMR-D,
Constitutional MMR-deficiency) que s’associa a un fenotip més greu que la LS (Felton, et al., 2007b;
Felton, et al., 2007a). Aquesta sindrome es caracteritza per una amplia espectre de neoplasies
malignes d'inici precog i un fenotip que s'assembla a la neurofibromatosi tipus 1 (NF1). L'espectre
de tumors inclou leucemies o limfomes, tumors cerebrals, la majoria dels tumors neuroepitelials
primaris, multiples adenomes colorectals, adenocarcinomes del tracte gastrointestinal, i altres
tumors malignes, com ara tumors embrionaris i rabdomiosarcoma (Wimmer i Kratz, 2010). D'altra
banda, les persones afectades solen presentar taques café amb llet i noduls de Lisch, com d’altres

afectacions associades amb NF1.

Una revisié de la literatura suggereix que hi ha una correlacié genotip fenotip (Wimmer i Kratz,
2010). Les neoplasies hematologiques semblen ser més freqilients en els pacients amb mutacions
MLH1 o MSH2 i aquests solen desenvolupar-se més rapidament que en els pacients amb
mutacions de MSH6 o PMS2. Per contra, aquest ultim grup sembla tenir una major prevalenca dels
tumors cerebrals, i tumors associats a LS i son més propensos a sobreviure als seus primers tumors
i desenvolupar una segona neoplasia maligna. Totes aquestes especificacions poden emprar-se

com a una eina per a facilitar el diagnostic clinic de CMMR-D.

5. SELECCIO DE LES FAMILIES CANDIDATES PER L’ESTUDI DELS GENS MMR

La identificacio dels individus amb LS és extremadament important ja quée aquests individus poden
beneficiar-se d'una vigilancia contra el cancer intensiva i, per tant, es pot estar salvant vides
(Jarvinen, et al., 2000). Donat el considerable risc de patir cancer d’aquests individus i la
disponibilitat d'intervencions efectives per reduir el risc, la identificacid6 de mutacié germinals en
portadors poden prevenir o minimitzar I'impacte d'un nombre substancial de cancers. Un cop
identificats els portadors, els seus familiars també es poden fer proves per a identificar portadors
addicionals que també poden beneficiar-se de la deteccid, i els no portadors que, per una altra
banda, es poden estalviar les intenses analisis i la cirurgia profilactica recomanada per als seus

familiars amb la mutacid.
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Com es requereix una prova de la linia germinal per confirmar I'estat de portador de la mutacid,
cal fer una seleccid prévia dels possibles candidats a ser portadors. Fer I'analisi a tot el gruix de
candidats encara no és rentable donat el cost de la seqlienciacid de la linia germinal i, per una altra
banda, perqué la freqliencia de portadors és baixa. S'han fet intents per desenvolupar criteris per
classificar les persones i optimitzar millor aquesta seleccio preévia, i s'han desenvolupat models de
prediccid per estimar la probabilitat que té una persona de ser portadora d’'una mutacié. No

obstant aixo, la LS esta infradiagnosticada (Trano, et al., 2009).

5.1. Criteris clinics

Diversos criteris i directrius han estat desenvolupats per a la categoritzacié de les families o de les
persones per a seleccionar aquelles que tenen més probabilitat de ser portadores d'una mutacio

en els gens MMR i fer aixi la prova genetica en la linia germinal.

L’any 1990, els criteris d'Amsterdam es van desenvolupar inicialment com una eina de recerca per
enriquir a una poblaci6 més homogeénia, perd quan s'utilitza clinicament, aquests criteris
identifiquen només ~60% dels pacients amb LS (Vasen, et al., 1991; Vasen, et al., 1994). Aquesta
manca de sensibilitat va portar al desenvolupament dels criteris revisats (criteris d'Amsterdam Il),
gue tenen en compte la presencia de cancers extracolonics i tenen una sensibilitat de deteccid del

~60-80% (Taula 3), (Llor, et al., 2005; Vasen, 2007).

Taula 3. Criteris d’Amsterdan | i ll.

CRITERIS D’AMSTERDAM | (I'individu els ha de complir tots)

Tres o més familiars amb CCR, un d’ells ha de ser familiar de 1r grau dels altres dos

Dues generacions successives afectes

Almenys un tumor diagnosticat abans dels 50 anys

Exclusié de la Poliposi adenomatosa familiar

Els tumors han de ser confirmats mitjangant un estudi histopatologic

CRITERIS D’AMSTERDAM Il (I'individu els ha de complir tots)

Tres o més familiars amb CCR o un tumor associat a LS (endometri, ovari, intesti prim, tracte biliar, tracte urinarii
sistema nervids central), un d’ells familiar de 1r grau dels altres dos

Dues generacions successives d’afectes

Almenys un tumor diagnosticat abans dels 50 anys

Exclusié de la Poliposi adenomatosa familiar

Els tumors han de ser confirmats mitjangant un estudi histopatologic
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Fruit de I'estreta associacio que existeix entre la MSI i els tumors de pacients amb LS, s’origina un
segon enfocament, els criteris de Bethesda (Rodriguez-Bigas, et al., 1997), i els criteris de Bethesda
revisats I'any 2004 (Umar, et al., 2004), per a seleccionar possibles candidats a I’estudi dels gens
MMR en la linia germinal (Taula 4). Aquests, que son cost efectius, sén menys estrictes que els
anteriors i permeten l'estudi de la MSI o la immunohistoquimica (IHC) de les proteines MLH1,
MSH2, MSH6 i PMS2 en els tumors dels individus seleccionats com a pas previ a la seqlienciacié de

la linia germinal.

Taula 4. Criteris de Bethesda i criteris de Bethesda revisats.

CRITERIS DE BETHESDA (I'individu ha de complir un dels requisits)

Individus amb CCR que pertanyen a families que compleixen els criteris d’Amsterdam

Individus amb dos neoplasies associades a LS, incloent CCR sincronic i metacronic o cancer extracolonic (endometri,
ovari, gastric, hepatobiliar, budell prim, uréter o pelvis renal)

Individus amb CCR i un familiar de primer grau amb CCR i/o neoplasia extracolonica associada a LS i/o adenoma
colorectal; un dels cancers diagnosticat abans dels 45 anys d’edat o 'adenoma abans dels 40 anys d’edat

Individus amb CCR o cancer d’endometri diagnosticat abans dels 45 anys d’edat

Individus amb CCR localitzat al colon dret i histologicament indiferenciat diagnosticat abans dels 45 anys d’edat

Individus amb CCR tipus cél-lules en anell de segell (format per més del 50% de cel-lules en anell de segell), mucinés o
patrd de creixement medul-lar diagnosticat abans dels 45 anys d’edat

Individus amb adenoma colorectal diagnosticat abans dels 40 anys d’edat

CRITERIS DE BETHESDA REVISATS (I’'individu ha de complir un dels requisits)

CCR diagnosticat abans dels 50 anys

Preséncia de CCR metacronic o un altre cancer associat a LS (endometri, ovari, gastric, hepatobiliar, budell prim, uréter
o pelvis renal), independentment de I'edat

CCR amb histologia de MSI-H (preséncia de limfocits tumorals infiltrats, reaccié limfocitaria com la de Crohn,
diferenciacié mucinosa/anell de segell o patré de creixement medul-lar) diagnosticat abans dels 60 anys

CCR diagnosticat en un o més familiars de primer grau amb un tumor associat, sent un dels cancers diagnosticats abans
dels 50 anys

CCR diagnosticat en dos o més familiars de primer o segon grau amb tumors associats a la LS
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5.2. Cribratge molecular

5.2.1. Estudi de la MSI

Les proves de MSI es poden realitzar per a determinar I'estat del funcionament del sistema MMR
en les cel-lules tumorals. El panell que analitza el microsatél-lits consisteix en I'analisi de dos
repeticions de mononucleotids (BAT25, BAT26) i de tres repeticions de dinucleotids (D25123,
D5S346 i D175250) (Boland i Goel, 2010; Poulogiannis, et al., 2010a). Els casos amb MSI-H es
defineixen per presentar inestabilitat d'almenys dos marcadors, els que presenten MSI de baix
grau (MSI-L), la presenten en un marcador, mentre que els tumors estables (MSS) sén aquells que
no presenten inestabilitat aparent. Posteriorment, s’ha proposat un altre panell de marcadors de
repeticions de mononucleotids (BAT25, BAT26, NR21, NR24 i NR27) amb una major sensibilitat i

especificitat (Figura 29), (Suraweera, et al., 2002; Llor, et al., 2005).

Aproximadament el 90% dels CCR candidats a ser LS tindra una MSI elevada i aquest fet fa que
aquesta analisi sigui molt sensible. L'especificitat, pero, és molt menor, doncs, com hem explicat
anteriorment, entre el 7- 15% dels CCR esporadics ho presenten també (Gonzalez-Garcia, et al.,

2000; Pinol, et al., 2005).

A B

1o 1% 10

Figura 29. Estudi de la inestabilitat de microsatel-lits en una mostra amb MSI-H. En la mostra s’observa
I’analisi de 5 microsatél-lits mononucleotids en texit normal (A) en comparacié amb el teixit tumoral (B). Les
fletxes vermelles indiquen delecions en 4 dels mononucleotis analitzats. Extret de lacopetta, et al., 2010.
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5.2.2. Estudi de I'expressio de proteines del sistema MMR

Per estudiar la expressid de les proteines MMR s’utilitza la immunohistoquimica (IHC) amb quatre
anticossos monoclonals especifics per a les proteines MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2. La pérdua
d’expressié d’alguna d’aquestes proteines té una sensibilitat comparable a la d'analisi de MSI. No
obstant aixo, l'analisi IHC pot dirigir les proves genétiques per al gen MMR apropiades quan

s'identifica la perdua de I'expressio de la proteina MMR.

Si hi ha sospita de que un cas pugui ser LS, i hi ha disponibilitat dels blocs tumorals, llavors la tincid
IHC de les proteines MMR es pot utilitzar per a investigar si I'expressié d’aquestes és anormal. Ara
bé, entre un 5% i un 10% de les IHC dels CCR amb LS poden mostrar una expressié aparentment
normal de la proteina de MMR. L'expressié de les proteines MMR, en general, segueixen el patré
de la formacio dels complexos heterodimerics. Per tant, la pérdua d’expressié de MSH6 s'associa
significativament amb la perdua de MSH2, i de la mateixa manera, la perdua de MLH1 normalment

s’associa a perdua d'expressié de PMS2 (Figura 30).

Figura 30. Inmunohistoquimica en de les proteines reparadores en un pacient amb abséncia d’expressié de
MLH1 i PMS2 i amb expressié de MSH2 i MSH6. El control positiu intern correspon a la tincié nuclear dels
limfocits. Adaptat de Jin, et al., 2013.

5.2.3. Cribratge Universal

Recentment diversos grups, basant-se en estudis poblacionals, han recomanat que tots els casos
de CCR se’ls hi ha de fer I'estudi de la MSl i de I'expressid de les proteines MMR, independentment
de la seva edat al moment del diagnostic o historia familiar (Hampel, et al., 2005; Pinol, et al.,
2005; Hampel, et al., 2006; Hampel, et al., 2008; Teutsch, et al., 2009; Moreira, et al., 2012), ates
gue existeix una proporcié dels cancers colorectals causada per mutacions MMR que no es
produeixen en la vellesa. Aquest cribratge universal té una sensibilitat practicament completa

(100%) donat que a tothom s’analitza el funcionament sistema MMR (Moreira, et al., 2012) amb
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les limitacions propies de la técnica utilitzada. Molts grups suggereixen que aquests tipus de
cribratge poblacional resultaria el més cost-efectiu (Hampel, 2010; Mvundura, et al., 2010; Hampel

i de la Chapelle, 2011; Hampel i de la Chapelle, 2013).

5.2.4. Refinant la seleccid: hipermetilacié del promotor del gen MLH1 i la deteccié de la
mutacié V600E en el gen BRAF

Aproximadament el 7-15% dels CCR presenten una funcid6 MMR alterada. Un cop tenim
identificada aquesta perdua de funcié la persona és candidata a analisi en estudi germinal. De
totes maneres, la gran majoria de tumors MSI sorgeixen de forma esporadica en persones de 65 i
més anys d'edat, amb una proporcié de 2:1 de dones als homes, pero els tumors comparteixen
moltes de les caracteristiques patologiques que els relaciona amb els tumors del tipus de la LS

(Ward, et al., 2001).

Distingir entre els casos de LS dels esporadics presenta un desafiament permanent. Com ja hem
explicat en els apartats anteriors, “3.2.2. La via de la inestabilitat dels microsatelilits (MSI)” i “3.2.3.
Via del fenotip metilador d’illes CpG (CIMP)“ i com s'il-lustra a la Figura 31, els CCR amb MSI
esporadics, mostren la perdua d'expressi6 d’MLH1 a causa de la hipermetilacié adquirida
d'ambdues copies del promotor de MLH1 (Figura 31), (Cunningham, et al., 1998). També sén
tipicament positius per a la mutacié BRAF V600E i pel fenotip metilador, CIMP (Herman, et al.,
1998; Deng, et al., 1999; Deng, et al., 2001; Deng, et al., 2002a; Deng, et al., 2002b; Deng, et al.,
2003; Deng, et al., 2004; McGivern, et al., 2004; Weisenberger, et al., 2006; Kim i Deng, 2007; Kim,
et al., 2008).
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Figura 31. Esquema de les dues vies de desenvolupament del CCR amb MSI. Adaptat de Boland i Goel, 2010.

Per aquest motiu, s’ha proposat que I'abséncia de la hipermetilacié del promotor d’MLH1 aixi com
de la mutacié6 de BRAF V600E poden fer-se servir com a eines per a millorar la seleccié dels
possibles candidats a analitzar les mutacions germinals en el gen MLHI1. No obstant aixo, el tema
ha esta motiu de controversia (Lehmann, 2008; Rahner, et al., 2008). En general I'abséncia de
mutacions BRAF identifica amb una alta sensibilitat (96-100%) i una baixa especificitat (22-100%)
de casos amb CCR associats a LS (Deng, et al., 2004; Domingo, et al., 2004a; Domingo, et al.,
2004b; Loughrey, et al., 2007; Bessa, et al., 2008; Julie, et al., 2008; Perez-Carbonell, et al., 2010).
Només es detecta aquesta mutacié associada a tumors de la LS (Deng, et al., 2004; Loughrey, et al.,
2007; Kim, et al., 2008; Walsh, et al., 2009). Tanmateix, la hipermetilacié del promotor d’MLH1 és
una bona alternativa pero la seva deteccié en un nombre limitat de tumors LS ha fet que el seu Us
també sigui discutit (Deng, et al., 2004; Nagasaka, et al., 2004; Alemayehu, et al., 2008; Rahner, et

al., 2008). El fet de que també estiguin descrites epimutacions germinals en MLH1 com a causa de

66



Introduccié

LS ha contribuit també a la discussié (Hitchins i Ward, 2009; Niessen, et al., 2009; Hitchins, et al.,

2011; Pineda, et al., 2012; Hitchins, 2013).

5.3. Algoritme diagnostic de la sindrome de Lynch

En la figura 32 es mostra amb detall I'algoritme diagnostic consensuat entre la Unitat de Consell
Genétic i el Programa de Diagnostic Molecular de Cancer Hereditari del Institut Catala d’Oncologia,
per a la identificacié dels pacients amb LS i la deteccié de mutacions causants de la patologia
(Figura 32). En un primer pas, es seleccionen els individus que compleixen els criteris clinics
d’Amsterdam i de Bethesda. Posteriorment, el cribratge es centra en I'analisi molecular del tumor,
amb les proves de la IHQ i de la MSI com a estudis complementaris. Segons els criteris clinics que
compleixen les families, es recomana la realitzacié de IHQ i/o MSI com a primer pas (Vasen, et al.,
2007). Actualment, com a particularitat, cal destacar, que sempre que es detecti I'abséncia
d’expressié de la proteina MLH1, aixo implicara I'analisi de la hipermetilacié del promotor, per tal
de descartar que es tracti d’un cas esporadic. Si el promotor d’MLH1 no esta hipermetilat, es dura
a terme I'analisi mutacional del gen MLH1. Per una altra banda, en el cas que el pacient hagi estat
diagnosticat a una edat primerenca o amb multiples tumors i, que a la vegada, presenti
hipermetilacié de MLH1 pot considerar-se oportlu procedir a I'analisi de mutacions en MLHI o
metilacié germinal de MLH1 (Hitchins i Ward, 2009; Pineda, et al., 2012; Hitchins, 2013). En cas
contrari, si la hipermetilacié hi fos present, aquest individu sortiria d’estudi i es descartaria I'analisi

mutacional del gen MLH1 (Figura 32).
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Figura 32. Algoritme diagnostic proposat per I'estudi de la sindrome de Lynch. (*) En cas de manca
d’expressié de MLH1, es realitza I'analisi d’hipermetilacié de MLHI1 o de la mutacié p.V600E de

BRAF. Adaptat de Pineda, et. al., 2010.

5.4. Estudi del cost efectivitat

Tradicionalment, les decisions cliniques s'han basat en els resultats d'efictivitat dels assajos clinics.
En l'actualitat i d'una manera creixent, els professionals de la salut utilitzen altres técniques,
principalment les avaluacions economiques, per completar i millorar el complicat procés de presa

de decisions dins del sistema sanitari.

L’analisi de cost efectivitat és una eina utilitzada per ajudar a prendre decisions sobre el tipus
d'atenci6 medica. Es tracta d'un metode que compara el cost i l'efectivitat de dues o més

alternatives cliniques. Estrictament parlant, pero, I'analisi de cost efectivitat és una de les
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técniques d'avaluacié economica, on l'eleccié6 de la metodologia depén de la naturalesa dels

beneficis especificats.

L’analisi cost efectivitat ha estat definida pel National Institute for Health and Clinical Excellence
(NICE) com un disseny de I'estudi economic en el qual les conseqliéncies de les diferents
alternatives cliniques es mesuren usant un sol resultat, generalment en unitats "naturals" (per
exemple , els anys de vida guanyats, les morts evitades, atacs cardiacs evitats o casos detectats).

Els procediments alternatius es comparen llavors en termes de cost per unitat d'efectivitat.

En I'analisi de cost efectivitat es distingeix entre els costos directes i els costos indirectes o de
productivitat associada a la alternativa clinica, aixi com als anomenats intangibles, els quals, tot i
gue poden ser dificils de quantificar, sén sovint les conseqiiéncies del propi procediment i han ser
inclosos en el perfil de costos. Es indispensable precisar quines sén les despeses que estan incloses
en un analisi de cost efectivitat i quines no, per assegurar que els resultats no estiguin subjectes a

una interpretacio erronia.

S’ha de fer una distincid entre les alternatives cliniques que sén completament independents (és a
dir, en qué els costos i els efectes d'una estratégia no es veuen afectats per la introduccié o no
d'altres estratégies) i les que s'exclouen entre si (on la implementacié d'una metodologia implica
gue una altra no pugui ser aplicada, o si la realitzacié d'una estrategia provoca canvis en els costos

i els efectes d’una altra).

Quan son estrategies completament independents els resultats s'expressen llavors mitjangant les
ratios cost efectivitat (I'acronim en anglés és CER), que és el quocient entre el cost de I'alternativa i

la seva efectivitat.

No obstant, en la majoria dels casos, les terapies analitzades sén mutuament excloents. En aquest
cas les ratios de cost efectivitat incremental (l'acronim en anglés és ICER) son l'eina per
proporcionar i interpretar els resultats de I'analisi cost efectivitat. L'ICER és una mesura més
detallada de I'estrategia considerada que el CER. En una tria entre dos possibles tractaments (A i B)
I'ICER proporcionaria informacié sobre si els costos addicionals, originats per un canvi de pauta
terapeutica de pacients d’un tractament A, a un altre tractament B, poden ser justificats a través

del seu balang amb els beneficis clinics addicionals.
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En termes practics, les diferents alternatives terapeutiques comparades en l'analisi del cost
efectivitat per a una determinada indicacié s'ordenen respecte a la seva efectivitat de forma
ascendent, amb |'objectiu d'assegurar I'efectivitat maxima en detriment de considerar el cost, i es
calculen els seus ICER corresponents. S'exclouen de les analisis aquelles alternatives que son més
cares i menys efectives. | es consideren dominades aquelles que sén igual d’efectives pero que son
més costoses i també s’acaben excloent de I'analisi comparatiu. Un cop excloses les estrategies

menys efectives 0 més costoses es tornen a calcular els diferents index.

L’analisi cost efectivitat esta lluny de ser una ciencia exacta, i sovint s’ha de considerar una certa
incertesa associada als resultats i una amplia variacio al voltant de I'estimacié generada. Per tant,
és imperatiu que I'avaluacié de la relacié cost efectivitat sigui sotmés a una analisi de sensibilitat
per permetre que qui prengui la decisié d’aplicar o no una estratégia conegui com varia el cost
eficacia segons la variabilitat de les variables considerades. L'analisi de sensibilitat implica la
variacié d'un o diversos parametres del model dins d'un rang de valors coneguts, que normalment
correspon a l'interval de confianga per a aquest estimador, i el calcul amb aquests nous valors del
resultat final. Aquestes analisis poden ser univariants o multivariants, i ens permeten posar a
prova els suposits en que es basa el nostre model a través del calcul de I'impacte que sobre el

resultat té la variacio de I'escenari del pitjor cas al millor.
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Hipotesi

Les caracteristiques mutacionals, genétiques i epigenétiques, que es van adquirint en un tumor
durant la seva genesi i progressid, condicionen la seva biologia i poden tenir repercussions

cliniques com ara aplicacions diagnostiques.

Dins del camp del diagnostic clinic de la Sindrome de Lynch, nosaltres hem hipotetitzat que I'estudi
de dues alteracions somatiques, les mutacions BRAF i de la hipermetilacié del promotor del gen
MLH1, poden ajudar a dissenyar algoritmes de diagnostic per I'estudi genétic de la sindrome de

Lynch que siguin més cost-efectius.

Dins I'ambit de la generacid del coneixement sabem encara relativament poc sobre la dinamica
d’adquisicié d’alteracions genetiques en els estadis primerencs de la transformacié neoplasica
colonica. Hem hipotetitzat que el desenvolupament de noves metodologies d’alta sensibilitat per
la deteccid d’alteracions genétiques especifiques i la seva utilitzacio per I'estudi de criptes, unitats
estructurals del teixit normal i tumorals, ens poden donar una nova visié de la dinamica tumoral
tant als carcinomes esporadics com a les sindromes de predisposiciéd hereditaria de cancer

colorectal.
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Objectius

Objectiu general

L’objectiu general de la present tesi es centra en dos projectes independents basats en |'estudi de
biomarcadors en cancer hereditari, amb I'objectiu translacional d’una millora en el camp del

diagnostic clinic i, per una altra part, aprofundir en el coneixement dels processos tumorogenics.

Objectius especifics

1. Validacio i estudi del cost efictivitat de la determinacid de la hipermetilacié del promotor del
gen MLH1 en I'algoritme diagnostic de la sindrome de Lynch, secundari a mutacions en els gens

reparadors.

2. Estudi de la dinamica tumoral mitjangant I'analisi de mutacions primerenques en el cancer

colorectal. Aquest bloc consta de dos objectius correlacionats entre si.

i) Disseny i posada a punt de la metodologia necessaria per la deteccié d’al-lels mutats
diluits en la mostra del tumor, a partir de biopsies i de mostres de teixit amb poca

concentracio de DNA.

ii) Estudi de la dinamica tumoral a partir de I’analisi de I'espectre mutacional primerenc en

criptes de colon procedents de mucosa normal, adenomes i adenocarcinomes.
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Resultats

La seccio de Resultats d’aquesta tesi consta de 2 articles publicats i un sotmes a publicacié, que es
descriuen breument a continuacid. Per altra banda, s’adjunta a I’Annex 1 un altre article publicat

en el que la doctoranda ha col-laborat i n’és coautora.

Article 1

“MLH1 promoter hypermethylation in the analytical algorithm of Lynch syndrome: a cost-

effectiveness study”

European Journal of Human Genetics, 2012

Article 2

“Nanofluidic Digital PCR for KRAS Mutation Detection and Quantification in Gastrointestinal

Cancer”

Clinical Chemistry, 2012

Article 3

“Genetic backgroung influences intratumoral and intracrypt heterogeneity in early colorectal

tumorigenesis”

Sotmes a publicacié.
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ARTICLE 1

MLH1 promoter hypermethylation in the analytical algorithm of Lynch
syndrome: a cost-effectiveness study

Mireia Gausachs, Pilar Mur, Julieta Corral, Marta Pineda, Sara Gonzalez, Llucia Benito, Mireia
Menéndez, Josep Alfons Espinas, Joan Brunet, Maria Dolores Iniesta, Stephen B. Gruber, Conxi

Lazaro, Ignacio Blanco i Gabriel Capelld
European Journal of Human Genetics; 20(7); 762-8 (2012)

Resum del treball: L'algoritme diagnostic d'analisi de la sindrome de Lynch (LS) és cada vegada
més complex. La mutacié de BRAF V600E i la hipermetilacié del promotor d’MLH1 s'han proposat
com una eina per seleccionar millor aquells malalts en els quals esta indicada la identificacié de LS.
L'objectiu d'aquest estudi va ser avaluar la utilitat clinica i el cost efectivitat de les dues alteracions
somatiques per millorar el rendiment de l'algoritme diagnostic de la LS. Es van estudiar un total de
122 tumors CCR d'individus amb antecedents familiars de cancer colorectal que mostraven MSl i/o
pérdua d’expressié de les proteines del sistema MMR. Es van detectar mutacions germinals MMR
en 57 casos (40 MLH1, 15 MSH2 i 2 MSH6). La mutacié BRAF V600E es va avaluar mitjancant la
metodologia de I'SNUPE (single nucleotide primer extension). La hipermetilacio del promotor
d’MLH1 es va avaluar mitjangcant I'MS-MLPA (methylation-specific multiplex ligation-dependent
probe amplification) en un subconjunt de 71 casos amb pérdua d’expressio de la proteina MLH1.
L'analisi de sensibilitat de I'estudi de cost efectivitat es va realitzar variant només el valor de la
probabilitat de una variable (one-way sensitivity analysis), i es va dur a terme per estimar els
costos addicionals de les alternatives metodologiques per a la deteccid de casos de portadors de
mutacions MLH1 de manera que es tenen en compte la robustesa de les estimacions. La
sensibilitat de I'abséncia de les mutacions BRAF per detectar pacients de LS va ser del 96% (23/24)
i I'especificitat del 28% (13/47). L'especificitat de la hipermetilacié del promotor d’MLH1 per a
detectar tumors LS va ser del 66% (31/47) i la sensibilitat de 96% (23/24). El cost per mutacid
addicional detectat en utilitzar I'analisi de hipermetilacié va ser menor en comparacié amb I'estudi

de BRAF i amb I'estudi germinal de la mutacié MLH1. La hipermetilacié somatica de MLH1 és un
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meétode de seleccid previa precis i cost-efectiu en la seleccio dels pacients que son candidats per
I’analisi de la linia germinal d’MLH1 quan hi ha sospita de LS i quan I'expressio de la proteina MLH1

és absent.
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MLH1 promoter hypermethylation in the
analytical algorithm of Lynch syndrome:
a cost-effectiveness study

Mireia Gausachs!, Pilar Mur!, Julieta Corral!, Marta Pinedal, Sara Gonzalez!, Llacia Benito!, Mireia Menéndez!,

Josep Alfons Espinas!, Joan Brunet?, Maria Dolores Iniesta®, Stephen B Gruber®*>, Conxi Lazaro!,

Ignacio Blanco! and Gabriel Capella*!

The analytical algorithm of Lynch syndrome (LS) is increasingly complex. BRAF V600OE mutation and MLH1 promoter
hypermethylation have been proposed as a screening tool for the identification of LS. The aim of this study was to assess the
clinical usefulness and cost-effectiveness of both somatic alterations to improve the yield of the diagnostic algorithm of LS.

A total of 122 colorectal tumors from individuals with family history of colorectal cancer that showed microsatellite instability
and/or loss of mismatch repair (MMR) protein expression were studied. MMR germline mutations were detected in 57 cases
(40 MLH1, 15 MSH2 and 2 MSH6). BRAF V600OE mutation was assessed by single-nucleotide primer extension. MLH1 promoter
hypermethylation was assessed by methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification in a subset of 71 cases
with loss of MLH1 protein. A decision model was developed to estimate the incremental costs of alternative case-finding methods
for detecting MLH1 mutation carriers. One-way sensitivity analysis was performed to assess robustness of estimations. Sensitivity
of the absence of BRAF mutations for depiction of LS patients was 96% (23/24) and specificity was 28% (13/47). Specificity

of MLH1 promoter hypermethylation for depiction of sporadic tumors was 66% (31/47) and sensitivity of 96% (23/24). The cost
per additional mutation detected when using hypermethylation analysis was lower when compared with BRAF study and germinal
MLH1 mutation study. Somatic hypermethylation of MLH1 is an accurate and cost-effective pre-screening method in the selection

of patients that are candidates for MLH1 germline analysis when LS is suspected and MLH1 protein expression is absent.
European Journal of Human Genetics advance online publication, 25 January 2012; doi:10.1038/ejhg.2011.277

Keywords: Lyncg Syndrome; MLH1 promoter hypermethylation; BRAF V60OE mutation; MS-MLPA; cost-effectiveness

INTRODUCTION

Lynch syndrome (LS) is characterized by an autosomal dominant
inheritance of early-onset colorectal cancer (CRC) associated with an
increased risk of other cancers."? It is caused by germline mutations in
DNA mismatch repair (MMR) genes being MLHI and MSH?2
the most commonly mutated.>= Genetic heterogeneity and the low
prevalence of hereditary tumors make it expensive to test all patients
in whom LS is suspected.

Microsatellite instability (MSI) is a hallmark of MMR-deficient
cancers and is found in >90% of LS colorectal tumors.>” Immuno-
histochemistry staining is also used to determine the loss of expression
of MMR proteins in tumor tissue of candidate patients. In spite of a
low sensitivity, both strategies are generally accepted as prescreening
procedures for genetic testing of MMR genes.®®

BRAF V600E mutation is present in approximately 10% of CRCs
and in a higher proportion of MSI tumors. This mutation is strongly
associated with MLHI inactivation secondary to promoter hyper-
methylation.!®13 It has been used to distinguish LS-associated from
sporadic MSI-positive tumors.!%!:1621 The lack of BRAF mutations

identifies with high sensitivity (96-100%) and lower specificity
(22-100%) CRC cases associated with LS.1*1116-21 Qccasionally,
BRAF mutations have been detected in LS patients.??

Methylation of the MLHI promoter, leading to a loss of MLH1
expression, is also strongly associated with sporadic MSI-positive
CRCs. MLHI promoter hypermethylation has been also evaluated
for the selection of patients that will not be tested for germline
mutation.>~>> However, the identification of hypermethylation in a
limited number of LS tumors has made its use controversial 102628

Issues that affect screening include the accuracy, sensitivity, and
specificity of the test, the benefit to the patient, the possible negative
ramifications of the results, and the cost.»2%-3! Before routine imple-
mentation in the clinical setting, it is critical to assess the analytical
and clinical validity and the cost-effectiveness of BRAF mutation
and MLH]I promoter hypermethylation.

The aim of this study was to compare the diagnostic yield and
cost-effectiveness of BRAF V600E mutation versus MLHI promoter
hypermethylation in a large series of cases with familial aggregation for
which MMR gene status was studied.

IHereditary Cancer Progam, Institut Catala d’Oncologia, IDIBELL, Hospitalet de Liobregat, Spain; 2Hereditary Cancer Program, Institut Catala d’Oncologia, IDIBGI, Girona, Spain;
3Department of Internal Medicine, Ann Arbor, Michigan; “Human Genetics, University of Michigan Medical School, Ann Arbor, Michigan; Department of Epidemiology,
University of Michigan School of Public Health, Ann Arbor, Michigan

*Correspondence: Dr G Capelld, Hereditary Cancer Progam, Institut Catala d’Oncologia, IDIBELL, Gran Via 199-203, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona 08908, Spain.
Tel: +34932607952; Fax: +34932607466; E-mail: gcapella@iconcologia.net

Received 6 September 2011; revised 20 December 2011; accepted 22 December 2011



A cost-effectiveness study of MLHI methylation
M Gausachs et al

N

MATERIALS AND METHODS
Samples and patients
A total of 122 colorectal tumors with MMR deficiency (as evidenced by MSI or
combined MSI and loss of MMR protein expression) were obtained from
individuals with family history of CRC attended at our Cancer Genetic
Counseling Unit between 1999 and 2008. A total of 43 patients met Amsterdam
criteria, 48 revised Bethesda criteria and 12 cases showed other types of CRC
familial aggregation. In all cases, MMR germline mutation status was assessed
by direct sequencing and multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA). Overall, 57 tumors were from LS patients (40, 15 and 2 with MLH]I,
MSH?2 and MSH6 mutations, respectively). In addition, a series of 48 (MSS)
tumors from patients showing CRC familial aggregation and 73 sporadic CRC
from a case-control study 32 were also analyzed. Informed consent was
obtained from all patients, and the ethics committee approved this study.
DNA extraction from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) material
was done after microdissection of tumor cells using the QIAmp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). DNA from RKO colorectal tumor cell line (ATCC,
Manassas, VA, USA) was used as a biallelic MLHI methylation control. DNA
from SK-MEL-28 melanoma cell line (ATCC) and from COLO 201 colorectal
cell line (kindly provided by Dr Soong) were used as controls of homozygous
BRAF V600E mutation. To generate unmethylated DNA, peripheral blood
lymphocyte (PBL) DNA was amplified using the REPLI-g kit (Qiagen).

Detection of somatic alterations

Detection of BRAF V600E mutation. A 196-bp region of exon 15 of the
human BRAF spanning the hotspot mutation c.1799T>A. (V600E) was
amplified by PCR and subsequently sequenced (as described in Supplementary
Data Table 1). BRAF V600E mutation detection was also performed by Single
Nucleotide Primer Extension (SNuPE) using the ABI PRISM SNaPshot Multi-
plex Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with specific primers
(as described in Supplementary Data Table 1). Analytical sensitivity of BRAF
V600E mutation analysis was assessed in serial dilutions of homozygous V600E
mutated DNA from SK-MEL-28 and COLO 201 cell lines with wild-type
genomic DNA from PBL.

Detection of MLHI promoter methylation status.

Methylation-specific MLPA (MS-MLPA) SALSA MS-MLPA MEO11 kit (MRC
Holland, Amsterdam, The Netherlands) is based on the use of probes that
contain a digestion site (or occasionally two digestion sites) specific for the

methylation-sensitive Hhal enzyme. Five pair of probes target A to D regions in
MLH]I promoter and intron 1 (Figure 1). Analytical sensitivity was assessed in
serial dilutions of RKO DNA and unmethylated DNA. Intra- and inter-experiment
variability was assessed using a tumor sample showing methylation values close to
20%. A similar value has been proposed as a meaningful cutoff value in previous
studies.>** Ten replicates in two independent experiments were analyzed.

Methylation-specific melting curve analysis (MS-MCA) MS-MCA method
consists of a real-time PCR followed by temperature dissociation®® on DNA
previously treated with sodium bisulfite, using the EZ DNA Methylation-Gold
Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA). For experimental conditions and
primer sequences see Supplementary Data Table 1. Analytical sensitivity of the
method was assessed as described above.

Pyrosequencing  Two ul of bisulfite converted DNA were used in a PCR
reaction of the regions of interest using HotStar Taq master mix (Qiagen),
and biotin-labeled primers. Primers were designed using the Pyromark Assay
Design Software 2.0 (Qiagen). For experimental conditions and primer
sequences see Supplementary Data Table 1.

Analysis of MLHI loss of heterozygosity (LOH) in the MLH1 mutation
carrier. Allelic imbalances and copy number variation were analyzed using
SNuPE technique and MLPA, respectively. Experimental conditions are
described in Supplementary Data Table 1.

Cost-effectiveness analysis

A decision model was developed to estimate the number of mutation carriers
and the incremental costs of alternative case-finding methods for detecting
MLHI mutation carriers among individuals with a positive molecular test in
tumors (MSI and/or loss of expression of MLH1). Strategy 1 (BRAF — MLH1
mutation analysis) involved BRAF V600E testing of all individuals. If no
mutation was detected, MLHI mutation testing followed. Strategy 2 (Hyper-
methylation — MLHI mutation analysis) involved testing for MLHI hyper-
methylation of all individuals. If hypermethylation was absent, MLHI mutation
testing followed. Strategy 3 (MLHI mutation analysis) involved direct MLHI
mutation testing of all individuals.

Pathway probabilities were attached to the decision tree (Table 1 and
Supplementary Data Figure 1). For each strategy, the number of individuals
tested, mutations detected and missed, false-positive results, and MMR muta-
tions detected in first- and second-degree relatives were computed. Resource
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Figure 1 Detailed methylation patterns of MLHI1 gene promoter, as assessed by MS-MLPA, of the 71 familial CRC tumors showing loss of MLH1 protein
expression. The five regions of the CpGs targeted by the selected probes are shown. Samples lacking or harboring germline MLH1 gene mutations are
separately described in panels a and b, respectively. Box highlights the methylation pattern of the informative C and D regions.
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Table 1 Parameters and sources for the cost-effectiveness analysis

Case-base  Sensitivity range
MLH1I germline mutation prevalence 0.338 0.200 0.600
Sensitivity BRAF 0.958 0.800 0.960
Specificity BRAF 0.277 0.200 0.600
Sensitivity MLH1 hypermethylation 0.958 0.800 0.960
Specificity MLH1 hypermethylation 0.660 0.600 0.960
Mean number of first- and second-degree relatives 5
Proportion of mutation carriers in first- and 0.5 0.4 0.6
second-degree relatives
Unit cost of a MMR mutation test (€) 1100 300 1100
Unit cost of a BRAF test (€) 110 99 121
Unit cost of a MLH1 hypermethylation test (€) 112 101 124
Unit cost of a MMR mutation test in first- and 150 135 165

second-degree relatives (€)

Case-base parameters were obtained from the present report. Sensitivity ranges were defined
after review of the literature (see Table 3 and Supplemental Data Table 4) including the present
report.

valuations were attached to each event in order to calculate a total cost for each
strategy (Supplementary Data Table 2). The health outcome was defined in
terms of additional MMR mutations detected. Two independent assessments
were performed: one that considered costs and outcomes for proband only, and
a second that included proband and their first- and second-degree relatives.
Following a healthcare perspective, direct medical costs were used for analysis.

Finally, a one-way sensitivity analysis was performed in order to evaluate the
relative impact of distinct parameters on the incremental cost per additional
MLH]I mutation carrier detected. Each parameter is individually tested over a
range of values while holding all other parameters at their base-case values.
Ranges for each variable were based on a literature review or on expert opinion
if no range data were available.

RESULTS

Usefulness of BRAF V600E mutation analysis in the identification
of LS tumors

SNaPshot consistently detected the BRAF V600E mutation when it
was present in 5% of all alleles analyzed (Supplementary Data
Figure 2). BRAF mutation was identified in 5 of 24 (20%) MSI and
2 0f 49 (4%) MSS sporadic tumors. BRAF mutations were occasionally
detected in MSS tumors of cases with familial aggregation.

BRAF mutations were detected in 14 of 122 (11%) MSI tumors.
One BRAF mutation was identified in a tumor from a patient with
MLHI germline mutation. Absence of BRAF mutations was highly
sensitive (98%; 56/57) for the identification of LS tumors. Specificity
was 20% (13/65). All cases harboring BRAF V600E mutations were
associated with loss of MLH1 expression. Restricting the analysis to
the 71 tumors with loss of MLHI protein expression (24 LS and
47 non-LS tumors), the absence of the mutation showed a sensitivity
of 96% (23/24) and a specificity of 28% (13/47) for depiction of LS
tumors (Supplementary Data Table 3).

Usefulness of MLHI promoter methylation analysis in the
identification of LS tumors
Following Deng et aP®, only positive results for C- and D-regions
(Figure 1) were scored as hypermethylation, as both correlate with loss
of expression. MS-MLPA analytical sensitivity was 10% (Figure 2 and
data not shown). Intra- and inter-experiment variability of MS-MLPA
was within the range of 1%.

The reconstituted samples were also analyzed using pyrosequen-
cing. Its analytical sensitivity was 5% for C-region and 10% for
D-region (Supplementary Data Table 4) similar to that of
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Figure 2 Analytical sensitivity and experimental variability of MLHI promoter
hypermethylation analysis as assessed by MS-MLPA. (a) Its performance was
tested by serial reconstitutions of methylated alleles in increasing amounts
of unmethylated alleles ranging from 100 to 0%. A linear relationship was
detected between observed and predicted methylation. (b) Intra- and inter-
experimental variability values refer to those obtained in a borderline sample
showing methylation close to 20%.

MS-MLPA (Supplementary Data Figure 3). Of note, the intensity of
the methylation signal of MS-MLPA-targeted CpGs is average
compared with the methylation for the whole region as assessed by
pyrosequencing.

In the set of 71 tumors with MLH1 loss, MS-MLPA analysis
evidenced MLHI promoter hypermethylation in 32 cases when a
cutoff value of 20% was used (Supplementary Data Table 3). Absence
of hypermethylation showed a sensitivity of 96% (23 of 24) and a
specificity of 66% (31 of 47) for LS identification. Two cases displayed
exclusive MLHI C-region methylation and three tumors displayed
exclusive D-region methylation (Figure 1). If we would have consid-
ered methylation in regions A or B, six additional cases would
have been misclassified as false-negative cases (Figure 1). Finally, the
combination of BRAF mutation and MLH]1 hypermethylation did not
yield any additional value (Supplementary Data Table 3).

In our experience, the 20% cutoff value for MS-MLPA for MLH1
promoter assessment proved to be useful. However, the use of distinct
cutoff values affects its putative clinical usefulness (Supplementary
Data Table 3). The 20% cutoff usefulness was validated in an
additional set of 10 cases (4 LS and 6 non LS), where it adequately
classified all cases (data not shown). Alternative methods to assess
methylation status were also evaluated. A MS-MCA test was developed

)

European Journal of Human Genetics



A cost-effectiveness study of MLHI methylation
M Gausachs et al

~

that showed an analytical sensitivity of 5% (Supplementary Data
Figure 3). Subsequently, a set of six tumor samples for which
methylation levels were estimated between 5 and 20% by MS-MLPA
were analyzed. MS-MCA scored as methylated one case previously
scored as unmethylated. However, MS-MCA failed to identify as
methylated a case showing 20% methylation levels (data not
shown). MS-MCA did not add value in those cases with borderline
values according to MS-MLPA.

In all, only one LS-associated colorectal tumor harbored somatic
MLH]I promoter hypermethylation and a BRAF mutation (Supple-
mentary Data Figure 4). This tumor arose in a patient that fulfilled
Bethesda criteria. His first tumor was located in the right colon and
diagnosed at 23-years old. The second was diagnosed at age 43 and
was located in the sigma (pT3pN2MO0). The latter tumor was the one
analyzed. Family history included a diagnosis of CRC of his mother,
whereas his father developed a gastric cancer. Tumor tissue study
revealed neither somatic copy number variation of the MLH1 gene nor
LOH was evidenced. Although the tumor displayed the typical
molecular profile associated with sporadic MSI tumors, BRAF muta-
tion and MLH]I promoter hypermethylation, the patient was a carrier
of the founder Spanish pathogenic MLHI c.1865T>A (L622H)
mutation.’’

Cost-effectiveness analysis

Both testing strategies were compared with MLHI germline testing for
all individuals (BRAF-MLHI mutation analysis (Strategy 1); Hyper-
methylation - MLHI mutation analysis (Strategy 2); DNA testing of all
individuals (Strategy 3) (Supplementary Data Figure 1). Parameters,
base case values and assumptions used to calculate the incremental
cost per additional mutation detected are shown in Table 1.

The three strategies were analyzed in a hypothetical cohort of
1000 newly diagnosed CRC patients with loss of MLH1 expression
(Table 2). DNA testing of all probands (Strategy 3) is anti-
cipated to identify all expected carriers (n=338) (Table 2). Strategies

1 and 2 identified the same number of carriers (n=324), but strategy 1
associated with a higher number of false-positive when compared with
strategy 2 (479 vs 165). When first- and second-degree relatives were
also considered, the number of identified MLHI mutation carriers
increased up to 810, improving the clinical impact of the screening.
Strategy 3 was able to identify 35 additional cases (Table 2).

Strategy 2 offered the lowest cost per additional mutation detected
(Table 2). When probands were considered, the incremental cost
for the identification of an additional MLHI mutation was 2212 for
strategy 2, whereas for strategy 3, the most specific one, the incre-
mental cost was 27220 (Table 2). When costs and benefits were
calculated including first- and second-degree relatives, the incremental
cost per additional mutation detected for strategies 2 and 3 was 846
and 7991, respectively (Table 2).

The sensitivity analysis showed that the two most influential
variables in the results obtained for strategies 2 and 3 were the
prevalence of MLHI mutations and the unit cost of a MMR test
(Figure 3). For strategy 2, the third most influential variable was the
specificity of the hypermethylation, whereas for Strategy 3 was the
sensitivity of the hypermethylation. Similar results were obtained
when first and second-degree relatives were included in the analysis.

DISCUSSION

Lack of BRAF mutations and absence of MLHI methylation have been
proposed as screening tests for the identification of candidate patients
for MLH]I germline testing. Here, we show that MLHI hypermethyla-
tion analysis on tumor biopsies, as assessed by MS-MLPA, outper-
forms BRAF mutation in the selection of these patients in terms of
sensitivity and specificity and is more cost-effective.

The association of BRAF mutation with MLHI hypermethylation
and the MSI phenotype resulted in its evaluation as a potential pre-
screening tool in the LS diagnostic algorithm 1011:13:1619.20.38 (Taple 3
and Supplementary Data Table 5). In agreement with previous reports,
the sensitivity of the absence of BRAF mutation is very high in

Table 2 Estimated results and costs of the distinct strategies used for LS identification in familial cancer cases

Strategy 2 Strategy 1 Strategy 3
MLH1 hypermethylation — MLH1 BRAF-MLH1 MLH1 mutation
mutation testing mutation testing testing
Probands cohort 1000 1000 1000
Individuals with BRAF or MLH1 hypermethylation testing 1000 1000 —
Individuals with MLHI mutation testing 549 803 1000
MLHI1 mutations detected 324 324 338
MLHI mutations missed 14 14 —
False-positive results 165 479 —
Cost (euros) 716619 992657 1100000
Average cost per MHLI1 mutation detected (euros) 2212 3064 3254
Incremental cost per additional MHL1 mutation detected (euros) 2212 Dominated? 27220
First- and second-degree relatives with MLH1 mutation testing 1620 1620 1690
MLHI mutations detected 810 810 845
MLHI1 mutations missed 35 35 —
Cost (euros) 959577 1235615 1353521
Mutation carriers detected (n) 1134 1134 1183
Average cost per MHL1 mutation detected (euros) 846 1090 1144
Incremental cost per additional MHLI mutation detected (euros) 846 Dominated?® 7991

Abbreviation: LS, Lynch syndrome.
aStrategy 1 is equally effective but more costly than Strategy 2.
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Figure 3 One-way sensitivity analysis for the incremental cost per additional MLHI mutation detected in probands and in probands and relatives.
The three most influential variables, of descending importance, for the incremental cost per additional MLHI mutation detected for 2 and 3 screening
strategy (Panel a and b, respectively). Each horizontal bar shows the range in cost-effectiveness given variations in each parameter value.

identifying MLHI mutation carriers 1182139 (Table 3 and Supple-
mentary Data Table 5). A single false-negative was identified adding to
the increasing number of LS tumors harboring a BRAF mutation.??
In contrast, its specificity is low. Two factors may account for this
observation. First, the low prevalence of BRAF mutations observed in
our selected population (11% of MSI tumors and 20% of those
lacking MLH1 protein expression). This is in the lower range of
reported series '©!821:39 but likely to reflect the experience of referral
centers.?! Second, the significant number of LS cases and MLHI
germline carriers analyzed allows more accurate estimates.

Sensitivity of methylation of MLHI promoter was again very high
with a single false-negative that also shared a BRAF mutation. The lack
of MLHI promoter hypermethylation showed a sensitivity of 66% for
LS depiction. Again, this is in the lower range (57-100%) of reported
series 12182139 (Table 3 and Supplementary Data Table 5) and maybe
linked to the low prevalence of hypermethylation observed (42%).
This low prevalence may well reflect the demographics of a
Cancer Genetics Unit and/or the technique used and the conservative
threshold cutoff chosen.

A number of techniques have been proposed to study the
hypermethylation in tumor tissues.>>?>?® However, we show that
MS-MLPA offers a better yield in the routine clinical diagnostic
setting,?! since has been a robust methodology, with low variability
and good analytical sensitivity when using the highly degraded DNA
extracted from FFPE blocks. The definition of clinically meaningful
cutoff values is crucial. The arbitrary 20% cutoff value>>** has been
validated in our series, whereas the 15% threshold?! would have
resulted in an increase of false-negative results. Also, we have con-
firmed that considering only C- and D-regions of MLHI promo-
ter,®40 yields the best performance in the diagnostic setting.!®21%
Quantitative assessment obtained by pyrosequencing is attractive, but
its application to FFPE samples is not straightforward.

A false-negative case has been identified. The patient was a carrier of
the Spanish pathogenic MLH]I ¢.1865T >A (L622H) mutation.?” This

case shares a BRAF mutation and promoter hypermethylation, the
expected scenario for a non-LS tumor.!%1b1415 Walsh et al?? reported
the presence of a BRAF mutation in a member of a LS family that, also
showed predisposition to develop colorectal serrated polyps. Interest-
ingly, some evidence suggests that non-LS MSI-H cases may originate
from sessile serrated adenoma.*"*? In our case, no serrated phenotype
was observed. The somatic profile of this tumor suggests that
hypermethylation is the second inactivating hit. The concomitant
existence of BRAF mutations or MLHI promoter hypermethylation
in LS patients has been extensively documented.!®1113:16,18-21,26-28

The clinical usefulness of MLHI hypermethylation analysis
relies, in part, on the low prevalence observed. MLHI hypermethyla-
tion analysis does not only outperform BRAF mutation analysis
but it is also more cost-effective, in terms of incremental cost per
additional MLHI mutation carrier detected. Our results are in line with
those by Perez-Carbonell et al?! that reached similar conclusions using
a more simple cost-minimization approach. The advent of Next
Generation Sequencing to the diagnostic setting will make germline
mutation analysis more affordable. The one-way sensitivity analysis has
been used to forecast variations in incremental cost per additional
MLH]I mutation carrier. As a token, if a germline analyses would cost
300 per sample the incremental cost per additional mutation carrier
detected would be 856 when using MLHI hypermethtylation as a pre-
screening method. This still compares were direct MLHI germline
analysis that associates with an incremental cost of 1620€.

The cost-effectiveness results are also highly sensitive to changes in the
prevalence of germline mutation. Our prevalence of 47%, likely reflects
the population assessed in referral centers. Also, results are quite sensitive
to the operating characteristics of MLHI methylation detection techni-
que further reinforcing the importance of the technique used. Of note,
the recent identification and characterization of MLHI germline
epimutations suggests an additional usefulness of the study of somatic
hypermethylation in the diagnostic algorithm of LS eventually depicting
those cases candidate for constitutional epigenetic analysis.

)
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The main strengths of our study are: (i) the inclusion of a large

series of well-annotated cases with a significant number of LS cases
(for a comparison with other studies see Table 3 and Supplementary
Data Table 5); (ii) the evaluation of the experience of a Cancer
Genetics Unit showing specific prevalence of the alterations; and
(iii) the estimation of incremental costs of alternative case-finding
methods for detecting MLHI mutation carriers combined with
one-way sensitivity analysis.

In conclusion, somatic hypermethylation of MLHI is an accurate

and cost-effective pre-screening method in the selection of patients
that are candidates for MLHI germline analysis when LS is suspected
and MLHI1 protein expression is absent. Analysis of MLHI hyper-
methylation using MS-MLPA has very few false negative results,
making this technique a reasonable option in the diagnostic algorithm
of LS. In any case, clinicians must be aware that some LS cases may not
be identified. The present study adds significant evidence supporting
the introduction of the analysis of somatic hypermethylation of MLH1

as

the pre-screening method in the routine diagnostic setting of LS

with MLH]I germline mutation.
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Resultats

ARTICLE 2

Nanofluidic digital PCR for KRAS mutation detection and quantification in
gastrointestinal cancer

Daniel Azuara*, Mireia M. Ginesta*, Mireia Gausachs, Francisco Rodriguez-Moranta, Joan Fabregat,
Juli Busquets, Nuria Pelaez, Jaume Boadas, Sara Galter, Victor Moreno, Jose Costa, Javier de Oca, i

Gabriel Capelld (*) Aquests autors han contribuit equitativament en aquest treball.
Clinical Chemistry; 58:9; 1332-1341 (2012)

Resum del treball: La quantificacié simultania de multiples al-lels mutats en KRAS pot proporcionar
informacié addicional a la obtinguda pels procediments de sensibilitat estandard de deteccié de
mutacions. Es va avaluar la viabilitat de la plataforma del sistema de nanofluids i PCR digital per
detectar i quantificar simultaniament les mutacions KRAS en mostres clinicament rellevants. Es van
avaluar 2 grups de pacients (colorectal i malaltia pancreatica): El grup 1, va consistir en 27 pacients
amb carcinomes colorectals, 14 pacients amb adenomes i 5 individus controls; el grup 2, va
consistir en 42 pacients amb carcinoma de pancrees, 4 amb adenocarcinomes d’ampul-la, i 6 amb
pancreatitis cronica. La PCR digital es va realitzar amb la matriu de xip digital Fluidigm. El sistema
de nanofluids i la PCR digital té una sensibilitat analitica fins a 0,05% i 0,1%, per detectar al-lels
mutats i depen de I'al-lel analitzat. Pel grup de mostres de pacients amb malaltia colorectal, la PCR
convencional detecta mutacions en el gen KRAS en 9 de 14 (64%) adenomes, mentre que la PCR
digital va augmentar el nombre de deteccié fins a 11 (79%) de 14. Setze (59%) de 27 carcinomes
mostraren mutacid en KRAS amb la PCR convencional. En 5 casos (3 adenomes, 2 carcinomes), el
nombre total d'al-lels mutants va canviar. Pel grup amb malaltia pancreatica, la PCR digital va
augmentar el nombre de casos positius de 26 a 34 (81%) i es van identificar més de dos al-lels
mutats en 25 casos, en comparacié amb la PCR convencional, que identifica multiples al-lels
mutats en KRAS en només 12 casos. Hi ha una bona correlacié entre els resultats obtinguts amb
biopsies tumorals i els obtinguts amb el suc pancreatic. La PCR digital proporciona una mesura
robusta i quantitativa de la proporcié d'al-lels mutats en KRAS en mostres obtingudes de rutina.

Postulem que també permet una millor classificacié dels tumors, amb potencial rellevancia clinica.
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Clinical Chemistry 58:9
1332-1341 (2012)

Molecular Diagnostics and Genetics

Nanofluidic Digital PCR for KRAS Mutation Detection and
Quantification in Gastrointestinal Cancer

Daniel Azuara,'" Mireia M. Ginesta,'" Mireia Gausachs," Francisco Rodriguez-Moranta,? Joan Fabregat,®
Juli Busquets,® Nuria Pelaez,® Jaume Boadas,* Sara Galter,* Victor Moreno,” Jose Costa,® Javier de Oca,”
and Gabriel Capella™™

BACKGROUND: Concomitant quantification of multiple
mutant KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral on-
cogene homolog) alleles may provide information in
addition to that provided by standard mutation-
detection procedures. We assessed the feasibility of a
nanofluidic digital PCR array platform to detect and
quantify KRAS mutations simultaneously in clinically
relevant samples.

METHODS: We assessed 2 groups of patients (colorectal
and pancreatic disease): Group 1 consisted of 27 pa-
tients with colorectal carcinomas, 14 patients with ad-
enomas, and 5 control individuals; group 2 consisted of
42 patients with pancreatic carcinoma, 4 with adeno-
carcinomas of the ampulla, and 6 with chronic pancre-
atitis). Digital PCR was performed with the Digital Ar-
ray Chip (Fluidigm).

resuLts: Nanofluidic digital PCR detected mutant al-
leles at 0.05% to 0.1%, depending on the variant ana-
lyzed. For the colorectal disease group, conventional
PCR detected 9 (64%) of 14 adenomas that were posi-
tive for KRAS mutants, whereas digital PCR increased
this number to 11 (79%) of 14. Sixteen (59%) of 27
carcinomas showed KRAS mutation with conventional
PCR. Two additional cases were detected with digital
PCR. In 5 cases (3 adenomas, 2 carcinomas), the total
number of mutant alleles changed. For the pancreatic
disease group, digital PCR increased the number of
positive cases from 26 to 34 (81%) and identified =2
mutant alleles in 25 cases, compared with conventional
PCR, which identified multiple KRAS mutant alleles in
only 12 cases. A good correlation was observed between

results obtained with tumor biopsies and those ob-
tained with pancreatic juice.

concrusions: Digital PCR provides a robust, quantita-
tive measure of the proportion of KRAS mutant alleles
in routinely obtained samples. It also allows a better
classification of tumors, with potential clinical
relevance.

© 2012 American Association for Clinical Chemistry

Mutations in the KRAS® (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) gene, which are located pri-
marily in codons 12 and 13 of exon 2 (1), are among
the most frequently detected activating mutations in
human cancers. Up to 65% to 100% of pancreatic tu-
mors harbor codon 12 and 13 mutations, whereas this
proportion decreases to 30%-50% in colorectal tu-
mors. In pancreatic and colorectal human cancers,
KRAS mutations appear in the early stages of tumori-
genesis (2—4).

Somatic mutations can serve as biomarkers that
allow tumor cells to be distinguished from their normal
counterparts. Mutations within tumor cells and in
DNA released by tumor cells into clinical samples—
such as blood, lymph, stool, or urine—can be used to
detect cancers (5). The use of KRAS mutations for the
early detection of pancreatic and colorectal tumors has
been explored with fine-needle aspirates, pancreatic
juice, or stool DNA, either alone or in combination
with other genetic and epigenetic markers (6—8). The
usefulness of the detection of KRAS mutations as a
prognostic marker has also been explored, but the re-
sults have been inconclusive. With the advent of ther-
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apies that target the epidermal growth factor receptor
in patients with metastatic colorectal cancer, KRAS has
emerged as a major predictive marker, because tumors
containing KRAS mutations are believed to be unre-
sponsive to cetuximab or panitumumab treatment (9—
14). Detection of KRAS mutations has also been clini-
cally useful for diagnosing pancreatic tumors via
analysis of tumor biopsies, pancreatic juice, serum, and
stool DNA (6, 15, 16 ). In this setting, the lack of diag-
nostic specificity has precluded more-widespread use.

To use tumor-specific somatic mutations as bio-
markers for clinical oncology requires that they be de-
tected even when they present in only a small propor-
tion of cells within the tumor or when the mutations
occur in a large excess of nonmutated DNA. An in-
creasing number of techniques are being developed to
detect KRAS mutations, and these techniques have dif-
ferent levels of analytical sensitivity and specificity. Di-
rect sequencing is capable of detecting a mutant allele
ataprevalence of =20% (16, 17). Such frequently used
techniques as pyrosequencing and allele-specific PCR
have analytical sensitivities ranging from 1% to 10%
for the detection of mutant DNA diluted into a back-
ground of wild-type DNA (18-20). The TheraScreen®
K-RAS Mutation Kit (DxS Limited), a test based on an
amplification-refractory mutation system (ARMS)’
technology and possibly the most widely used CE-
marked kit for diagnostic use, has a reported analytical
sensitivity of approximately 1% of mutant allele (21 ).
More-sensitive methods are available for KRAS analy-
sis, such as mutant-enriched PCR (9 ) and COLD-PCR,
which has a reported analytical sensitivity of about
0.1% (22-24 ) or better (25).

Digital PCR is an alternative when considering
highly sensitive techniques. Whereas conventional dig-
ital PCR uses sequential limiting dilutions of target
DNA followed by PCR amplification (26, 27) to per-
form single-molecule PCR, the digital array performs
the same function by partitioning DNA molecules be-
fore the PCR. The use of multiple independent cham-
bers facilitates the detection of rare copies of a mutated
allele in a limited amount of patient sample. The digital
array has previously been used for a variety of different
applications, including absolute quantification (26),
mutation detection (28, 29 ), and studies of variation in
copy number (30, 31).

We previously hypothesized that the variation
profiles of pathologic alleles that are eventually ex-
panded in tumors are due to the interaction between

9 Nonstandard abbreviations: ARMS, amplification refractory mutation system;
UICC, Union for International Cancer Control; FAM, 6-carboxyfluorescein; ROX,
6-carboxy-X-rhodamine; PanlN, pancreatic intraepithelial neoplasia.

genetic instability and selection (32, 33 ). The analysis
of profiles of mutation frequencies for appropriate loci
selected according to the tumor type reflects the dy-
namics of carcinogenesis and yields a novel type of bio-
marker. This novel metric, “mutational load distribu-
tion analysis,” is based on precise quantification of a
subset of KRAS and TP53 (tumor protein 53) alleles
and can effectively discriminate between normal pan-
creatic tissue and pancreatic tumors (34 ). This type of
measure requires quantitative technologies capable of
directly measuring the number of DNA molecules
tested per assay. Recent developments have made dig-
ital PCR a feasible methodology amenable for the anal-
ysis of routine samples.

In this study, we assessed the feasibility of the
nanofluidic digital PCR array (Fluidigm) platform as a
quantitative and analytically sensitive approach to de-
tect KRAS mutations in routinely obtained samples.
We preliminarily explored the usefulness of quantify-
ing multiple KRAS alleles simultaneously in colorectal
and pancreatic carcinoma samples.

Materials and Methods

PATIENTS AND SAMPLES
All patients gave informed written consent to partici-
pate and to have their biological specimens analyzed.
The study was cleared by the Ethical Committee of the
University Hospital of Bellvitge and the Hospital of
Terrassa.

We assessed 2 groups of patients (colorectal dis-
ease and pancreatic disease). The colorectal disease
group included biopsies from 14 patients with sporadic
adenomas, 27 patients with sporadic carcinomas, and 5
patients with a normal colonoscopy result (controls).
Fresh frozen tumors or normal biopsy samples were
obtained from surgical resections (partial or complete
colectomy) or from endoscopy examinations carried
out between 2007 and 2010 at the University Hospital
of Bellvitge and the Hospital of Terrassa. In a small
subset of these tumors, corresponding formalin-fixed,
paraffin-embedded blocks were analyzed. The pancre-
atic disease group included 42 patients with carcinoma
of the exocrine pancreas, 4 patients with adenocarcino-
mas of the ampulla of Vater, and 6 patients with
chronic pancreatitis. Retrograde pancreatic juice sam-
ples were obtained from all of these patients during
surgery. The corresponding biopsy sample of the tu-
mor was also analyzed for a small set of these patients
(n = 10). All biological samples were immediately
stored at —80 °C until use.

The main clinicopathologic characteristics of the
patients are summarized in Table 1. Examination of
sections stained with hematoxylin and eosin verified
the pathologic diagnosis, and carcinomas were classi-
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Table 1. Clinicopathologic characteristics of the patients included in the study.
Colonic disease Pancreatic disease
Healthy controls Adenomas Carcinomas Pancreatitis ADC? of the ADC exocrine
(n=5) (n =14) (n =27) (n=6) ampulla (n = 4) pancreas (n = 42)
Sex, n
Male 3 (60%) 9 (64%) 20 (74%) 5 (83%) 1 (25%) 19 (45%)
Female 2 (40%) 5 (36%) 7 (26%) 1(17%) 3 (75%) 23 (55%)
Age, years® 56.21 (15.81) 63.2 (10.1) 68.9 (10.6) 45.8 (9.58) 73.75 (8.99)° 63.78 (11.19)°
Location, n
Distal 4(29%) 9 (33%)
Proximal 10 (71%) 18 (67%)
Histologic grade, n
Low risk 1 (7%)
Intermediate Risk 12 (86%)
High risk 1(7%)
Stage of CRC, n
-l 15 (56%)
- 12 (44%)
Stage of PaC
Tis 1(20%) —
| 2 (40%) 1(2%)
I 2 (40%) 38(93%)
1l — 2 (5%)
2 ADC, adenocarcinoma; CRC, colorectal cancer; PaC, pancreatic adenocarcinoma; Tis, tumor in situ.
b Age data are presented as the mean (SD).
© P < 0.05: chronic pancreatitis vs carcinoma of the ampulla; chronic pancreatitis vs carcinoma of the exocrine pancreas.

fied according to the Union for International Cancer
Control (UICC) TNM classification system.

DNA EXTRACTION

DNA from fresh frozen tissues was extracted with the
saline method (35). DNA from cell lines with known
KRAS mutations (MIA PaCa-2, SW480, NP9, SW1116,
A549, and CAL-62) was extracted with the FlexiGene
DNA Kit (Qiagen). DNA was extracted from pancre-
atic juice with the phenol-chloroform method
(33,36). DNA was extracted from formalin-fixed,
paraffin-embedded tissues with the QIAamp DNA
Mini Kit® (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. DNA quality and concentration were
measured with a NanoDrop 1000 spectrophotometer
(Thermo Scientific).

NANOFLUIDIC DIGITAL PCR
Digital PCR was performed with the Digital Array
(Fluidigm Europe), a nanofluidic digital array that par-
titions a sample premixed with PCR reagents into hun-
dreds of individual PCR reactions, thus allowing the
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absolute quantification of target sequences. The KRAS
mutation analysis is based on allele-specific PCR. We
designed external primers for complementary probe
regions and TagMan® MGB probes (Applied Biosys-
tems/Life Technologies) to screen for the 6 common
mutations in KRAS codon 12 (see Table 1 in the Data
Supplement that accompanies the online version of
this article at http://www.clinchem.org/content/vol58/
issue9). For each allele tested, one probe targets the
wild-type variant (tagged with Applied Biosystems’
proprietary VIC fluorophore), and the other targets a
mutant variant [tagged with the 6-carboxyfluorescein
(FAM) fluorophore]. We prepared 6-uL reaction
mixes containing 3 uL of Master Mix (Fluidigm), 0.6
L of the 20X GE Sample Loading Reagent (Fluidigm),
0.3 uL of DNA-free water, 0.3 pL of the 20X gene-
specific assays (TagMan® probes specific for mutated
and wild-type KRAS), and 1.8 uL (36 ng) of DNA sam-
ple. We then loaded 5 uL of the reaction mixture onto
a digital array. The reaction mixture was uniformly
partitioned into a 0.65- L sample panel of 770 reaction
chambers containing 0.84 nL each.
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Fig. 1. Analytical sensitivity of nanofluidic digital PCR for the detection of the Val substitution (Gly12Val) mutation.

Red chambers are VIC positive, blue chambers are FAM positive, and gray chambers are negative. Signals of amplification curves
are easily recognizable over those of the background signals for both FAM and VIC signals. Scale of the amplification curves:

The digital array underwent thermocycling on the
BioMark™ Real-Time PCR System (Fluidigm Europe).
The thermocycling conditions were: 120 s at 50 °C, a
hot start at 95 °C for 10 min, and 40 cycles of 15 s of
denaturation at 95 °C and 1 min of annealing and ex-
tension at 60 °C. The FAM and VIC signals of all cham-
bers were recorded at the beginning of each annealing
step. BioMark Digital PCR Analysis Software was used
to process the data, analyze PCR amplification, and
count the numbers of VIC-positive chambers and
FAM-positive (i.e., KRAS mutant positive) chambers
in each panel. We used 6-carboxy-X-rhodamine
(ROX) signals as an internal positive PCR control.
Software was used to calculate the number of positives
in each panel and to generate data as heat maps with
corresponding amplification curves for each of the 770
chambers. The Fluidigm digital PCR analysis software
uses a Poisson model to estimate the number of DNA
molecules from the count of positive wells (estimated
targets) for each allele, because positivity for a well may
correspond to multiple DNA molecules. Mutant allele
frequencies for a given case were calculated as the number
of estimated targets for a given probe divided by the total
number of alleles analyzed. The total number of alleles
analyzed was the sum of the median of wild-type esti-
mated targets after probing for each mutation and the
total number of estimated mutant alleles in the sample.

CONVENTIONAL REAL-TIME PCR ANALYSIS
We used a real-time PCR machine (LightCycler® 480;
Roche Applied Science) to perform real-time assays

with the same set of primers and probes. We added 20
ng genomic DNA to 2.5 uL TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 0.125 uL of the 40X
probe mixture, and 1.375 uL water. The thermocycling
parameters were the same for all of the alleles tested:
95 °C for 10 min and 40 cycles at 92 °C for 15 s and an
annealing temperature of 60 °C for 1 min. A final step
of allelic discrimination is necessary to differentiate be-
tween the VIC and FAM signals. The LightCycler 480
Software (version 1.5) determines the genotype of the
sample by measuring the intensity distribution of dyes
used after the PCR.

Results

ANALYTICAL SENSITIVITY OF THE DIGITAL PCR
To determine the analytical sensitivity of the 2 tech-
niques (nanofluidic digital PCR and conventional real-
time PCR), we performed a reconstitution experiment
with all of the known KRAS mutations at codon 12
(Gly12Cys, Gly12Val, Glyl12Asp, Gly12Ala, Gly12Ser,
and Gly12Arg; see Table 1 in the online Data Supple-
ment). Serial reconstitutions (25%, 10%, 5%, 1%,
0.5%, 0.1%, and 0.05%) of mutant DNA (MIA PaCa-2,
SW480, NP9, SW1116, A549, and CAL-62, respec-
tively) were prepared with increasing amounts of wild-
type DNA. Nanofluidic digital PCR was capable of de-
tecting mutant alleles at a relative concentration of
0.05% to 0.1%, depending on the variant analyzed (Fig.
1; see Figs. 1-3 in the online Data Supplement). The
analytical sensitivity of the conventional real-time PCR
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Table 2. Cross-reactivity analysis of the probes specific for distinct KRAS mutations.?
Wild type, VIC signal (wild FAM signal
% Mutation, % type) (mutated)
Gly Val Asp Cys Arg Ser Ala
No. of No. of Mutation
estimated estimated  detection,
GGT GTT GAT TGT CGT AGT GCT Probe Count targets®  Count targets® %<
64 25 10 1 0 0 0 Cys 535 921 16 16 1.7
64 10 25 1 0 0 0 Cys 559 1005 19 19 1.9
64 25 10 0 1 0 0 Arg 639 1366 13 13 1
64 10 25 0 1 0 0 Arg 610 1212 21 21 1.7
64 25 10 0 0 1 0 Ser 633 1332 23 23 1.7
64 10 25 0 0 1 0 Ser 632 1326 13 13 1
64 25 10 0 0 0 1 Ala 649 1428 16 16 1.1
64 10 25 0 0 0 1 Ala 660 1501 17 17 1.1
2 Amino acid residues and corresponding codon 12 sequences are indicated for wild type and mutants.
b Estimated targets, estimated number of molecules present in a given panel as calculated with the Fluidigm Digital PCR analysis software.
< Percentage of mutant molecules in a background of wild-type DNA.

analysis was =1% mutant in a background of wild-type
DNA (see Fig. 4 in the online Data Supplement).
Cross-detection of distinct KRAS mutant alleles
was analyzed. Mixtures containing a high proportion
(25% and 10%) of the 2 most frequent mutations
(Gly12Asp and Gly12Val) and 1% of the minor muta-
tions were hybridized to Ser, Arg, Cys, and Ala probes
(Table 2; see Fig. 5 in the online Data Supplement). No
cross-reactivity was detected with any of the probes.

COLORECTAL DISEASES
Neither digital PCR nor conventional allele-specific
PCR detected mutations in the control samples. Nine
(64%) of the 14 patients with adenomas were positive
for KRAS mutants by conventional PCR, whereas dig-
ital PCR was able to increase this number to 11 (79%).
Two synchronic adenomas scored positive for KRAS
mutants with both techniques. Sixteen (59%) of 27 pa-
tients with carcinomas were determined to have a
KRAS mutant by conventional PCR. Two additional
cases were detected with digital PCR (Table 3; see Fig. 6
in the online Data Supplement). In all, 4 cases were
reclassified as positive when digital PCR was used.
The quantification of KRAS mutations with the
nanofluidic digital PCR array is shown in Fig. 2 (also
see Fig. 7 in the online Data Supplement). The mean
KRAS mutational load—the sum of mutated allele fre-
quencies for a given case—was 20.1% for the adenoma
cases and was increased to 21.5% in the carcinoma
cases (see Fig. 8 in the online Data Supplement). All
KRAS mutant—positive adenomas and 16 of 18 carci-
nomas harbored a dominant allele. In contrast, the
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proportion of adenoma cases having multiple mutant
alleles was 21% (3 of 14) for adenomas and 7% (2 of 27)
for the carcinomas (Fig. 2; see Fig. 7 in the online Data
Supplement).

PANCREATIC DISEASES
Conventional allele-specific PCR revealed the presence
of one or more KRAS mutant alleles in 26 (62%) of 42
samples of pancreatic juice from carcinoma cases. Dig-
ital PCR increased the number of positive cases to 34
(81%) (Table 3; see Fig. 6 in the online Data Supple-
ment). Additionally, digital PCR was capable of depict-
ing heterogeneity within the KRAS locus in 25 cases,
whereas conventional PCR detected multiple KRAS al-
leles in only 12 cases. A dominant allele was present in
16 of the carcinomas of the exocrine pancreas (Fig. 2;
see Fig. 7 in the online Data Supplement). A small sub-
set of carcinomas of the ampulla was analyzed. Two of
these carcinomas were positive with conventional
PCR, and digital PCR detected an additional KRAS
mutant—positive carcinoma. Of the 6 patients with
chronic pancreatitis (all of whom underwent opera-
tions), conventional real-time PCR revealed the pres-
ence of KRAS mutations in 2 cases, and digital PCR also
identified 2 cases as positive. Only 1 case (P1) was de-
tected with both techniques, and this case was eventu-
ally diagnosed as a pancreatic adenocarcinoma (see Fig.
7B in the online Data Supplement). The mean KRAS
mutational loads in the pancreatic juice samples from
the exocrine pancreatic carcinoma cases and the amp-
ullary carcinoma cases were similar (12.7% and 9.4%,
respectively; see Fig. 8 in the online Data Supplement).
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Table 3. Correlation of KRAS mutation detection
with the nanofluidic digital PCR array with
conventional real-time PCR, for colonic disease (A)
and pancreatic disease (B).?

§ A. Colonic disease.
g Nanofluidic digital PCR
% No. of
[ mutations 0 1 2 3
_‘_5" 0 19 4 0 0
=
b 1 0 21 4 0
z
S 2 0 0 0 1
B. Pancreatic disease.
§ Nanofluidic digital PCR
o No. of
£ mutations 0 1 2 3 4 5 6
3 0 m 3 3 2 0 2 0
'_g 1 1 6 4 1 0 4 0
2 2 0o 1 0 1 3 2 0
2 3 0 0 0 0 1 4 1
o
v 4 0 1 0 0 0 0 0
2 |talicized digits indicate the number of patients with the same number of
mutations detected by both techniques.

In contrast, the KRAS mutational load in chronic pan-
creatitis was 6.1%.

Given that pancreatic juice does not sample only
the tumor, we assessed the correlation between juice
and tumor biopsies in 10 cases (5 with single mutations
in pancreatic juice samples and 5 samples with multiple
mutant alleles). In 5 of 5 cases with a single mutation,
we observed a perfect match between the biopsy sam-
ple and the corresponding juice sample, with small dif-
ferences apparent with respect to the proportion of the
mutant alleles (Fig. 3). In 3 of the 5 cases with a pan-
creatic juice sample showing multiple mutant alleles,
analysis of the corresponding biopsy sample revealed
only the presence of a single mutation. In the remain-
ing 2 cases, multiple mutations were detected in the
pancreatic juice and tissue samples. Whenever a muta-
tion was determined to be present in the biopsy sample,
it was always also present in the juice sample (Fig. 3).

Discussion

The simultaneous quantification of distinct KRAS mu-
tant alleles by means of digital PCR with the nanoflu-
idic digital PCR array platform proved to be a robust
and analytically sensitive method for both identifying
and quantifying mutations in clinical samples. Not

only were we able to assess the KRAS mutational load,
we were also able to identify the presence of minor
alleles consistently. This capability to detect and quan-
tify dominant and minor alleles may provide new in-
sights into the role of KRAS in colorectal and pancre-
atic disease.

Approximately 40% of colorectal carcinomas har-
bor KRAS mutations, mainly Asp and Val amino acid
substitutions at codon 12. In our selected set of colo-
rectal cancer biopsies partially enriched for KRAS
mutant—positive cases, digital PCR analysis of the
KRAS mutational load produced an 8% increase in the
identification of KRAS mutant—positive tumors, com-
pared with conventional PCR. Although this improve-
ment is modest, it may represent a substantial contri-
bution in selected clinical settings. The mutational
load—the sum of frequencies of mutated alleles for a
given case—in advanced adenomas and that in carci-
nomas are similar. Interestingly, there are apparent dif-
ferences in allele distribution, however, in that minor
alleles are detected more often in adenomas than in
carcinomas. We interpret these findings as a reflection
of the intrinsic heterogeneity of adenomas before their
transformation, in contrast to carcinomas, in which
clonal-selection processes are likely to occur. Of note is
the fact that alarge proportion of tumors are still KRAS
mutation negative, demonstrating that the technique
we have used is robust and not prone to produce false-
positive results.

Pancreatic juice has been shown to harbor multi-
ple KRAS mutant alleles (34). The usefulness of the
digital PCR technique was also explored in pancreatic
carcinomas in a completely distinct setting. Digital
PCR scored the majority of pancreatic juice samples
obtained from carcinomas of the exocrine pancreas as
KRAS positive, thereby leading to reclassification of
mutational status in up to 8 cases. That is a much
higher number of added cases (20% of cases accurately
reclassified), along with increased detection of multiple
dominant or minor alleles.

The multiple mutated alleles detected reflect the
intrinsic heterogeneity of the KRAS locus in pancreatic
carcinoma, as is shown by the analysis of matched pan-
creatic juice and biopsy samples, where multiple alleles
are often detected. Similar to the findings of a previous
report (37 ), heterogeneity is often higher in pancreatic
juice than in the corresponding biopsy sample. In our
small set of analyzed samples, minor alleles were found
in biopsies in some cases and only in juice samples in
others. DNA obtained from pancreatic juice permits
extensive sampling of the pancreatic duct epithelium
and might reflect a field effect in normal pancreatic
tissue adjacent to the tumor or the presence of multiple
lesions that could be well away from the resected neo-
plasm. Of note is that KRAS gene mutations appear to
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Fig. 2. Quantification of KRAS mutations with the nanofluidic digital PCR array in colonic disease (A) and pancreatic
disease (B).
Each row represents 1 patient. Each column represents a distinct KRAS mutation. The proportion of a mutant allele is presented
as a color code (see legend at the bottom). KRAS ML, KRAS mutational load; CA, colorectal carcinoma; AD, adenoma; C, control;
PC, pancreatic carcinoma; CP, chronic pancreatitis.

occur in a substantial proportion of intraductal lesions
[pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) 1a, 1b, 2,
and 3 lesions (38 )], in 53% of adenomatous hyperpla-
sias, and in 36% of papillary hyperplasias (39 )—all of
which are precancerous conditions for pancreatic can-
cer. In other cases, however, this heterogeneity occurs
within the tumor, suggesting the presence of a poly-
clonal growth even in advanced stages of the disease
(15).

In the clinical setting, the need exists to discrimi-
nate between chronic pancreatitis and carcinoma of the
exocrine pancreas. In the small set of pancreatic masses
occurring in chronic pancreatitis patients, KRAS mu-
tations were identified in 2 of the masses. The presence
of KRAS mutations has previously been reported in
pancreatic juice samples obtained from patients with
chronic pancreatitis (37, 40, 41 ), a fact that has ham-
pered the clinical usefulness of pancreatic juice. In a
case in which a carcinoma was eventually diagnosed
during follow-up, a dominant, highly prevalent mu-
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tant allele was detected. Thus, although the detection of
a dominant allele may indicate a hidden carcinoma in
some cases, the use of digital PCR does not overcome
the limited analytical specificity of KRAS mutations for
the diagnosis of pancreatic cancer.

We have shown that digital PCR is feasible with a
commercially available platform. Our results show a
consistently high analytical sensitivity, with no cross-
reactivity among the specific probes we used to detect
distinct alleles. No clear standardized procedures for
KRAS mutational testing have been established or pro-
posed (20, 21 ). The incremental clinical value offered
by highly sensitive techniques needs to be established.
Direct sequencing has an analytical sensitivity of ap-
proximately 20% for detecting single-base substitu-
tions. Commercially available MALDI-TOF assays
have an analytical sensitivity of 10%, whereas the
ARMS (TheraScreen) assay is capable of detecting mu-
tant alleles at frequencies as low as 1%. In some labo-
ratories, such in-house techniques as mutant-enriched
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Patient Sample G12C GI2V G12D GI2A G125 GIZR
P12 Pancreatic juice m m m EI m m
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Fig. 3. Correlation of KRAS mutational status between pancreatic juice and tumor tissue samples in pancreatic
adenocarcinoma.
Percentage of KRAS mutant DNA (as amino acid substitutions) is indicated in each box.

PCR (9) improves the prevalence and suggests better
clinical performance. Our results indicate that the clin-
ical relevance of highly sensitive techniques may differ,
depending on the tumor and the clinical setting used.
Digital PCR offers a modest but definite increase in the
detection of KRAS mutant—positive colorectal carcino-

mas, with no false positives. That may eventually pro-
duce a better tumor classification when genotyping is
indicated prior to treatment with anti—epidermal
growth factor receptor antibody. Finally, the costs of
reagents per analyzed case are not high. We estimate
that quantitatively detecting the 6 KRAS mutations in

Clinical Chemistry 58:9 (2012) 1339



codon 12 costs approximately 125 euros per case in
terms of the chip and reagents, a cost within the range
of other marketed tests. The eventual addition of the
codon 13 Asp mutant will be of interest. In colorectal
tumors, we can anticipate a gain in KRAS mutation—
positive tumors of at least 6%. The addition of 1 probe
may cost 20 euros per sample. Next-generation se-
quencing techniques are making their way into the
clinical setting. Key issues for a robust search for minor
alleles are increased read depth and inherent noise
(42 ). In this continuously evolving scenario, the Flui-
digm technology is a feasible alternative when assessing
well-known hot spots.

On the other hand, the same methodology allows
detection of multiple alleles, especially in distinct pan-
creatic samples. The proportion of pancreatic and am-
pullary samples harboring multiple mutant alleles is
very high. Digital PCR has allowed the identification of
multiple alleles in a substantial proportion of the ana-
lyzed samples. Although this finding is in line with pre-
vious observations (33, 36—38, 43 ), the clinical impact
needs to be proved. In any case, the use of techniques of
increased sensitivity provides new insights into the tu-
morigenesis process.

The translation of these findings to DNA obtained
from paraffin blocks will be critical for expanding the
technique’s potential for use. In 3 of 4 cases, the profile
of the DNA extracted from the paraffin block was sim-
ilar to that obtained from high-quality DNA (data not
shown). Our preliminary analysis suggests that domi-
nant alleles are easily quantifiable but that minor alleles
may be more difficult to detect. The performance of
mutation-detection methods with DNA from routine
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples is
variable. The continuous evolution in the methodolo-
gies available for DNA extraction from these stored tis-
sues will be of help in improving the yield of the
technique.

In conclusion, digital PCR provides a robust and
quantitative measure of KRAS mutant alleles that can
be used with routinely obtained samples. Our observa-
tions open the door to expand the concept of concom-
itant quantitative analysis of mutations to selected hot
spots in other cancer genes. So far, using this method-
ology permits a better classification of tumors, with the
potential clinical relevance depending on the tumor
type analyzed. Future studies are indicated to evaluate
the clinical utility of this methodology with respect to
disease progression, the development of metastasis,
choice of treatment, and early-detection strategies.
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ARTICLE 3

Genetic backgroung influences intratumoral and intracrypt heterogeneity in
early colorectal tumorigenesis

Mireia Gausachs, Daniel Azuara, Sara Gonzalez, Adriana Lopez-Doriga, Xavier Sanjuan, Maria José

Paulés, Victor Moreno, Conxi Lazaro, Ignacio Blanco i Gabriel Capella
Manuscrit sotmes a publicacié

Resum del treball: La carcinogénesi es pot considerar com un procés microevolutiu que actua
sobre una metapoblacid de cel-lules. Mentre que la heterogeneitat intratumoral és una
caracteristica clau de la neoplasia, se sap poc sobre les seves caracteristiques en els primers
estadis de la transformacié tumoral. Nosaltres hipotetitzem que la deteccié , amb tecniques d’alta
sensibilitat, de mutacions en gens clau del cancer, en criptes derivades tant de mucosa normal

com de tumors, pot posar llum sobre la dinamica molecular de la tumorigenesi colorectal.

Métodes: Es van estudiar mostres de 6 cancers hereditaris (4 poliposi -1 classica, 1 associada a
MUTYH i 2 sense alteracié molecular identificada-, 1 sindrome de Lynch i un cas amb sindrome del
deficit constitucional de reparacié MMR) i de 6 cancers esporadics. Es van aillar un total de 596
criptes tant de la mucosa normal, com d’adenomes i carcinomes de casos esporadics (n=180) i dels
casos hereditaris (n = 416). També es van analitzar les biopsies dels tumors. El gen APC es va
analitzar per seqilienciacié mentre que la genotipificacid dels gens KRAS i BRAF es va realitzar
mitjancant la matriu del xip dinamic (Fluidigm). L’analisi de I'agrupacié jerarquica (hierarchical

clustering) es va utilitzar per aprofundir en la dinamica mutacional de les criptes.

Resultats: En tumors esporadics hem confirmat I’expansio clonal de les mutacions en la regié MCR
del gen APC. Per contra, a nivell de criptes hem detectat un alt grau d’heterogeneitat que inclou:
(i) la frequent identificacié de criptes APC WT (fins el 31% d’elles, tenint en compte que hem
analitzat el front d’invasié tumoral); (ii) la identificacid de noves mutacions somatiques en el gen
APC que coexisteixen amb les mutacions dominants o que es poden identificar, fins i tot, en

abséncia de la mutacié APC dominant; i (iii) la probable pérdua de I’al-lel normal en una proporcié
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significativa de les criptes. Varies de les nostres observacions confirmen que hi ha una relacié
entre KRAS i APC: (i) el patro observat de multiples mutacions dins una cripta és present tant a
tumors esporadics amb mutacié al gen APC com en el cas de FAP; (i) no és present ni al tumor
KRAS WT inclos ni a la mucosa normal aparellada dels casos esporadics; i (iii) no s’evidencia en les
lesions que s’originen en sindromes de reparaciéo del DNA MMR deficient. L’analisi de clusters de
les distribucions de mutacions al gens KRAS/BRAF a les criptes analitzades ha evidenciat que els
patrons mutacionals de les criptes no sén aleatoris i que varien segons l'alteracié genetica
responsable del tumor sigui esporadic o hereditari. Aquest background genetic influeix tant en: (i)
la distribucio relativa de les mutacions en una cripta determinada; (ii) el nimero total de criptes
que tenen una distribucié determinada de les mutacions, com (iii) la distancia genética entre les

diferents criptes.

Conclusions: Hi ha un grau sorprenent d’heterogeneitat intra e intercripta en els loci KRAS/BRAF
en les poblacions cel-lulars en les primeres etapes de la tumorigenesi del CCR, que no és aleatoria i
que depen del background genetic. La immensa majoria de les subpoblacions mutades
identificades no son seleccionades durant la progressié del tumor. El nostre estudi aporta una
nova visié a la complexa interaccié entre APC i KRAS a la tumorigénesi colorectal. La identificacid
de criptes APC WT obre interrogants sobre el rol de les mutacions APC com a drivers de la

progressio tumoral colorectal.
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ABSTRACT

Background & Aims: Carcinogenesis can be regarded as a micro-evolutionary process acting on a
metapopulation of cells. While intratumoral heterogeneity is a key of malignancy, little is known
about their characteristics in the early stages of tumor transformation. We hypothesized that of
level highly sensitive mutation detection methods using crypts from both normal mucosa and
tumor can shed light on the molecular dynamics of colorectal tumorigenesis.

Methods: We studied samples from 6 hereditary cancers (one classic polyposis, one MUTYH
associate, 2 non filiated polyposis, one Lynch syndrome, 1 case with Constitutional Deficiency
syndrome repair MMR) and 6 sporadic cancers. A total of 596 crypts were isolated both from
normal mucosa, adenomas and carcinomas from sporadic cases (n=180) and hereditary cases
(n=416). APC Mutation Cluster Region was analyzed by Sanger sequencing whereas KRAS/BRAF
genotyping was performed by Dynamic Array Chips (Fluidigm). Hierarchical clustering analysis was
performed to assess crypt dynamics.

Results: Clonal expansion of mutations in the MCR region of APC was evident in sporadic tumors.
In contrast, a high degree of heterogeneity at the crypt level was observed including: (i) the
frequent identification of APC WT crypts (31%); the identification of novel APC mutations
coexisting or in the absence of the dominant APC mutation; and (iii) the likely loss of the normal
allele. A relationship between KRAS and APC is suggested by (i) the similarity of crypt mutational
pattern of KRAS+ sporadic tumors and the APC-FAP case; (ii) the absence of crypt mutations in the
KRAS WT tumor and the corresponding normal mucosa of all sporadic carcinomas; and (iii) the
absence of crypt mutations in MMR deficient lesions. Mutational patterns observed in crypts are
nonrandom and depend upon the genetic alteration responsible to produce a tumor sporadic or
hereditary. This genetic background influences both: (i) the relative distribution of mutations in a



given crypt; (ii) the total number of crypts sharing a particular distribution of mutations, and (iii)

the genetic distance among different crypts.

Conclusions: There is a striking degree of KRAS/BRAF mutational intra and intercrypt heterogeneity
in early stages of colorectal tumorigenesis that depends upon the genetic background. The vast
majority of mutated subpopulations identified are not selected during tumor progression. Our
study provides novel insights on the complex interaction between APC and KRAS in colorectal

tumorigenesis.

Keywords: Crypt dynamics; nanofluidic PCR; heterogeneity; clonal evolution.

INTRODUCTION

The engine of cancer, as takes place in nature,
is the accumulation of variability in vulnerable
cells. Peter Nowell laid the foundation for the
hypothesis of clonal evolution, applying
Darwinian evolutionary logic to understand
tumor progression.1 Owing to successive
acquisition  of  generated aberrations,
occasionally takes place a genetic change
providing selective advantage to a tumor cell
that may give rise to a dominant
subpopulation. Along the adenoma—carcinoma
pathway in colorectal cancer (CRC) this process
is well illustrated by the progressive
accumulation of mutations during the gradual
transition  from  normal mucosa  to
adenocarcinoma.’

The intestinal homeostasis is based on two
processes: continuous cell renovation within a
crypt3 and the production of new crypts4. At
the colon level, the most epithelial cells are
replaced Weeklys’ 6 by the activity of multiple
stem cells where are localized within colonic
crypts. The self-renewing capacity is not a
perfect process’™® and genetic alterations
occur in an age-dependent manner in crypts 1
 or normal mucosa."* The production of new
crypts from stem cells is generally believed to
be brought about by a process known as
fission.” 18 Crypt fission, in which a crypt
bifurcates giving rise to two independent
crypts, is a rare event in normal mucosa * that
is  definitely increased in  colorectal
adenomas.” It is the most accepted
mechanism of clonal population expansion.””
*! Different studies have been demonstrated

the association between APC and KRAS
mutation an increased crypt fission rate.”>

The heterogeneity of early tumorigenic
changes in CRC has been described in previous
works." %" Thirlwell and collaborators
showed that all familial adenomatous
polyposis—associated adenomas and some

sporadic lesions had polyclonal genetic
defects. They also showed that some
independent clones appeared to be

maintained in advanced sporadic adenomas.”
On the other hand, Humphries and
collaborators, focusing in sporadic adenomas,
identified a stem cell population within them,
as has been observed previously in mouse.”
They suggested that relative stasis and
occasional rapid subclone growth may
characterize colorectal tumorigenesis.”

In general, little is known about the processes
that occur in early tumorigenesis of CRC but
there is a consensus that APC mutations
initiate  intestinal neoplasia and that
KRAS/BRAF mutations play an important role
in progression towards adenocarcinomas.’
There is controversy, though, regarding the
role of KRAS with inactivated APC, as an
inducer of tumor progression by activating B-
catenin translocation to the nucleus.” B-
catenin has been observed in nucleus in the
absence of the KRAS activation.* Also, KRAS
mutation likely activates cancer stem cells
(CSC) phenotype, contributing to colorectal
tumorigenesis in CRC cells that harbor APC
mutations.>



We hypothesized the study of early
tumorigenic changes at the crypt level highly
sensitive mutation detection methods using
crypts was likely to offer novel insights into the
dynamics of tumor cell populations in early
and advanced colorectal lesions.

MATERIALS AND METHODS
Samples and Patients

Fresh samples from colectomy specimens of
23 sporadic CRC patients undergoing surgery
in Hospital Bellvitge were collected. Fourteen
were located in right colon, and 9 in left colon.
Samples from the tumor margin sample
normal distal mucosa were collected by the
pathologist. Of these, 6 cases were selected
after KRAS genotyping using digital PCR (see
methods), 5 KRAS mutant and 1 WT. Detailed
information for each included case is shown in
Table S1. Samples were also collected from 6
hereditary cases i) 4 individuals with polyposis
(one Familial adenomatous polyposis (FAP),
one MUTYH-associated polyposis (MAP) and
two cases with unkown germline mutation) ii)
a Lynch syndrome patient, and iii) a mismatch
repair (MMR) gene -deficiency syndrome

patient (CMRD). In all hereditary cases,
germline  mutation status was studied,
identifying an APC mutation

(c.1262_1263deGGlinsAA; p.Trp421X in a FAP
case and a MUTYH mutation
c.[494A>G]+[494A>G];

p.[Tyr165Cys]+[Tyr165Cys] in MAP patient, a
MLH1 mutation (c.306+45G>A) in Lynch
syndrome patient and a PMS2 biallelic
mutation (c.24-2A>G) in CMRD patient.
Samples included: i) normal mucosa, as well
as, multiple adenomas of 3 different colon
regions (ascending, transverse and descending
colon) from polyposis cases ii) a tumor margin
and normal distal mucosa from Lynch
syndrome, and iii) an adenoma, a proximal
normal mucosa and distal normal mucosa
from colectomy of CMRD case. Specific
detailed information of selected cases and
samples collected are detailed in Supporting
document, Table S2. Informed consent was

obtained from all patients, and the ethics
committee approved this study.

Crypt isolation

Samples (either from normal mucosae or
tumors) were cut into 3mm pieces and
incubated in 30mM EDTA in HBSS for 20 min.
Samples were then vigorously shaken to
obtain a supernatant enriched for crypts. The
EDTA incubation/shaking step was repeated
twice. Individual crypts were picked up under
microscope and were placed into 0.5 ml
microfuge tubes. A rigorous control of this
step was followed to exclude any
contamination in the process. Representative
crypts from hereditary and sporadic cases are
illustrated in Figure S1.

DNA Extraction

DNA from fresh-frozen primary tissue sections
was extracted using the saline method. DNA
concentration was measured with Quant-it
picogreen® dsdna reagent (Life Technologies,
Molecular Probes. Division, Eugene, OR). DNA
was extracted from a total of 596 de crypts by
the PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit
(Applied Biosystems), following
manufacturer's recommendations. DNA from
cell lines MIA PaCa-2, SW480, NP9, SW1116,
A549, CAL-62 and DLD1 (with known KRAS
mutations) and RKO (with BRAF mutation)
used as controls was extracted using the
FlexiGene DNA Kit (Qiagen, Valencia, CA).

APC gene and LOH analysis

A fragment of 1650pb (EH) of the mutational
cluster region (MCR) in exon 15 of APC was
amplified and sequenced in biopsy sections.
For crypt analysis a nested PCR was
performed. For primer sequences
experimental conditions, see the Supporting
document and Table S3. Sequences were
analyzed twice by two independent
technicians. All detected alterations were
validated. LOH at APC was performed as
described in Supporting document.



KRAS and BRAF hotspot mutations analysis

Digital PCR was performed using the Digital
Array (Fluidigm® Corporation, South San
Francisco, CA) to study KRAS and BRAF hotspot
mutations by allele-specific PCR. Allele-specific
PCR conditions for the seven hotspot KRAS
mutations [p.Gly1l2Arg (G12A), p.Glyl2Cys
(G12C) p.Gly12Asp (G12D), p.Gly12Arg (G12R),
p.Glyl2Ser (G12S), p.Glyl2Vval (G12V) and
p.Glyl3Asp (G13D)] and BRAF hotspot
[p.Val600GIu (V600E)] were performed as
described previously.32 For experimental
conditions and primer sequences see the
Supporting document and Table S3. Biopsy
results were validated by allele discrimination
real-time PCR analysis using Light Cycler® 480
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The
experiment was performed as described
previously Azuara et al® using the same set of
primers and probes described above and
detailed in the Supporting document and
Table S3.

Crypt analysis required of a preamplification
step of 15 cycles that was adjusted to provide
a quantitative estimation of the mutant alleles
studied. For details regarding technique set-up
see Supporting document, Tables S3, Figures
S2, S3. A total of six replicates for each of the 8
hotspots assays were performed by 48.48
Dynamic Array on the BioMark platform
(Fluidigm® Corporation) in order to maximize
robustness of the observations. For
experimental conditions and primer sequences
see the Supporting document and Table S3. In
a subset of cases the genotype was replicated
by conventional real-time PCR analysis and by
nanofluidic digital PCR using the Digital Array
(Fluidigm® Corporation) yielding comparable
results. For details regarding the allele
quantification analysis as well as the analytical
sensitivity of the dynamic array (Fluidigm) and
by conventional real-time PCR see Supporting
document, Table S4 and Figure S4.

Analysis of metapopulations of crypts

The percentage of KRAS/BRAF mutant cells for
each crypt was extrapolated from allele

frequencies assuming a 2000 cell population
per crypt. Hierarchical clustering of crypt data
was done to evaluate the relationship
between metapopulations of crypts. Of note,
crypts with missing data were excluded.
Hierarchical cluster analysis (HCA) was
performed using Ward linkage clustering and
Euclidean distances by R statitistical software
(v.3.0.1). Each significant cluster was verified
by calculating probability values (p-values) for
each one using bootstrap resampling
techniques by pvclust package.33

RESULTS
Sporadic cases

APC gene dynamics. Six cases (5 KRAS mutant
and 1 WT) were included (Table 1). All cases
harbored APC gene mutations at the MCR (2
frameshift, 3 missense [two coexisting in the
same tumor] and two silent changes). Only
one of the six cases, harboring a silent change
(SP4), showed LOH. Mutant APC cell
populations were dominant, being detected in
all selected areas (4-6 depending upon the
case) analyzed. In contrast, a striking degree of
heterogeneity at the APC gene was evident at
the crypt level. In three cases, APC wild type
and APC mutant crypts coexisted (Table 1.
Panel A). In the remaining 3 cases, distinct APC
mutant crypts coexisted. Only in one of the six
cases analyzed (SP4) all crypts harbored the
APC dominant mutation, although in one crypt
an additional change was acquired and loss of
the WT allele was apparent in 2 of them. In
SP5 and SP6 cases a very significant degree of
APC heterogeneity was observed. The APC
heterogeneity observed in SP6 is depicted in
Figure 1. Panel A.

KRAS/BRAF Dynamics. Biopsy analysis revealed
that multiple KRAS mutant populations
coexisted within the tumor albeit their relative
proportion was variable (Tablel. Panel B). At
the crypt level heterogeneity of KRAS status
was extremely high. Only in 1 case, all crypts
analyzed were KRAS mutants (SP4). In 3 of 5
KRAS mutant cases WT and mutant KRAS
crypts coexisted. Within the isolated crypts



distinct mutant KRAS subpopulations coexisted
and the relative proportion of mutant alleles
detected suggest that in all crypts KRAS WT
cells exist. BRAF mutation analysis yielded an
unexpected results: while all tumors were
BRAF negative in the majority of crypts, BRAF
mutant subpopulations were identified.

Hierarchical analysis of the BRAF/KRAS
mutation proportion in crypts depicted
complex but likely organized dynamics (Figure
1. Panel B ii). In three cases, SP2, SP3 and SP6
multiple KRAS mutations coexisted in similar
proportions in carcinoma crypts (Figure S9 and
$10). Sp4 is similar than previous dendogram
but in this case we detected only a KRAS
mutation associated to adenocarcinoma crypts
(Figure S8). Sp5 is the most different profile,
since we only detected BRAF mutation in their
crypts and the vast majority of mutant crypts
were from normal mucosa (Figure S7). No
heterogeneity was observed in the KRAS WT
case (Figure S11).

Polyposis cases

Once evidenced the high heterogeneity of
sporadic crypts, we wondered if the same
pattern would be detected in hereditary
crypts, focusing in a set of polyposis cases (1
FAP, 1 MAP and 2 APC/MUTYH(-)).

FAP case

Tissue analysis. Two of three adenomas of FAP
case harbored second APC hits in the MCR. In
one of the mutant adenomas the second hit
was not present in all areas analyzed.
Furthermore, at the crypt level most of the
crypts harbored no MCR mutations. In the
mutant crypts both dominant MCR mutations
and novel ones coexisted. This pattern clearly
differs from the one found in sporadic cases
with  MCR mutations (Table 2). The three
adenomas analyzed harbored minor (low
dose) KRAS mutant alleles, where 2 of the
biopsies tested showed the same mutation. All
adenomas were BRAF negative.

Crypt analysis. All crypts, derived from normal
mucosa or adenomas, harbored one or more
KRAS mutations and showed a similar
mutational pattern. Most (n=26) of the crypts
analyzed contained 3 KRAS mutations
representing mutant cells 16%-31% of all cypt
cells (Table 3). Thirteen crypts harbored two
KRAS mutations accounting for 6%-14% of the
crypt cells and two crypts with 1 KRAS
mutation), whilst the presence of that
mutation was evident in crypts of 2
premalignant of the 3 adenomas (Table 3).

Hierarchical clustering revealed 9 different
crypt metapopulations, being 3 of them the
most representative. Two metapopulations,
representing 58% of all crypts analyzed, are
phylogenetically very close. The third
metapopulation is distant. There is a lower
genetic distance among metapopulations than
the one observed in sporadic cases. Unlike
sporadic cases, mutant crypts populations
were distributed throughout all tissues
analyzed (Figure 2).

MAP case

Tissue analysis. No APC MCR mutations were
detected either in the MAP adenomas or in
crypts (Table 2). One of the 4 adenomas
analyzed harbored 3 KRAS mutations. All
adenomas were BRAF negative.

Crypt analysis. Likewise in FAP case, all
adenoma crypts were KRAS mutant, being
multiple mutations were detected in the vast
majority of them, all sharing a similar
mutational spectrum (Table 3). Ten contained
3 distinct KRAS mutations, seven crypts
harbored 4 mutations and there were 3 crypts
with 5 distinct mutations. Only six crypts
contained one or two mutations. In contrast
with FAP, most of crypts (56 of 58) from
normal mucosa were KRAS WT. BRAF
mutations were present in a low proportion of
crypts both from normal mucosa and
adenomas (Table 3).

Hierarchical Clustering depicted 13 crypts
metapopulations. Five of them, representing



65% of mutant crypts, are phylogenetically
close. The remaining 7 populations are
composed of 1 or 2 crypts that presented
mutations combined or alone. The genetic
distance was 3-fold higher than in FAP (Figure
3).

APC/MUTYH(-) polyposis 3

Tissue analysis. No pathogenic mutations were
detected in the MCR (Table 2). One of the 4
adenomas available harbored two minor KRAS
mutant populations. All adenomas were BRAF
WT.

Crypt analysis. KRAS mutations, either single
or multiple, were depicted in 6 of 20 crypts
from normal tissues. Also, BRAF mutations
were observed in 5 of 20 crypts. Regarding
adenoma crypts similar proportions were
observed: 3 of 9 were KRAS mutant and 2 of 9
were BRAF mutant. Of note, the vast majority
of the crypts analyzed (20 of 29) were WT
(Table 3).

Hierarchical clustering revealed the presence
of 11 metapopulations homogeneously
distributed throughout the colon. There was
not a dominant metapopulation and up to 20%
of the crypts harbored transversions (G12V
and BRAF). The proportion of crypts harboring
a single mutation was higher than in the other
cases analyzed. Genetic distance amongst
clustering groups was similar to sporadic cases
(Figure S12).

APC/MUTYH(-) polyposis 4

Tissue Analysis. Alike the FAP case, two of 3
adenomas analyzed harbored somatic APC
MCR mutations that were homogenously
distributed in all areas analyzed. Two of the
adenomas also harbored minor KRAS mutant
populations. The only adenoma analyzed for
BRAF was WT.

Crypt analysis. Unfortunately, only partial
information is available for APC. In the one
case with all material analyzed no correlation
was evident between biopsy and

corresponding crypts. In two cases with crypts
and no biopsy, novel mutations were detected
(Table 2). KRAS mutations were observed in
the majority of crypts both from normal
mucosa (30 of 35) and from adenomas (19 of
36) (Table 3). Only 3 of 49 crypts (two from
normal mucosa and one from tumor) were
BRAF mutant (Table 3). However, as in the
previous two polyposis cases not all crypts
were mutant (21 of 71 were KRAS/BRAF WT).

The HCA depicted a
scenario  with up to 30 distinct
metapopulations. The main cluster is
composed of 19 metapopulations (the 65% of
total analyzed) that follow a pattern already
identified in the FAP and MAP cases. It is
noteworthy the elevated mutational load
associated to G12C transversion (Figure 4).
Unlike sporadic cases, the mutation patterns
from crypts do not correspond with the
expanded populations detected in biopsy.

highly fragmented

MMR deficient cases

Samples from one LS and one CMRD cases
were studied. Detailed information of results is
illustrated in Table S5.

Biopsies. There was no APC detected mutation
in MCR associated neither biopsies nor studied
crypts (Table S5. Panel A). The LS carcinoma
harbored a G13D KRAS mutation with two
minor KRAS mutant alleles. Both CMRD and LS
lesion was BRAF WT.

Crypt analysis. Most of the tumor crypts of the
LS case contained a G13D mutation (Table S5.
Panel B Figure S13). No mutations were
observed in crypts isolated from the CMRD
lesion (Figure S14).

DISCUSSION

The combination of crypt analysis with highly
sensitive techniques in sporadic and hereditary
cases have provided with novel insights into
the mutational dynamics in the early stages of
colorectal tumorigenesis.



In sporadic carcinomas clonal expansion of
mutations in the MCR of the APC gene has
been confirmed. However, at the crypt level a
high degree of heterogeneity has been
detected including: (i) the frequent
identification of APC WT crypts (31%); the
identification of novel APC mutations
coexisting or in the absence of the dominant
APC mutation; and (iii) the likely loss of the
normal allele. The presence of APC mutation
heterogeneity at the crypt level is at odds with
results obtained by Thirlwell et al. in 2010*" in
sporadic  carcinoma-in-adenoma  samples
where APC mutations were detected in all
isolated crypts. This may well reflect the
further clonal evolution present in more
advanced stages of carcinoma progression.

In the FAP case analyzed we have identified
the dominant mutation only in a minority (2 of
24) of the analyzed crypts derived from
adenomas being most of them WT. APC WT
crypts were also identified by Thirlwell that
attributed this challenging observation to
putative methodological limitations such as
limited sampling in the presence of significant
heterogeneity. While technical issues should
not be ruled out, the consistent identification
of APC WT crypts both in carcinomas and
adenomas challenges our current concept on
APC mutations as early drivers of colorectal
tumorigenesis

Although the heterogeneity of KRAS or BRAF
has been previously documented in CCR,* 2%
the depth of the mutational analysis unveiled
a striking degree of heterogeneity at the KRAS
locus at the tumor and crypt level both in
sporadic and in polyposis cases. In the set of
sporadic carcinomas, KRAS WT and KRAS
mutant crypts coexisted although there is
some degree of correlation between KRAS
dominant clones and mutations detected in
crypts. However, distinct KRAS mutant
populations are evident within a single tumor
crypt likely reflecting the continuous
emergence of mutant subpopulations that will
not be selected for during tumorigenesis. Of
note, a similar KRAS mutation pattern was

observed in the FAP case analyzed both in
adenoma and mucosa crypt.

Other groups have studied KRAS mutation
status at crypt level 2 24 34 3 by Sanger
sequencing, identifying a homogeneous KRAS
mutational pattern as well as coexistence of
KRAS WT and KRAS mutant crypts or even
crypts of the same lesion harboring distinct
KRAS mutations. The multiple mutant KRAS
clones may reflect a high mutation rate. If the
new mutant clones are similarly fit within a
crypt, the interference between the competing
clones may occur, accounting for the lack of
selection observed.*®

Our results provide additional insight to the
complex interaction between APC and KRAS in
colorectal tumorigenesis. It is assumed that
initiating events such as APC mutation may
lead to clonal expansion of colonic stem cells.
Secondary events, such as KRAS mutation, may
then further enhance WNT signaling, leading
to further clonal expansion of this CSC
population. Studies from Fearon and Moon
emphasize that both the temporal sequence of
oncogenic events may play pivotal roles in
carcinogenesis.31’ *” Here we show that the
concomitant activation of both genes may be a
relatively infrequent event taking into account
the frequent appearance of KRAS mutant
clones in the presence of an APC mutant
background either sporadic or hereditary.

Several lines of evidence point to a
relationship between KRAS and APC: (i) the
pattern observed is present in APC mutant
carcinomas and the FAP case; (ii) it is absent
from the KRAS WT tumor and from the
corresponding normal mucosa of all sporadic
carcinomas; and (iii) it does not occur in
lesions arising in a MMR deficient context. Of
note, a similar although not identical
mutational pattern is present in the MAP case
—restricted to adenomas— and in the two
APC/MUTYH(-) polyposis, one of them
associated with somatic APC mutations. These
observations suggest that other somatic APC
inactivating aberrations have been missed
(only MCR region and allelic dosage have been



assessed) or that APC may not be the only

predisposing background leading to this
increased mutation rate. Altogether, it
becomes apparent that the genetic

background conditions the type and degree of
heterogeneity at the crypt level in the KRAS
locus.

BRAF hotspot mutations are less often
detected in sporadic carcinomas (up to 10%)
and are considered mutually exclusive with
KRAS mutations. In spite of this, there is also a
continuous appearance of BRAF mutations in
the crypts of the paired normal mucosae of
the sporadic carcinomas analyzed and also in a
subset of the hereditary adenomas studied.
This may well reflect the same instability that
KRAS mutations reflect.

Hierarchical clustering analyses of KRAS/BRAF
mutational analysis have revealed that
mutational patterns observed in crypts are
nonrandom and depend upon the genetic
background. Genetic background does not
only reflect the relative composition of the
distinct mutant subpopulations but the total
number of crypts sharing the same pattern. Of
note the genetic distance among crypts clearly
differs in the distinct hereditary cases. Since
the presence of APC/KRAS mutations gene in
crypts favors expansion by fission,s’ P we
speculate that this may be the expansion
mechanism  underlying the asymmetric
distribution of mutant crypts.B’ 19, 22, 3843
However, we cannot rule out that instability
rather than crypt fission account for the
observed mutational patterns.

The observations made may be challenged
since we have combined crypt analysis with
highly sensitive methods for hotspot analysis.
Mechanical isolation of crypts allows the
isolation of fresh tissue structures that may be
vulnerable to sampling inaccuracy. However,
both in tumor margins and in adenomas this
was minimized thanks to the involvement of
dedicated pathologists. The use of sensitive
methods was preceded by an extensive set up,
testing the robustness of the methodology
applied. In order to minimize uncertainty all

tests were performed in sixtiplicates. Apart
from this, our study presents some restrictions
including limited sampling and the lack of
similarly  sensitive techniques for APC
mutations that may yield additional levels of
complexity to results reported.

In summary, study of normal and tumor crypts
we have shown that there is a striking degree
of  KRAS/BRAF intra and intercrypt
heterogeneity of cell populations in early
stages of colorectal tumorigenesis that is non-
random and depends of the genetic
background. This conclusion is akin to that
proposed by Losi et al. in 2005™  which
indicated that intratumoral genetic
heterogeneity was more often associated to
the early stages than in advanced. This study
provides with novel insights into the complex
interaction between APC and KRAS in
colorectal tumorigenesis. These results lay the
foundations to develop new crypt dynamic
mutational models in which the continuous
emergence of KRAS mutant clones and their
occasional selection are likely an engine for
tumor progression at least in APC/KRAS
mutant tumors. The challenges posed by the
identification of APC wt crypts in carcinomas
cannot be ignored and will open new fields for
research.
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LEGENDS

Figure 1. Sporadic-6 case. (A) APC MCR study. Two APC mutations were selected in the
adenocarcinoma. These mutations were observed in different proportions in the crypts analyzed;
either alone or in combination. In one crypt no mutation was identified. Each independent
mutation is depicted with a specific color. (B) KRAS/BRAF study. (i) Represented data indicate the
percentage of each KRAS/BRAF mutation obtained by digital PCR. In the biopsy G12V KRAS was
detected. (ii) Hierarchical Cluster Analysis (HCA) identified 9 crypt metapopulations. Wild type
crypts (4) were restricted to normal mucosa. The remaining crypts isolated from normal mucosa
harbored the BRAF mutation. Tumor crypts were classified into 6 metapopulations. KRAS
mutations identified in the biopsies correlated with those in crypts. The color code at the bottom

box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure 2. FAP case. (A) APC MCR study. The results of MCR analysis of the biopsies (left) depicted
two independent dominant mutations in two different adenomas, whist crypt analysis (right)
shows only one of the dominant mutations. In one crypt a novel mutation was identified. Each
independent mutation is depicted with a specific color. (B) KRAS/BRAF study. (i) Digital PCR did
not identify any KRAS/BRAF mutation. (ii) The HCA study of the crypts identified 9
metapopulations that share common features. The widespread heterogeneity observed in crypts
did not correlate with the lack of selected mutations in biopsies. The color code at the bottom box

represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure 3. MAP case. (A) APC MCR study. No mutation was detected. (B) KRAS/BRAF study. (i) In
adenoma biopsies, three KRAS mutations were identified by digital PCR. (ii) HCA identified 13 crypt

metapopulations. The majority of normal mucosa crypts harbored no mutation, while adenomas



crypts displayed two different patterns: one harboring multiple mutations withing a crypt and a
second one with single mutation. No correlation was evident between the widespread
heterogeneity observed in crypts and studied biopsies. The color code at the bottom box

represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure 4. Polyposis of unknown origin (POLY4). (A) APC MCR study. Mutations were detected in
the biopsy of 2 of the 3 adenomas analyzed (2 mutations in two different adenoma regions). In the
crypts 4 mutations, 2 of them coexisting in the same crypt were detected but none was selected
for. (B) KRAS/BRAF study. (i). Up to three independent KRAS mutations were detected in the
biopsies of the 3 adenomas analyzed from the ascending colon. (ii) HCA depicted 30 crypt
metapopulations; most of them composed by a single crypt. There is no correlation between the
widespread heterogeneity observed in crypts and the corresponding biopsies. The color code at

the bottom box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.
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SUPPORTING MATERIAL

Nomenclature of samples

Each sample was collected at the Pathological Department, and called following the premises
described below: Samples were from normal mucosae (N), proximal normal mucosae (PN), distant
normal mucosae (DN), adenoma (ad) or adenocarcinoma (T). When the sample was collected from
total colectomy the identification code include one or two numbers. The first number corresponds
to the colon region: ascending (1), transverse (2) and descending (3). When multiple biopsies were
collected from the same colon region, a second number identified each one of them.
Methodological conditions

APC gene and LOH analysis

Analysis of MCR APC

A MCR fragment of 1650 bp (EH fragment) of APC were studied in biopsy sections. Primers are
detailed in Table S3. PCR reaction was performed in 30 plL of 0.1 umol/L specific primers of each
region, 0.2 mmol/L dNTPs, 20 — 100 ng genomic DNA, 1.5 mol/L magnesium chloride, 1x PCR
buffer, 1 U of Immolase DNA polymerase (Bioline, London, England) for 35 cycles with annealing
temperature of 592C for lesion biopsies.

The strategy to analyzed crypts was characterized by an external PCR of 15 cycles to amplified EH
APC fragment following the same steps described above. Secondly, 2 independent fragments (F2
and GH) were obtained from each external product. PCR internal reactions were performed as is
described above but with specific annealing temperature for each fragment: 602C and 572C for F2
and GH, respectively. The efficiency of this step was not perfect thus only a set of crypts was able
to analyze by this methodology.

The PCR products were purified using IllustraTM GFXTM DNA and Gel Band Purification kit (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK). Sequencing analysis of PCR products was performed with
BigDye Terminator v.3.1 Kit (Applied Biosystems).

LOH of APC

LOH at APC was assessed using three microsatellite markers on chromosome 5q (D5582, D5546,
and D5S5299) to study primary biopsies. External microsatellites were amplified using D55299,
D5S82, D5S346 primers. Primers information is detailed in Table S3. Amplification was carried out
for 35 cycles with annealing temperature of 552C. Ten pl PCR reaction was performed on 100ng
genomic DNA, 5ul of Megamix double (Microzone Ltd., UK) and 0.1uM of each primer. The PCR
product was purified using lllustra™ GFX™ DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare).
Products were run in an ABI Prism 3130 DNA sequencer and were analyzed by GeneMapper v4.0
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). In informative cases, the values given for the peak area of
the two alleles in the paired normal and tumor samples were used to define allele loss as
described by Cawkwell et al ! A ratio of less than or equal to 0.30 was assigned to be indicative of
loss on the basis that some tumors in the series contained up to 30% of normal cells
contamination.

Cases with LOH were confirmed by the analysis of the rs2229992 frequent coding single nucleotide
polymorphism (SNP) in exon 11 of the APC gene by Single Nucleotide Primer Extension (SNuPE)
using the ABI PRISM® SNaPshot® Multiplex Kit (Applied Biosystems) with specific primers (as
described in Table S3). To specifically analyzed exon 11, 25 ng of genomic DNA from pairs of
normal and tumors/premalignant lesion samples were amplified in a final volume of 25 pL
including 0.13 umol/L exon 11 primers, 0.2 mmol/L dNTPs, 2.5 mmol/L MgCl2, and 1.25 U Taq
polymerase (Thermoprime Plus DNA Polymerase; ABgene). After an initial denaturing step,
samples underwent 5 initial cycles (1 min at 942C, 30 s at 652C, 30 s at 729C), 20 cycles (1 min at
949C, 30 s at 652C decreasing 0.52C/cycle, 30 s at 722C), and 10 final cycles (1 min at 942C, 30 s at
559C, 30 s at 722C). To remove unincorporated primers and dNTPs, PCR fragments were purified



using illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). For the single
nucleotide primer extension reaction, specific primer extension (rs2229992 SNP) was carried out
with the SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems) according to manufacturers instructions.
Briefly, reactions were performed in a total volume of 10 pL containing 1.5 puL treated PCR product,
4.5 puL SNaPshot Ready Reaction Mix, and 0.2 pumol/L extension primer. Primer extension
thermocycling conditions consisted of 25 cycles of 962C for 10 s, 502C for 5 s, and 602C for 30 s.
SNaPshot reaction products were treated with 1 U shrimp alkaline phosphatase (usb) for 60 min at
379C and then 15 min at 752C. Products were run in an ABI Prism 3130 DNA sequencer and
analyzed by GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). Only heterozygous samples were informative
(showed a profile with two peaks, a black one and a red one representing C and T alleles,
respectively).SNaPshot reactions were carried out in a 10ul final volume containing SNaPshot
Multiplex Ready Reaction Mix (5ul), specific primer (0.2uM), and the purified PCR product (1.5ul).
The cycling program included 25 cycles of 962C for 10s, 502C for 5s, and 602C for 30s. Extension
products were purified with 1U of shrimp alkaline phosphatase (Amersham, UK) for 15min at 372C
and then 15min at 802C. The purified products were run in an ABI Prism 3130 DNA sequencer and
were analyzed by GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). The comparison of peak intensities
between normal and tumors/premalignant lesion in heterozygous samples were analyzed to
establish LOH in APC. The criteria to determine LOH was the same as described above for
microsatellite markers on chromosome 5q. A ratio of less than or equal to 0.30 was assigned to be
indicative of loss on the basis that some tumors in the series contained up to 30% of normal cells
contamination.

KRAS and BRAF hotspot mutations analysis

Nanofluidic digital PCR

BioMark™ Digital PCR Analysis Software (Fluidigm® Corporation) was used to calculate the number
of positives in each panel, and generated data as heat maps with corresponding amplification
curves for each of 770 chambers. Mutated allele frequencies for a given case were calculated using
the formula: number of mutant alleles detected by a given probe/total number of alleles analyzed.
The total number of alleles analyzed was the sum of the median of wild type alleles detected after
probing for each mutation plus the total number of mutant alleles detected in the sample.
Conventional real-time PCR analysis

Twenty ng of genomic DNA were added in 2.5 uL TagMan® universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 0.125 pL of 40X probes mix and 1.375 pL of H20. The thermal cycling parameters are
the same for all alleles tested: 952C for 10 minutes, 40 cycles at 922C for 15 seconds and annealing
temperature at 602C for 1 minute. A final step of allelic discrimination is necessary to differentiate
between VIC and FAM signals. The Light Cycler® 480 Software v1.5 (Roche) determines the
genotype of the sample by measuring the intensity distribution of used dyes after PCR.

The technical setting up to crypt study

Crypts study required a DNA enrichment step. Serial dilutions of homozygous G12V, G12D, G12C
mutated DNA (from SW480, NP9 and MIA PaCa-2 cell lines, respectively) with wild type DNA (from
NP18 cell line) were studied to determine the best strategy to increase the input of DNA. The
choice of the best option was based on a comparative study of two DNA pre-amplification
techniques: WGA and an external PCR of 15 cycles.

DNA from each serial dilution was amplified using the REPLI-g kit (Qiagen) and then were
genotyped using specific TagMan® probes by the Light Cycler® 480 (Roche). The obtained results
were compared with the previously published 2,

DNA from serial dilutions of KRAS (codon 12 and 13) and BRAF [hotspot mutation c.1799T>A
(V600E)] mutations were pre-amplified 15 cycles using external primers (information is detailed in
the Table S3). KRAS and BRAF PCR reactions were performed as is described in section “External



KRAS and BRAF amplification from DNA”. Two set of amplicons were genotyping by the Light
Cycler® 480 (Roche) and the results were compared with previously published 2,

The comparative study of WGA products showed that the mutational proportion was lost respect
those observed in the non-pre-amplified samples. In contrast, pre-amplified products by PCR of 15
cycles showed a comparable distribution regarding the original genotyping of the serial dilutions
(Figure S2). In order to go further into the quantification topic, we made an assessment of
amplification curves for tested probe and for each serial dilution, which enabled to establish a
relationship between expected proportion of mutant allele and the ratio between fluorescence of
two probes of each sample. This relationship was also observed when the serial dilutions were
genotyped by nanofluidic PCR using digital array (Figure S3).

External KRAS and BRAF amplification from DNA

An external pre-amplification of KRAS and BRAF fragment of 15 cycles was required to analyze
molecular alterations from crypts. For primer sequences see Table S3. KRAS-PCR reaction was
performed in 15 ul of 1.5mol/L MgCl,, 0.2 mmol/L dNTPs, 20 ng genomic DNA, 0.1umol/L of each
primer and 1U of Immolase DNA polymerase (Bioline) for 15 with annealing temperature of 522C.
BRAF hotspot mutation ¢.1799T>A (V600E) was amplified by PCR with BRAF_PCR primers. PCR
reaction was performed in 30ul of 1.5mol/L MgCl,, 0.2mmol/L dNTPs, 20 ng genomic DNA, 0.5
pumol/L of each primer and 1U Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 15 cycles
with annealing temperature of 552C. Contamination of this step was discarded by an independent
genotyping process by Light Cycler® 480 (Roche) device that analyzed waters of external
amplification (Figure S5 and Figure S6). A strict analysis of the negative controls was performed in
each assay, thus excluding any possibility of contamination. A set of pre-amplified product from
crypts was also tested in this assay to determine if pre-amplification has occurred.

Genotyping by Nanofluidic Dynamic PCR

The 48.48 Dynamic Array used in the present study is able to analyze 48 samples with 48 assays on
the BioMark platform (Fluidigm® Corporation). The array is mounted on a plastic interface
containing 48 samples and 48 assay inlets. In the present study, each array was loaded with 47
samples and one nontemplate control. Eight hotspot assays (7 for KRAS and one for BRAF) were
loaded in 6 replicates into the 48 assay inlets. The array contains a network of fluid lines
(integrated fluidic circuit, IFC) and chambers that are controlled by elastomeric valves. These
valves deflect under pressure to create a tight seal, thereby regulating the flow of liquids into the
IFC. Before reagents are loaded, the array is primed using the IFC Controller MX, which pressurizes
the control lines and closes the interface valves. The same genotyping assay reagents and enzyme
master mixes used for conventional genotyping were used for the nanofluidic array. Each assay
(5ul) comprised 2.5 plL of Assay Loading Reagent (2x) (Fluidigm® Corporation, PN 85000736), 1.25
uL SNP genotyping assay mix (40x) (Applied Biosystems), 0.25 puL ROX (50x) (Invitrogen, Carlsbad,
CA), and 1 uL DNA-free water. Each sample (6 uL) comprised 3 uL TagMan® Universal PCR Master
Mix (2X), 0.06 uL AmpliTag Gold DNA polymerase (Applied Biosystems), 0.3 pL GT sample loading
reagent (20x) (Fluidigm® Corporation), 0.12 uL DNA-free water, and 2.52 uL PCR product. Each of
the assays (4 pL) and samples (5 pL) was pipetted into separate inlets on the frame of the chip
according to the manufacturer’s instructions. The assays and samples were loaded into the
reaction chambers and mixed using the IFC Controller MX. Arrays should be run immediately after
assays, with samples pipetted into wells. The arrays were processed using the BioMark System
(Fluidigm® Corporation), which performs the thermal cycling and fluorescent image acquisition.
The raw data for each reaction was extracted using the genotyping analysis software (BioMark™
SNP Genotyping Analysis Software). Intra-experimental and inter-experimental variability were
studied based on this wild-type variant fluorescence/mutant variant fluorescence ratio. Negative
controls excluded contamination in the process.



Quantification of results from genotyping technology

Serial dilutions of mutations of KRAS (G12V, G12D, G12C, G12S, G12R, G12A and G13D) and BRAF
(V600E) were genotyped by conventional real-time PCR analysis probes using the real-time PCR
machine Light Cycler® 480, and, on the other hand, by Dynamic PCR using the BioMark System
(Fluidigm® Corporation). The raw data for each reaction was extracted from analysis software. A
pair of fluorescence value was obtained for each allele to test, one probe targets the wild-type
variant (tagged with VIC fluorophore) and the other targets to mutant variant (tagged with FAM
fluorophore) and a ratio between them was established. A standard curves for each genotyping
methodology used (Light Cycler® 480, as well as, for real-time PCR using dynamic array) were
obtained to estimate the mutant allele frequency (see an example in Figure S4). The analytical
sensitivity of each probe is detailed in Table S4.
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Table S1. Spectrum of KRAS mutations in primary lesions by digital PCR

G12A Gi12¢ G12D G12R G125 G12v
POLY1 Ad1 0 0 0.28 0 0 0
POLY1 Ad2 0 0 0 0 0.14 0
POLY1 Ad3 0 0 0 0 8.48 0
POLY2 Ad1 0 8.91 0 0 9.41 0
POLY3 Ad1 0 0 0.08 0 0.08 0
POLY4 Ad1 31.18 0 31.08 0 0 29.34
POLY4 Ad2 0 0.07 0.14 0 0 0
POLY4 Ad3 0 0 0.08 0 0.08 0.10
CMRD 0 0 0 0 0.09
Lynch 0 0 0.29 0 0.13
SP1 0 0 0 0 0.06
SP2 28.52 0 32.10 0 0.13 29.73
SP3 0 35.90 0.19 0.18 36.76 0
SP4 0 0 43.98 0 0.41
SP5 0 0.18 29.34 0 0 0
SP6 0.12 0.23 0.93 0 0.23 49.60
SP7 0 0.07 0.08 0 0 0
SP8 0 0 0.17 0 0.18 0
SP9 0 0.10 0.12 0 0.23 0
SP10 0 0 0.09 0.10 1.55 0
SP11 0 0 0 0 0.55 0
SP12 0 0.07 0.05 0 0.72 0
SP13 0 0 0 0 0 0
SP14 0 0.11 0.31 0 1.66 0
SP15 0 0 0 0 0 0
SP16 0 0 0.07 0 0.12 0
SP17 0 0 0.71 0 0 0
SP18 0 0 0 0 0.10 0
SP19 0 0.10 0 0 0 0
SP20 0 0.15 0 0 0.09 0
SP21 0 0 0 0 0 0
SP22 NA NA NA NA NA NA
SP23 0 0.08 0 0 0.08 16.74

In blue: Polyposis selected cases; In grey background: the rest of hereditary selected cases; in red: sporadic selected
cases, (dark) without KRAS mutation; (light) with a KRAS mutation enrichment.
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LEGENDS OF SUPPORTING FIGURES

Figure S1. Isolated crypts from hereditary and sporadic cases. (A) Four crypts from FAP case are
shown; three from adenomas and two from normal mucosa. (B) Six crypts from MAP; three from
adenomas and three from normal mucosa. (C) One crypt from adenoma and one from mucosa of
SP4-case are depicted. (D) Two crypts, each one from adenoma and normal mucosa, of SP6 case
are depicted. Ad, Adenoma; N, normal mucosa; T, adenocarcinoma.

Figure S2. Quantitative genotyping of KRAS mutations using Whole genome amplification (WGA)
DNA or pre-amplification using a nested PCR strategy. (A) Reconstitution experiment of
genotyping by allelic discrimination using TaQman probes in serial dilutions of G12V KRAS
mutation. (B) Genotyping using WGA DNA and (C) after 15 cycles of external amplification.
Quantitative analysis is only possible using 15 cycles of external PCR. WT, wild type sample.

Figure S3. Analytical sensitivity of KRAS genotyping by Light Cycler® 480 and by digital array
(Fluidigm) using pre-amplified products. (A) The amplification curves of each serial dilution for the
wild type probe (top) or by G12V KRAS mutant probe (bottom). (B) Analysis by digital array
displaying a total of 770 amplification curves for wild type (on the left) and mutant (on the right)
probes. Accurate quantitation of the mutant alleles is possible the pre-amplification process.
*0.5%, 0.1%, 0.05%, 0.01%.

Figure S4. Standard curve for quantitative mutation analysis for (A) Light Cycler® 480 (Roche)
and (B) nanofluidic PCR using dynamic array (Fluidigm). On the left, the genotyping scatter plot.
In the middle standard curves for the depicted probe. On the right, the expected and obtained
mutant frequencies for each serial dilution are shown.

Figure S5. Analysis of KRAS/BRAF amplicons of hereditary cases using external PCR. Study of
amplicons from (A) FAP case, (B) MAP case, (C) POLY3, (D) POLY4 and (E) the MMR deficient cases.
C+, positive control of mutation; C-, negative control; H20s/NA, different waters and non-
amplified products.

Figure S6. Analysis of KRAS/BRAF amplicons of sporadic cases using external PCR. Study of
amplicons from (A) SP-1 case, (B) SP-2 case, (C) SP-3 case, (D) SP-4 case, (E) SP-5 case and (F) SP-6
case. C+, positive control of mutation; C-, negative control; H20s/NA, different waters and non-
amplified products.

Figure S7. Analysis of SP-5 case. (A) APC MCR study. The dominant mutation was detected in all
sections analyzed as well as in 4 tumor crypts. Mutation dosage varied among crypts and in one
crypt was accompanied with an additional mutation. Furthermore, in one crypt was detected an
additional mutation. (B) KRAS/BRAF study. (i) G12D KRAS mutation was selected. The percentage
of each KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) HCA study revealed 6
metapopulations, associated to the presence of BRAF mutation in normal colon. The color code at
the bottom box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure S8. Analysis of SP-4 case. (A) APC MCR study. The MCR analysis displayed the presence of a
selected mutation in the biopsy sections, and this mutation was observed in all crypts in different
dosages. An additional mutation was observed in a crypt. Of note, the selected alteration was
observed in different dosages. (B) KRAS/BRAF study. (i) G12D KRAS mutation was selected. The



percentage of each KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) HCA identified 5
metapopulations: 1 WT, 1 BRAF mutant and 3 sharing a similar KRAS mutational pattern. The color
code at the bottom box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T,
adenocarcinoma.

Figure S9. Analysis of SP-2 case. (A) APC MCR study. In in the biopsy sections, a dominant APC
mutation was selected for in all areas analyzed and in 4 crypts in different dosages. (B) KRAS/BRAF
study. (i) Three KRAS mutations (G12A, G12D, G12V) were detected in the biopsy. The percentage
of each KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) HCA identified 5
metapopulations; 1 WT, 1 BRAF mutant and 3 sharing a similar KRAS mutational pattern. The color
code at the bottom box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T,
adenocarcinoma.

Figure S10. Analysis of SP-3 case. (A) APC MCR study. The MCR analysis displayed the presence of
a selected mutation in the biopsy sections, and was also observed in 3 crypts in different dosages.
(B) KRAS/BRAF study. (i) In the biopsy, three KRAS mutations (G12C, G12S, G13D) were detected.
The percentage of each KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) The HCA
study showed 8 metapopulations sharing a common KRAS mutant pattern associated to
adenocarcinoma crypts. BRAF mutation was also observed in normal and adenocarcinoma crypts.
The color code at the bottom box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T,
adenocarcinoma.

Figure S11. SP-1 case. (A) APC MCR study. The MCR analysis displayed the presence of a selected
mutation in biopsy sections, and was also observed in 4 crypts in different dosages. (B) KRAS/BRAF
study. (i) No KRAS mutation was selected. The percentage of each KRAS/BRAF mutation as
assessed by digital PCR is shown. (ii) The HCA study showed 2 metapopulations that correspond
with wild type crypts and population (3 crypts) with very low BRAF mutation. The color code at the
bottom box represents each KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure S12. APC/MUTYH(-) polyposis 3 case. (A) APC MCR study. No pathogenic mutations were
detected in the MCR in the biopsy. Only one APC silent mutation was observed in another crypt.
(B) KRAS/BRAF study. (i) The results showed the absence of the selected mutation in the biopsy.
The percentage of each KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) HCA showed
11 metapopulations homogeneously distributed throughout the colon. Up to 20% of the crypts
harbored transversions (G12V and BRAF). The color code at the bottom box represents each
KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure S13. LS case. (A) APC MCR study. No pathogenic mutations were detected in the MCR. (B)
KRAS/BRAF study. (i) G13D KRAS mutation was detected in the biopsy. The percentage of each
KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) HCA depicted 5 metapopulations; 4
of them mutant crypts from adenocarcinoma. The color code at the bottom box represents each
KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.

Figure S14. CMRD case. (A) APC MCR study. No pathogenic mutations were detected in the MCR.
(B) KRAS/BRAF study. (i) G13D KRAS mutation was detected in the biopsy. The percentage of each
KRAS/BRAF mutation as assessed by digital PCR is shown. (ii) The HCA study showed the presence
of one KRAS mutant crypt from the adenoma The color code at the bottom box represents each
KRAS/BRAF mutation. N, normal mucosa, T, adenocarcinoma.
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Discussio

VALIDACIO | ESTUDI DEL COST-EFECTIVITAT DE LA DETERMINACIO DE
LA HIPERMETILACIO DEL PROMOTOR DEL GEN MLH1

En iniciar aquesta tesi el primer projecte en el que vaig treballar va ser la comparacio de I'article de
la mutacié de BRAF V60OE i de la hipermetilacié del promotor d’MLH1 per a millorar I'algoritme

del diagnostic molecular de la LS.

L’heterogeneitat genética i la baixa prevalenca de les alteracions hereditaries ha fet, fins la irrupcio
del NGS, que sigui altament costds estudiar de forma universal I'estat mutacional dels gens MMR a
nivell germinal, en tots els casos on hi ha una sospita de patir LS, basat en la determinacié de la
preséncia de MSI o de perdua d’expressio de proteines reparadores en mostres tumorals. El fet de
gue no siguin tests altament sensibles per la identificacié de la LS ha implicat que s’hagin proposat
altres estratégies alternatives, com son I’estudi de la mutacié de BRAF V60O0E i la hipermetilacio del
promotor d’MLH1, que permetin delimitar millor la poblacié candidata a estudi dels gens en linia
germinal. Aquestes dues alteracions moleculars s’han associat intimament amb |'origen esporadic
del subgrup de tumors pendents i teoricament permetrien delimitar millor els candidats a estudi

en linia germinal.

Amb |'objectiu de determinar quina de les dues técniques era la més adient per a la seva
implementacié en I'algoritme diagnostic era indispensable conéixer la variabilitat, sensibilitat,
especificitat i fer un estudi de cost-efectivitat de cada variable considerada. Si restringim I’analisi
als casos de la série amb sospita de ser LS que presenten MSI i pérdua d’expressiéo d’'MLH1 (n=71),
s’observa que la manca de mutacié de BRAF té una sensibilitat analitica de 96% (23/24) i una
especificitat de 28% (13/47) en detectar casos amb mutacié germinal a MLH1. Fent la comparacio
amb les séries descrites fins el moment de la publicacid, el valor de la sensibilitat esta en la linia del
descrit, mentre que, la especificitat era significativament més baixa (Bessa, et al., 2008; Julie, et al.,
2008; Bouzourene, et al., 2010; Perez-Carbonell, et al., 2010) (article 1, taula 3 i taula del material
suplementari 5). Aquesta diferéncia en la especificitat, es pot explicar per dos motius. En primer
lloc, la prevalenga de la mutacié de BRAF en la nostra série és baixa comparada amb la majoria de
les reportades, detectant-se en un 11% del casos amb MSI i en un 20% dels casos amb perdua
d’expressié d’MLH1 (Bessa, et al., 2008; Julie, et al., 2008; Bouzourene, et al., 2010; Perez-
Carbonell, et al., 2010). Aquest fet, probablement, és un reflex de la propia experiencia dels
centres de referéencia (Perez-Carbonell, et al., 2010). Per una altra banda, en la nostra série hi ha

una proporcio equilibrada del nombre de LS amb mutacié germinal d’MLH1 que afavoreix un millor
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ajust de les estimacions. S’han reportat altres séries a posteriori que han servit per avaluar
concretament la contribucio de I'analisi de la mutacié de BRAF (Jin, et al., 2013; Thiel, et al., 2013) i
també per validar la implementacié de I'analisi de la IHC com a marcador indirecte de mutacid
BRAF (Thiel, et al., 2013; Toon, et al., 2013). Cal destacar pero, que en aquests estudis no es va dur
a terme I'analisi a nivell germinal de totes les mostres considerades independentment del resultat.
Aquest fet, per tant, ens impossibilita I'analisi comparatiu de la sensibilitat i especificat de les

noves dades reportades.

Quan considerem I’estratégia de I'estudi de la manca d’hipermetilacié somatica del promotor
d’MHL1 per a seleccionar casos LS, tot i que la sensibilitat és la mateixa que en el cas anterior,
I'especificitat incrementa fins al 66% (31/47). Una altra vegada s’observa una disminucié en
I'especificitat respecte el reportat (Domingo, et al., 2005; Julie, et al., 2008; Bouzourene, et al.,
2010; Perez-Carbonell, et al., 2010) que es pot explicar també per la baixa prevalenca de la
hipermetilacié en la nostra serie (42%), (article 1, taula 3 i taula del material suplementari 5). La
variabilitat en el nombre de casos esporadics amb hipermetilacié en MLH1 ve determinada per les
diferéncies demografiques de les Unitats de Consell Genetic, per la tecnica utilitzada per I'estudi, i
pel llindar analitic establert per a determinar la preséncia o abséncia d’epimutacié. Com en el cas
anterior, en les séries estudiades a posteriori, no s’analitzaren totes les mostres a nivell germinal, i,
per tant, no es poden comparar els parametres analitics de sensibilitat i especificitat amb els de la

nostra serie (Jin, et al., 2013; Thiel, et al., 2013; Toon, et al., 2013).

Es important entendre com s’originen les alteracions moleculars. La literatura suggereix que la
inactivacio de I'expressiéo d’MLH1 condueix cap a la fallida del sistema MMR, implicant la MSI que
precedeix en el temps les alteracions moleculars subseqiients, com és la mutacid en el gen BRAF
(Imai i Yamamoto, 2008). Els nostres resultats recolzen aquesta afirmacié doncs, totes les mostres
qgue presenten BRAF mutat estan hipermetilades, fet que no succeeix a la inversa. Aquesta
caracteristica que també és comuna en la majoria de séries (Julie, et al., 2008; Bouzourene, et al.,
2010; Perez-Carbonell, et al., 2010; Jin, et al.,, 2013; Thiel, et al., 2013), reafirma I'estudi de la
hipermetilacié com a alternativa diagnostica més precisa, reduint el nombre de falsos positius que
es poden escapar quan BRAF és considerat com a mecanisme de preseleccié en l'algoritme

diagnostic.
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METODOLOGIA, SENSIBILITAT ANALITICA, VALIDACIO | ROBUSTESA

En el context del diagnostic molecular la mostra de rutina de tumor d’un pacient que és sospita de
patir LS és el teixit fixat en formol i inclos en parafina (FFPE). Després de la inclusié en parafina, el
DNA genomic de la mostra es pot fragmentar, i aquest fet s’ha de tenir en compte en la
implementacio de les metodologies d’analisi. Per una altra banda, també cal considerar que les
mutacions i epimutacions, poden estar diluides per la contaminacié de cel-lules no tumorals, i que,

per aquesta rad, és important treballar amb metodologies amb una sensibilitat analitica elevada.

Metodologia per I’estudi de la mutacié de BRAF

En el cas de I'estudi de la mutacidé V600E es va posar a punt la técnica de I'SNuUPE (single nucleotide
primer extension analysis) usant el kit SNaPshot i es va comparar amb la més emprada en la
bibliografia (gold standard), la seqiienciacié convencional. La metodologia de I'SNUPE consisteix en
un métode basat en I'extensio d’un nucleotid de primers especifics, dissenyats de tal manera que
acaben exactament en la posicio 5°del la base que determina I'abséncia o presencia de la mutacié
BRAF V600E. Aquesta técnica ens permet discriminar a través de fluordfors entre I'al-lel WT i el
mutat. Mentre la seqlienciacio només era capag de detectar al-lels mutats a partir d’'una proporcio
d’aproximadament el 20%, amb I’'SNaPshot aconseguiem una sensibilitat analitica del 5%. Fent una
revisid bibliografica, també s’han emprat altres metodologies altament sensibles, com la Allele-
specific PCR (Loughrey, 2007) o bé la genotipacié amb sondes TagMan en la PCR quantitativa
(Benlloch, et al., 2006; Perez-Carbonell, et al., 2010). En una série consecutiva de CCR esporadics,
es va detectar la mutacié de BRAF en proporcions comparables a les d’altres séries. Mentre que la
freqUéncia de la mutacié de BRAF V600E a tumors MSS esta per sota del 10% (Samowitz, et al.,
2005; Roskoski, 2010; Thiel, et al., 2013; Toon, et al., 2013), el rang entre els tumors amb MSI varia
de 13 a 78% (Samowitz, et al., 2005; Capper, et al., 2013; Thiel, et al., 2013; Toon, et al., 2013).

Nosaltres ho hem detectat en el 20% dels tumors MSI analitzats.

Metodologia per I’estudi de la hipermetilacié d’MLH1

Historicament, I’estudi epigenétic del promotor d’MLH1 s’ha dut a terme per multiples estrategies,
pero encara no hi ha cap que pugui ser considerada com la gold standard. No obstant aix0, s’han
de tenir en compte certes consideracions clau per la tria d’'una determinada metodologia.
Primerament, el métode molecular utilitzat necessita ser altament sensible, com hem comentat

anteriorment i, en segon lloc, ha d’anar dirigit a I'estudi de les CpG de les regions C i D del
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promotor d’MLHI1, descrites per en Deng, que correlacionen directament amb el silenci
transcripcional de I'expressié de la proteina i que sdn menys susceptibles a la metilacid associada

amb I'edat o a la metilacié inespecifica (Deng, et al., 2002b).

La majoria dels métodes de deteccid de metilacid es basen en el tractament amb bisulfit sodic del
DNA genomic, el qual després servira com a mostra per les analisis basades en assajos de PCR. El
bisulfit sodic converteix les citosines sense metilar en uracils, i durant el procés d’amplificacio de la
PCR, aquestes es converteixen en timines, mentre que les citosines es mantenen com a tal. La
seqlienciacio de bisulfit identifica la metilacié per la retencié de les citosines en els dinucleotids
CpG de les illes CpG del promotor. La PCR especifica per metilacié (MSP, Methylation-specific PCR)
és l'estratégia més ampliament utilitzada basada en el tractament amb bisulfit del DNA per a
I’estudi d’'un determinat locus. Breument, el DNA modificat amb bisulfit serveix com a motlle per a
la amplificacio amb PCR mitjancant I’Gs de dos jocs diferents de primers especifics per la seqiéncia
metilada (MSP) i per la no metilada. Existeixen variacions quantitatives d'aquesta técnica que es
basen en la PCR en temps real i entre elles destaquem I’analisi de corbes de fusié sensible a la
metilacié (MS—-MCA, Methylation-specific melting curve analysis). El MS-MCA és un métode que
empra un colorant fluorescent (normalment, el SYBR Green) que s’intercala en I'estructura
secundaria de la doble hélix del DNA i que ens permet controlar les propietats de fusié dels
productes amplificats per la PCR durant la MSP quan s’augmenta la temperatura. El DNA metilat
subseqiient a la modificacié amb bisulfit conté un major contingut de GC, pel que és més resistent
a la fusié. L'estat de metilacié d'una mostra desconeguda es determina llavors mitjangant la
comparacio del seu perfil de fusié amb els perfils de fusié dels controls, obtinguts de I'amplificacié
de molécules completament metilades i no metilades. Un altre exemple de metodologia basada en
el DNA pretractat amb bisulfit és la piroseqiienciacié, que és una técnica de "seqilienciacidé per
sintesi" en qué el DNA modificat pel bisulfit s'amplifica usant el primer biotinilat i que mesura la
relacié de citosines i timines en un determinat nombre de llocs CpG dins d'un curt tram de la
seqliencia (Tost i Gut, 2007). Aquest metode té l'avantatge de ser quantitatiu, el que permet
mesurar directament els nivells de metilacid, i s'ha emprat amb exit per a la deteccié de metilacio

en MLH1 (Goel, et al., 2011; Hitchins, et al., 2011; Pineda, et al., 2012).

Per una altra banda, existeixen metodologies que no requereixen la conversié previa del DNA
genomic amb bisulfit sodic, i entre totes elles destaquem el MLPA especific per I'estudi de la

metilacié (MS-MLPA, methylation-specific MLPA) i que també ha demostrat ser fiable per a la
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deteccié de la hipermetilacié en el promotor d’MLH1 (Gylling, et al., 2009). La técnica MS-MLPA
utilitza endonucleases de restriccid que sén sensibles als llocs de metilacid, com ara Hhal, i que
deixa d'escindir si en el lloc de reconeixement que conté una CpG hi ha qualsevol citosina
metilada. En MS-MLPA, les sondes estan dissenyades de tal forma que comprenen els llocs
d’hibridacié de Hhal amb el DNA gendmic de cadena senzilla. EI DNA no metilat es digereix i, per
tant, no es pot amplificar, mentre que el producte de la hibridacié entre el DNA genomic metilat i
la sonda roman sense digerir i s"amplifica. Les mostres amb metilacié produiran un pic, I'algada del
qual és relatiu al nivell de metilacid, com es determina al comparar la reaccié de I'amplificacié de
les mostres quan no hi ha digestié. L’absencia de pics es produeix quan la mostra no esta metilada
o quan s’ha produit una delecio en la seqliencia interrogada. El kit especific utilitzat en aquesta tesi
(MRC Holland, Amsterdam, the Netherlands) analitza alhora la presencia de metilacié en multiples
llocs per I'endonucleasa, tant pel gen MLHI com per MSH2, incloent en els estudis dos o més

regions dels promotors.

En el nostre estudi es conclou que la metodologia més adient per I'estudi de la hipermetilacié en
tumors és el MS-MLPA. Utilitzant aquesta técnica podem arribar a detectar hipermetilacié quan a
la mostra de DNA hi ha més del 10% dels al-lels metilats. Paral-lelament, es destaca que la

variabilitat intra i interexperimental és inferior a I'1%.

En un estudi comparatiu entre I'MS-MLPA i la piroseqlienciacié que es va fer a la Universitat de
Michigan es va observar que eren técniques amb un rendiment semblant. El nostre estudi,
demostra que aquesta metodologia ofereix un gran rendiment en la rutina del diagnostic clinic de
mostres de DNA procedents de parafines sent robusta, reproduible i sensible. D’acord amb els
resultats obtinguts, el llindar que determina la preséncia o absencia de la hipermetilacié té un gran
significat i condiciona la seva utilitat diagnostica. En la nostra experiéncia un punt de tall del 20%
de hipermetilacié d’MLH1 era el més adient per 'estudi de mostres de parafina. Quant al MS-MCA
tot i proporcionar una millor sensibilitat analitica, no tenia capacitat de discriminacié en el casos

borderline pel MS-MLPA.

En relacié amb aquest fet, una revisid de la literatura recent, ha calculat que aproximadament
I'1,4% dels CCR que sén LS, son portadors de la mutacié BRAF V60OE (Parsons, et al., 2012; Capper,
et al., 2013) i que un 5% dels tumors dels portadors de mutacions MLH1 tenen metilacio en la

regié C del promotor d’MLH1 (Crepin, et al., 2012; Parsons, et al., 2012).
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Es va detectar en la serie un cas fals negatiu que es suma als descrits fins ara (22, Toon 2013). El
pacient era portador d’una mutacié patogenica en MLHI1 c.1865T>A; p.(Lis622Hys) que ha estat
descrita com a fundadora espanyola (Borras, et al., 2010). Aquest cas té, tant la mutacié BRAF
V600E com la hipermetilacié del promotor d’MLH1, mostrant, per tant, un perfil esperable al d’un
tumor esporadic (Wang, et al., 2003; Deng, et al., 2004; Domingo, et al., 2004b; McGivern, et al.,
2004). Walsh i col-laboradors (Walsh, et al., 2009), van reportar la preséncia de mutacions BRAF en
un membre d’una familia amb LS que mostrava predisposicid per a desenvolupar polips colorectals
de la via serrada. Hi ha evidencies que indiquen que els tumors amb MSI-H poden originar
adenomes de la via serrada (Kambara, et al., 2004; Dong, et al., 2005). En el nostre cas, no es va
observar cap fenotip serrat. L’analisi comparatiu mostra com en el tumor, la hipermetilacié
correspon a la inactivacié d’MLH1 (second hit), doncs no es detecta aquesta alteracio en el teixit de
mucosa normal del pacient. El fet que la hipermetilacid es trobi en més freqiiencia que la mutacio
de BRAF en casos LS es pot explicar perqué la metilacié del promotor d’MLH1 és el second hit que
desencadena la resta d’alteracions i per tant, precedeix en el temps a la mutacié de BRAF i també,
perque molt probablement en els estudis va haver una sobreestimacié d’hipermetilacié somatica
al no descartar I'origen germinal d’aquesta. Aquest tipus de mecanisme constitucional es

comentara en I'Ultim apartat de la discussié de I'article 1.

COST-EFICACIA

Tot i que els resultats indicaven que I'estudi de la hipermetilacio podia ser la millor alternativa per
la seva aplicacid en el camp diagnostic de la LS, es va voler anar més enlla. Amb la col-laboracio del
Pla Director de I'Institut Catala d’Oncologia, es va dur a terme un estudi del cost-eficacia de les
possibles alternatives diagnostiques per a seleccionar millor els casos que sén sospita de ser LS, i

gue el seu tumor presenta MSl i pérdua d’expressio d’'MLH1.

La utilitat clinica de I'estudi de la hipermetilacié d’MLH1 es basa en la poca prevalenga observada.
En linies generals, i tal i com es mostra en I'apartat de resultats de I'article 1, I'estudi de I’alteracio
epigenetica somatica en el promotor d’MLH1 no supera I'analisi de la mutacié de BRAF pero
s’observa que la seva aplicacié en I'algoritme diagnostic és més cost-efectiva, si ens centrem en el
cost incrementat per cada portador de mutacié en MLH1 detectat de forma addicional. Les nostres
conclusions van en la linia de les de Pérez-Carbonell i col-laboradors (Perez-Carbonell, et al., 2010),

tot i que ells utilitzaren un métode menys complex d’analisi: el del cost-minimitzat.
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Aquest estudi coincidi amb una etapa primerenca d’implantacié a laboratoris clinics dels sistemes
d’ultraseqiienciacié de nova generacié. Amb I'objectiu de poder considerar aquesta alternativa
diagnostica es va incloure el cost d’un analisi genétic a nivell germinal i també, la situacié en un
futur en qué els costos d’aquestes analisis siguin més assequibles, considerant una hipoteética
situacio en el que el preu per mostra analitzada fos de 300€. El cost incrementat per cada portador
de mutacio addicional detectada seria de 865€ quan el metode de preseleccio fos la hipermetilacié
d’MLH1. Aquest cost seria més accentuat en comparar-se amb I'analisi directe de la linia germinal

d’MLH1 arribant a costar fins a 1620¢€.

L’analisi de sensibilitat que es va realitzar variant només el valor de la probabilitat d’una variable
(one-way analysis), va demostrar que entre els factors que condicionen més els resultats de
I’estudi de cost-eficacia trobem els canvis en la prevalenga de la mutacid en la linia germinal. La
nostra prevalenga és del 47%, és un reflex del métode se seleccié de les mostres analitzades i que
molt probablement ve condicionat pel tipus de poblacié avaluada en centres de referéncia. Aixi
mateix, els resultats sén molt sensibles a les caracteristiques del funcionament de la tecnica de
deteccié de la metilacié reforgant encara més la importancia de la técnica utilitzada MLH1 i la

sensibilitat analitica establerta.

Els principals punts forts del nostre estudi son : (i) la inclusié d'una amplia serie de casos ben
anotats amb un nombre significatiu de casos de LS (per a una comparacié amb altres estudis veure
taula 3 i la taula de dades complementaria 5), (ii) la avaluacié de I'experiéncia de la Unitat de
Genética del Cancer; i (iii) I'estimacié dels costos addicionals dels metodes de deteccié de casos
alternatius per a la deteccié de portadors de mutacions MLHI combinats amb analisi de

sensibilitat (one-way analysis).

En conclusio, la hipermetilacié somatica de MLH1 és un metode de seleccio previa precis i rendible
per la seleccié dels pacients que sén candidats per I'analisi de la linia germinal d’MLH1 quan és
sospita de LS i quan I'expressié d’MLH1 és absent. L’analisi de la hipermetilacié d’MLH1 utilitzant
MS-MLPA té molt pocs resultats falsos negatius, el que reafirmaria aquesta técnica en l'algoritme
diagnostic de LS. En qualsevol cas, els metges han de ser conscients que alguns casos LS poden no
ser identificats. Aquest estudi afegeix evidéencia significativa de suport a la introduccié de I'analisi
de la hipermetilacié somatica de MLH1 com el métode de preseleccid en l'ajust de rutina de

diagnostic de LS amb mutacio a linia germinal d’MLH1.

185



Discussio

AVALUACIO DE LA IMPLEMENTACIO DE L’ESTUDI DE LA HIPERMETILACIO EN
L’ALGORITME CLINIC DE LA LS

Com a conseqliencia d’aquest estudi, el cribratge d’hipermetilacié del promotor d’MLH1 ha estat
incorporat en la rutina del diagnostic molecular del Programa de Diagnostic Molecular de Cancer
Hereditari del Institut Catala d’Oncologia com a estudi molecular dels tumors que presenten
pérdua d’expressio de la proteina MLH1 en aquells pacients sospita de ser Lynch. Tant és aixi, que
entre els anys 1998 i 2012, 108 casos ja han estat estudiats i inclouen els casos antics més els

introduits posteriorment.

Del total de 108 casos amb sospita de LS, 49 no presentaven hipermetilacié del promotor i
d’aquests 26 van ser finalment catalogats com a LS. En 4 dels 49 casos amb hipermetilacié
somatica finalment es va detectar LS: dos eren falsos negatius i 2 van ser finalment catalogats com

epimutacions germinals, casuistica que confirma els resultats publicats anteriorment (Taula 5).

Casos amb estudi finalitzat que han estat estudiats per metilacié somatica d’MLH1.

No metilats 26 23 49
Metilats 4 45 49
No valorables 0 10 10

Si fem un calcul de I'estalvi en euros que ha representat la implementacié d’aquesta técnica veiem
que aquest fet suposa un estalvi del 35% (41.405€) respecte del cost d’estudiar tots els casos a
nivell germinal. Paral-lelament, si considerem I’estudi de les mutacions directes en els familiars de
primer i de segon grau, observem que l'estalvi suposa un 29% (42.546€), el que reforca la

implementacio d’aquesta estratégia diagnostica.

EPIMUTACIO GERMINAL

Es de destacar que la recent identificacié i caracteritzacié d’epimutacions en MLHI en linia
germinal suggereix una utilitat addicional de I'estudi de la hipermetilacié somatica en I'algoritme
diagnostic de LS pero en un sentit invers. Actualment, han estat reportats prop de 50 casos index
sense una mutacié de reparacié de gens de la linia germinal patogenica convencional i confirmats

com a portadors d'una epimutacié constitucional en MLH1. Aquests casos han estat detectats
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arreu de tot el moén sent present en diversos grups étnics (Miyakura, et al., 2004; Suter, et al.,
2004; Valle, et al., 2007; Morak, et al., 2008; Zhou, et al., 2008; Gylling, et al., 2009; Goel, et al.,
2011; Hitchins, et al., 2011; Pineda, et al., 2012; Ward, et al., 2013). Sembla ser que entre aquest
grup de pacients el cancer es produeix a una edat primerenca (mitjana d’edat de 39 anys) el que
representa uns 5 anys més jove que en els casos amb mutacions germinal en la seqliéncia d’MLH1
(aproximadament 44 anys) (Peltomaki, et al., 2001; Hendriks, et al., 2003). Per tant, aquest pot ser
un criteri indicador per a fer un estudi de metilacié germinal. Basant-se en la localitzacié del
tumor, I'edat de l'apariciéd del cancer, aixi com en la patologia molecular dels tumors; ara és
evident que les epimutacions constitucionals d’MLH1 confereixen un fenotip més sever de cancer
que els de LS. No obstant aix0, els tumors de tipus Lynch que s'associen amb una epimutacio
constitucional d’MLH1, com succeeix en els cancers colorectals esporadics MSI, també mostren la
preséncia de metilacid del promotor d’MLH1 i, en ocasions també tenen mutacions al gen BRAF

(Morak, et al., 2008; Goel, et al., 2011; Pineda, et al., 2012).

D’epimutacions germinals d’MLH1 podem diferenciar dos tipus: (1) aquelles que tendeixen a sorgir
de manera espontania i que son reversibles entre les generacions, encara que ocasionalment
transmeses a la seglient generacid en un patré no mendelia (epimutacié primaria d’'MLH1), i (2)
epimutacions mendelianes que s’ajusten a un patré d'heréncia classica autosomica dominant. La
naturalesa i [I'heretabilitat d'aquestes formes diferents de les epimutacions d'MLH1
presumiblement reflecteixen la seva base mecanica. Les epimutacions constitucionals sén poc
freqlients i és probable que no coneguem la seva freqliéncia real fins que analitzem series amplies

amb meétodes sensibles.

Quan davant la sospita de qué un tumor sigui LS, el resultat de I'estudi de la mutacié germinal dels
tres gens més freqientment mutats (MLH1, MSH2 i MSH6) resulta negatiu, i amb I'abséncia
d’estudi de l'estat d'expressido de proteines i MSI, la taxa de deteccié d’epimutacions MLH1
oscil-len entre el O fins al 1,6% (Miyakura, et al., 2004; Hitchins, et al., 2005; Hitchins, et al., 2011;
Crepin, et al., 2012). Per contra, quan es sospita de pacients amb sindrome de Lynch que han estat
seleccionats per a la prova d’hipermetilacié del promotor d’MLH1, a partir d’obtenir una prova
negativa en I'estudi en la linia germinal, i que addicionalment, el seu tumor CCR o d'endometri que
és diagnostica de forma primerenca presenta MSl i la perdua d'immunohistoquimica de MLH1, la
taxa de deteccid varia de 3 a 9% (Hitchins, et al., 2005; Hitchins, et al., 2007; Valle, et al., 2007;

Gylling, et al., 2009; Niessen, et al., 2009).
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Segons la bibliografia i I'experiencia diagnostica del Programa de Diagnostic Molecular de Cancer
Hereditari del Institut Catala d’Oncologia en el cas que un pacient sigui sospita de ser LS i que el
pacient hagi estat diagnosticat a una edat primerenca o amb multiples tumors i, que a la vegada,
presenti hipermetilaci6 de MLH1 pot considerar-se oportu procedir a I'analisi de la metilacid

germinal de MLH1 (Hitchins i Ward, 2009; Pineda, et al., 2012; Hitchins, 2013).

De fet, gracies a la implementacié d’aquest pas en I'algoritme clinic s’ha pogut classificar millor
pacients que havien estat classificats com a esporadics. Tant és aixi, que els 2 casos Lynch amb
epimutacio descrits en l'apartat anterior, en un primer moment, van ser classificats com a

esporadics en la serie descrita en aquest treball.

HETEROGENEITAT | DINAMICA TUMORAL

El segon bloc d’aquesta tesi es va centrar en I'aprofundiment del coneixement de la dinamica
tumoral primerenca. Lobjectiu va ser estudiar I’heterogeneitat i la dinamica de les subpoblacions
cel-lulars presents en el colon, considerant, tant el context amb predisposicid hereditaria com el

gue engloba casos d’adenocarcinomes esporadics.

Actualment, en la nova era de la genomica, es pot afirmar que I’heterogeneitat cel-lular és un fet
associat directament al cancer. Es evident que aquesta troballa coincideix en el temps amb
I’'adveniment en Ciencia de técniques altament sensibles a nivell analitic que han fet possible
arribar a caracteritzar amb més detall els tumors. Tot i que s’estan donant passes de gegant en
aquest camp del coneixement, encara resten per descobrir quins mecanismes subjacents al cancer
impulsen tant la variabilitat genética, com les propies interaccions entre les diferents
subpoblacions cel-lulars que hi son presents. Sens dubte, el fet de coneixer en detall aquests trets
tumorogenics afavoriran tant la medicina personalitzada contra el cancer, com la millora en el

disseny dels tractaments especifics.

La nostra hipotesi de treball es basa en qué I'analisi dels perfils de les freqiiencies de mutacié per
uns gens associats directament amb els estadis primerencs del cancer, poden reflectir la dinamica
de la carcinogénesi i ens pot ajudar a entendre millor el procés evolutiu del la tumorogénesi.

Aquest estudi es subdividi en dues parts.
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Per tal de dur a terme aquest objectiu, en una primera etapa ens vam centrar en la tria i posada a
punt d’una metodologia especifica per tal de permetre la deteccié d’al-lels mutats diluits en
mostres de tumor propies de la rutina diagnostica. Aquest estudi es va dur a terme en I'article 2 de

I'apartat de resultats.

En una segona part de I'estudi, es va realitzar I'analisi de les mutacions associades als estadis
inicials del cancer en diferents criptes aillades de casos hereditaris i esporadics. Aquests perfils
mutacionals posteriorment van ser utilitzats per tal d’establir correlacions entre la heterogeneitat
present en aquest microambient, comparant les diferents metapoblacions observades en estadis
primerencs de la tumorogenesi per tal d’analitzar la dinamica tumoral. Els resultats d’aquest

treball que engloben aquesta part de la tesi es descriuen en I'article 3.

PRIMERA PART: TRIA | POSADA A PUNT DE L’ESTUDI DE MUTACIONS DILUIDES
EN TUMORS

Les mutacions més freqiients de KRAS (codd 12 i 13) s’associen directament a les primeres etapes
de la tumorogenesis en multiples cancers (Bos, 1989; Esteller, et al., 2001), entre els quals esta el
colon. En general, aquestes mutacions s’han detectat entre el 40% i el 45%, tant del total
d’adenomes com dels carcinomes colorectals (Barbacid, 1987). Concretament, les mutacions en
aquest oncogen s’han associat directament amb el creixement tridimensional de |'adenoma
(Capella, et al., 1991), detectant-les en el 40-50% dels adenomes més grans d’1 cm. D’altra banda,
cal considerar que en el tumor, les mutacions somatiques especifiques poden ser presents, fins i
tot, en només una petita proporcié de cel-lules, o bé, tot i que les mutacions existeixen, aquest
senyal es pot veure emmascarat per I'excés de DNA no mutat. Aquestes dues premisses van ser

tingudes en compte quan es van estudiar i comparar les multiples metodologies disponibles.

S’han utilitzat diverses técniques per tal de poder analitzar aquests hotspots. Des de la decada de
1970, el metode de Sanger (Sanger, et al., 1977) és I'estandard (gold standard) per a I'analisi de les
mutacions en el diagnostic del cancer. Esta entre les metodologies més ampliament reportades,
tot i que el seu baix rendiment, I'elevat cost economic, la despesa en temps, i, sobretot, el fet que
comprén una sensibilitat analitica limitada, doncs és capa¢ de detectar al-lels mutats en una
proporcidé 220% (Isler, et al., 2007; Bagci, et al., 2012), no la fan especialment atractiva. També és

comu I'is d’altres metodologies com la piroseqlienciacio o la PCR especifica d’al-lel (allele-specific
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PCR) les quals sén capaces d’arribar a detectar entre un 10% i un 1% d’al-lels mutats (Ilbrahem, et

al., 2010; Sundstrom, et al., 2010; Wang, et al., 2010a).

L'estudi d’aquesta mutacidé en el camp diagnostic ha adquirit rellevancia en els ultims anys, doncs
la identificacié d’aquestes mutacions en pacients amb CCR metastatic es relaciona amb la manca
de resposta enfront determinades terapies contra el cancer per inhibicid del receptor del factor de
creixement epidérmic (EGFR) (com el Panitumumab o Cetuximab) (Lievre, et al., 2006; Benvenuti,
et al., 2007; Cappuzzo, et al., 2007; Di Fiore, et al., 2007; Khambata-Ford, et al., 2007; De Roock, et
al.,, 2008). Aquest fet ha impulsat I'aparicié de kits comercials enfocats al camp diagnostic i
centrats especificament en la deteccid de tot el ventall de hotspots de KRAS, com és el cas del Kit
de mutacions del gen KRAS de TheraScreen®(DxS Limited). Aquesta técnica combina un tipus de
PCR especifica d’al-lel (ARMS) amb I'is de sondes fluorescents de tipus Scorpion per a la deteccid
de les mutacions mitjancant assajos de PCR en temps real, oferint una sensibilitat analitica de I'1%
(Linardou, et al.,, 2011). També s’han emprat d’altres métodes altament sensibles com la PCR
enriquida en al-lel mutat (Molinari, et al., 2011) i la COLD-PCR, amb una sensibilitat analitica
descrita de prop del 0,1% (Li, et al., 2008; Li i Makrigiorgos, 2009; Milbury, et al., 2011; Pekin, et
al., 2011).

Nosaltres buscavem la manera de quantificar de forma precisa mutacions especifiques en mostres
amb poca quantitat de DNA. En un primer moment, es varen considerar diferents metodologies
d’alta sensibilitat analitica (SLM, la COLD-PCR, etc.) que no van funcionar a les nostres mans.
Després vam considerar tant metodologies basades en sistemes de microfluids, com en técniques
de seqienciacié de nova generacio i finalment, donada la naturalesa de la mostra i coincidint amb
la implantacié al nostre centre de I'equip BioMark™ HD System (de la plataforma Fluidigm), es va

decidir utilitzar I'estrategia de la PCR digital mitjangant I’Gs de sistemes de nanofluids.

Tecnologia de microfluids/nanofluids

Els dispositius de microfluids de Fluidigm utilitzen uns canals integrats i unes valvules que
reparteixen les diferent mescles de mostres i reactius en diferents cambres de reaccié que tenen
un volum a escala de nanolitres. El xip permet gestionar milers de microquantitats de mostres
biologiques que han de ser capaces d'emmagatzemar-se i barrejar-se amb els diferents reactius
per després proporcionar la mesura d’alguna variable concreta d'interés. Les interseccions dels
canals formen valvules deflectores per dirigir als fluids. Rere la pressuritzacié dels canals de
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control, una membrana fina entre las capes tanca els canals de les mostres per aillar les cameres
de divisio individuals (Figura 1). Al xip els canals de microfluids, les cambres i les valvules s'acoblen
automaticament durant les reaccions de PCR individuals, disminuint exponencialment el pipeteig

lligat a aquestes reaccions. .

A
( Pressié
L
Canal de fluid Canal de
control
B

Figura 33. Funcionament de les microvalvules del dispositiu de microfluid, quan estan obertes (esquerra) i
quan es tanquen per pressio (dreta). A. Esquema del funcionament de les valvules en la interseccid dels
canals de fluid i els de control. B. Micrografia optica d'una microvalvula feta per litografia tova multicapa
inactivada (esquerra) i accionada (dreta).

Estrategia de la PCR digital en una matriu de microfluids

La PCR digital va ser I'alternativa triada entre les técniques d'alta sensibilitat. Es capac de dur a
terme I'analisi d’una sola molécula de DNA i I'is de multiples cambres independents facilita la
deteccid de les copies rares de I'al-lel mutat en una mostra limitada. Fluidigm permet utilitzar dos
tipus de format de xips, el 12.765 Digital Array IFC que realitza un total de 9.180 reaccions i el
48.770 Digital Array IFC que du a terme 36.960 reaccions (Fluidigm, South San Francisco) (Figura 2).
El rendiment d’aquest tipus de metodologia esta ampliament demostrat, doncs el xip digital s'ha
utilitzat anteriorment per a una varietat de diferents aplicacions, incloent la quantificacié absoluta
(Vogelstein i Kinzler, 1999), la deteccié de mutacions (Oehler, et al., 2009; Wang, et al., 2010b), i

els estudis de variacio en el nombre de copies (Dube, et al., 2008; Qin, et al., 2008).
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Figura 34. Representacié esquematica d’un xip digital de Fluidigm. A. Imatge real d’un xip digital de
Fluidigm. Concretament, es tracta d’un 12.765 Digital Array IFC, en el qual es carreguen 12 mostres amb la
mescla de reactius a cada pou. Posteriorment, cada mostra es reparteix en 765 cambres de reaccio,
determinant que una molécula de DNA sigui analitzada en cada cambra. B. Recreacié de la cambra de reaccid
on una unica molécula de DNA i els reactius arriben mitjangant els canals de les mostres. En perpendicular
(vermell), estan els Canals de control que aillen cada cambra de reaccié.

L’objectiu concret de I'estudi, va ser avaluar la viabilitat de la PCR digital en nanofluids com a
enfocament quantitatiu i analiticament sensible per detectar al-lels minoritaris de mutacions en

KRAS i també valorar la possible heterogeneitat present en mostres obtingudes de forma rutinaria.

La PCR digital mitjancant el xip de nanofluids va ser capag¢ de detectar al-lels mutats a una
concentracio relativa de 0,05% a 0,1%, depenent de la sonda analitzada, sense interferencies
significatives entre sondes El conjunt de resultats que il-lustren la sensibilitat analitica obtinguda
de cada joc de sondes TagMan mitjancant la PCR digital. Els mateixos assajos amb la PCR a temps
real convencional van revelar que la sensibilitat analitica era 21% de senyal del DNA mutat sobre la
del wild type. Aquests resultats estan en concordanga amb experiéncies ja publicades (Whale, et
al.,, 2012). La PCR digital mostra una menor variabilitat entre experiments (Bhat, et al., 2009;

Sanders, et al., 2011), el que ofereix la possibilitat d'obtenir resultats reproduibles més precisos.

Tot i que no va formar part de I'estudi d’aquest article, a posteriori, es va realitzar una comparacio

d’eficacia de les sondes utilitzades en aquest treball i un joc de sondes de la casa comercial KASPar
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que va mostrar que aquestes darreres no eren tan sensibles com les TagMan. Per tant, per tal de
poder assolir la sensibilitat analitica requerida pel nostre objectiu és important ajustar al maxim el
disseny dels experiments. També s’ha de destacar que quan es consideraren mostres de teixit
procedent de parafines, la PCR digital té un bon rendiment pels al-lels majoritaris perd que aquest

disminueix en analitzar els minoritaris.

L’estudi de dues séries petites de tumors independents a aquesta tesi analitzades en aquest article
(una de CCR i una altra de cancer de pancrees) per la tecnica de la PCR digital en nanofluids, va
validar I'Gs d’aquesta metodologia. Els resultats van revelar que aquesta técnica no només era
capag de detectar al-lels majoritaris en la mostra de tumor sind que també els que hi sén presents
en baixa proporcid. Aquest estudi també va permetre identificar multiples al-lels mutats pel gen
KRAS en una proporcié substancial dels casos estudiats. Aquest estudi refor¢a el concepte de que
I’heterogeneitat, lluny de ser un fet aillat, és un tret caracteristic que es pot trobar en elevada
freqiiencia en I'estudi dels tumors, tan a nivell de la propia biopsia (Giaretti, et al., 1996; Visani, et
al., 2013), com d’adenomes (Zhu, et al., 1997), de mucosa normal (Zhu, et al., 1997), de cel-lules
tumorals circulants en plasma (Taly, et al., 2013), o de les metastasis (Goranova, et al., 2011;
Molinari, et al., 2011). Aquests resultats es podrien explicar per un possible origen clonal multiple,
gue possibilitaria la preséncia concomitant de diferents mutacions al mateix nivell genetic.
(Novelli, et al., 1996; Parsons, 2008; Improta, et al., 2013). En aquest sentit, és important destacar
que la PCR digital ens ha permes la identificacié d’al-lels multiples d’un mateix gen i la seva alta

sensibilitat analitica ens ajuda comprendre millor I’evolucié tumoral (Visani, et al., 2013).

El fet que només puguem detectar multiples mutacions d’'un mateix gen en un tumor quan
treballem amb metodologies sensibles, suggereix que, molt probablement, ha d’haver un control
basal que impedeixi I'explosié de multiples subpoblacions predominants en un mateix tumor.
Aquest fet, podria ser degut a la propia competéncia entre les diferents subpoblacions que eviten
gue en un tumor hi hagi més de dos o tres genotips predominants. Humphries i col-laboradors ja
van suggerir, que com a resultat de la competencia clonal, el creixement (o expansid) d’un clon és

més lent simplement per haver de competir amb els seus clons veins (Humphries, et al., 2013).

No queda clar, pero, quin pot ser l'impacte clinic de la preséncia d’aquestes subpoblacions
cel-lulars, hi ha certes controversies en la literatura. Per una banda, s’ha afirmat que les

proporcions de les subpoblacions sén tan petites que la seva rellevancia diagnostica pot ser
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obviada (Farber, et al., 2011) i que les decisions cliniques s'han de basar en les caracteristiques
genetiques de la majoria de les cel-lules tumorals. Paral-lelament, hi ha d’altres grups que afirmen
que 'heterogeneitat intratumoral pot conduir a una subestimacié del paisatge gendmic tumoral
(tumor genomics landscape) a partir de I'estudi d’una mostra individual de la biopsia del tumor
(Gerlinger, et al., 2012) i, fins i tot, s’ha relacionat el concepte concret de I'heterogeneitat en teixit
de CCR amb la probable resisténcia als tractaments (Perez, et al., 2013). Aixi, que s’ha afirmat que
per estudiar la possible heterogeneitat de KRAS en tumors caldria analitzar multiples blocs o
multiples arees dins d'un bloc de teixit de la biopsia del tumor, particularment si els resultats
poden dictar el tractament subsegient (Farhangfar, et al., 2013; Perez, et al., 2013). Una pregunta
que caldria resoldre és saber quines de les poblacions cel-lulars detectades seran les realment

seleccionades i, per tant, les responsables d’una eventual progressié tumoral.

L'expansio de la metodologia de la PCR digital arriba en un moment en qué el camp del diagnostic
molecular esta avangant a un ritme frenetic. El desenvolupament de la seqiienciacié de nova
generacio (NGS, Next generation sequencing) que coexisteix en el temps amb la PCR digital, fan
gue existeixi una potencial complementarietat entre aquestes dues tecnologies. Tot sembla indicar
que la seqlienciacié de nova generacié es convertira en una eina imprescindible en el diagnostic
clinic i per la presa de decisions terapeutiques en oncologia, doncs és un métode relativament
rapid, té el potencial de seqiienciar un gran nombre de gens associats al cancer al mateix temps i
amb una sensibilitat variable depenent del nimero de lectures en cada exoma (McCourt, et al.,
2013; Zhou, et al., 2014). Estudis recents han empes a fons I'accelerador de la seqlienciacié d'alt
rendiment i d’alta profunditat (deep sequencing) amb I'objectiu de detectar mutacions somatiques
rares a partir de mostres heterogénies (Ding et al ., 2012; Shah et al , 2012). En aquest context sén
fonamentals els algoritmes que evitin, en la mesura del possible, I'aparicié de falsos positius doncs
aquests tipus d’estudis poden conduir a biaixos no menyspreables que requereixen metodes de
correccié (Zhou, et al., 2014). No és agosarat dir que les técniques de seqienciacié de nova
generacié acabaran reemplagant tecniques com la PCR digital perd6 no podem dir quan. La
seqlienciacio d’una unica cel-lula ja és possible i obrira la porta a estudiar la heterogeneitat d’'una
manera totalment nova (Mazutis, et al.,, 2013). Mentre aquests avencos arriben a la clinica
nosaltres hem demostrat que el que és segur és que la PCR digital és un metode robust per la
deteccié de variants minoritaries que ens ajudara a coneixer millor la progressié tumoral i que té
potencial per refinar la classificacié dels tumors (Beck, et al., 2013; Huggett i Whale, 2013; Taly, et

al., 2013).
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Tot i aix0, encara queda molt cami per recdrrer per tal d’ajustar I'error i la profunditat necessaria

per poder definir totes les subpoblacions cel-lulars del tumor.

SEGONA PART: ESTUDI D’HETEROGENEITAT | DINAMICA DE SUBPOBLACIONS
TUMORALS

Una cop definida, en I'apartat anterior, la robustesa de la metodologia necessaria per la deteccio
de mutacions diluides en mostres tumorals, varem voler aprofundir el coneixement sobre

I’heterogeneitat intratumoral.

L'heterogeneitat intratumoral, sorgeix a través de I'acumulacioé de canvis moleculars que, a nivell
del tumor, déna com a resultat la coexisténcia de diverses poblacions cel-lulars caracteritzades per
presentar diferéncies biologiques significatives, tant mutacionals (Thirlwell, et al., 2010) com
fenotipiques (Kreso, et al., 2013). S’ha proposat com a explicacio a la coexisténcia de les diferents
subpoblacions dins d’un tumor, la acumulacié de mutacions a diferents temps; també que poden
existir diferents taxes de mutacions per a diferents loci o que les mutacions siguin neutres o
irrellevants (Gonzalez-Garcia, et al., 2002). Entendre millor aquesta diversitat cel-lular intratumoral
segueix sent un repte important en la nostra comprensio tant del procés cancerés com de cara als
processos de la resisténcia terapeutica, doncs tot sembla indicar que aquesta variabilitat hi juga un
paper important i pot condicionar el disseny de possibles tractaments. En el CCR I'adquisicié de
variabilitat en les cél-lules s'il-lustra molt bé al llarg de la seqliencia adenoma-carcinoma en que hi
ha una acumulacié progressiva de mutacions durant la transicié gradual de la mucosa normal fins a

I’adenocarcinoma (Fearon i Vogelstein, 1990).

L'homeostasi intestinal es basa en dos processos responsables del manteniment de la mucosa: la
renovacié cel-lular continua dins d'una cripta (Marshman, et al., 2002) i la produccié de noves
criptes (St. Clair i Osborne, 1985). La capacitat d'auto-renovacié no és un procés perfecte (DeMars i
Held, 1972; Elmore, et al., 1983; Loeb, et al., 2003; Araten, et al., 2005) i diversos estudis han
demostrat un increment d’alteracions en les criptes amb I'edat (Greaves, et al., 2006; Campbell i
Polyak, 2007; Kang i Shibata, 2013) o han detectat mutacions en la mucosa normal (Zhu, et al.,
1997). La produccié de noves criptes a partir de cél-lules mare es creu que generalment es
produeix per un procés conegut com fissié (Clarke, 1972; St. Clair i Osborne, 1985; Totafurno, et
al., 1987; Wasan, et al., 1998; Tan, et al., 2013) i seria la responsable de I'expansié clonal (Preston,

et al., 2003; Gutierrez-Gonzalez, et al., 2009).
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Tot i la importancia de la heterogeneitat en la progressid tumoral es coneix relativament poc al
respecte. En tumors colorectals s’ha avaluat mitjangant el mostreig multiple en teixit tumoral
(Shibata, et al., 1993; Baisse, et al., 2001; Gonzalez-Garcia, et al., 2002; Losi, et al., 2005) o

mitjancant I'aillament de criptes (Sugai, et al., 2005).

En I'estudi presentat en I'article 3 de I'apartat de resultats es van estudiar els canvis tumorogenics
primerencs a nivell de criptes de tumors esporadics i hereditaris. La nostra hipotesi d’estudi és que
I'analisi de les criptes mitjangant meétodes d'alta sensibilitat de deteccié de mutacions pot ser
determinant per entendre millor la tumorogénesi. L'objectiu d'aquest estudi va ser obtenir una

visio en la dinamica de les poblacions de cél-lules tumorals en el CCR en la lesié inicial i avangada.

Aillament de les criptes

Un dels factors limitants que impedeix una analisi precisa de les mostres de teixits humans
tumorals és la baixa sensibilitat que resulta en la contaminacié de cél-lules normals. Si el teixit
tumoral conté només una petita proporcié de les cel-lules tumorals, o cap en absolut, I'analisi de
les mostres no detectara cap alteracid genética en el tumor. L'aillament de criptes s’ha descrit com
un metode Util per I'analisi de cél-lules procedents purament del teixit tumoral (Nakamura, et al.,
1994; Habano, et al.,, 1996). Aquesta técnica senzilla permet aillar criptes o estructures
pseudoglandulars de la mucosa intestinal (de la mucosa normal, d’adenomes o del tumor)
separant-les de la lamina propia o de I'estroma fibrds. Els metodes més comunament utilitzats per
I'aillament de I'epiteli colonic huma a partir de mostres de mucosa de colon poden ser
caracteritzats com aquells que fan servir principalment la dissociacié mecanica (Moyer, 1983;
Moyer i Aust, 1984; Gibson, et al., 1989), i els que utilitzen la quelacié amb una agitacié mecanica
minima (Cheng, et al., 1984; Whitehead, et al., 1987). Aquest Ultim és el que vam aplicar en aquest
treball, en col-laboracié de la Dra. Mar Iglesias del grup del Dr. Eduard Batlle (del laboratori de
Cancer Colorrectal del Parc Cientific de Barcelona). Nosaltres vam aplicar aquesta metodologia en
cada una de les biopsies recollides tant de teixit de mucosa normal, com dels adenomes i
adenocarcinomes. En total es van estudiar 596 criptes, 180 dels casos esporadics i 416 dels casos

hereditaris.
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Estudi de mutacions en el MCR d’APC

En tumors esporadics hem confirmat la expansio clonal de les mutacions en la regié MCR del gen
APC. Per contra, a nivell de criptes hem detectat un alt grau d’heterogeneitat que inclou: (i) la
freqiient identificacié de criptes WT (fins el 31% d’elles tenint en compte que hem analitzat el
front d’invasié tumoral); (ii) la identificacid de noves mutacions somatiques en el gen APC que
coexisteixen amb les mutacions dominants o que es poden identificar, fins i tot, en abséencia de la
mutacié APC dominant; i (iii) la probable pérdua de I’al-lel normal en una proporcio significativa de
les criptes. Aquest grau d’heterogeneitat no va ser detectat per Thirlwell i col-laboradors in 2010
(Thirlwell, et al., 2010). Aquests autors van analitzar arees de carcinoma dins d’adenomes i en
criptes derivades d’aquests carcinomes in situ van trobar una homogeneitat clara en les
mutacions. Considerem que aquesta discrepancia reflexa la diferent taxa d’heterogeneitat segons
les fases del tumor i podria ser que el carcinoma in situ hagi estat el resultat d’una seleccié clonal
significativa que després torna a passar per una fase de divergéncia clonal en els estadis més

avancats de la progressié tumoral.

En el cas de FAP estudiat només hem detectat les mutacions dominants en el gen APC en una
minoria (2 de 24) de les criptes extretes d’adenomes. De fet, la majoria de les criptes son wild type
(WT) per la regi6 MCR del gen APC. La identificacié de criptes APC WT no és nova, i Thirlwell i
col-laboradors ja I’havien reportat (Thirlwell, et al., 2010). Donada la dificultat per interpretar
aquests resultats, aquests autors van discutir a la baixa els seus resultats apuntant que possibles
limitacions metodologiques com ara un mostreig esbiaixat en entorns altament heterogenis
podrien donar lloc a falsos negatius. Ells també plantegen un escenari hipotétic on la perdua de les
possibles mutacions que no es detecten en les criptes WT es deu a escombrades selectives que
podrien haver fet perdre aquesta mutacid en el passat. Creiem que els nostres resultats fan poc

plausible aquesta interpretacid.

Si bé la prudencia obliga a no descartar aquestes limitacions, el fet de que hagim identificat criptes
APC WT tant en adenomas com en carcinomes, qliestiona la idea de que APC sigui I'auténtica
mutacié driver per tumors APC mutats. No és senzill imaginar-se quin ha de ser el model que
permeti coexistir subpoblacions WT i subpoblacions APC mutades sense assumir que les WT sdn

les autentiques cel-lules iniciadores de tumor o cél-lules mare tumorals.
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Estudi dels hotspots de KRAS/BRAF

Mentre que la heterogeneitat en els locus KRAS o BRAF ha estat préviament descrita en CCR
(Giaretti, et al., 1996; Zhu, et al., 1997; Giaretti, et al., 2000; Ishii, et al., 2004; Thirlwell, et al.,
2010; Humphries, et al., 2013), la profunditat de la nostra analisi mutacional ha mostrat un grau
molt elevat d’heterogeneitat al locus KRAS tant a nivell tumoral com a nivell de criptes i que
implica tant a tumors esporadics com a tumors hereditaris. Als carcinomes esporadics coexisteixen
tant les poblacions KRAS WT i KRAS mutades, si bé es manté un cert grau de correlacié entre el
clon dominant de KRAS al tumor i les mutacions detectades a les criptes. Es més rellevant, pero, la
identificacid de diferents poblacions cel-lulars KRAS mutades dins una cripta, entenent la cripta
com aquesta estructura pseudoglandular que queda aillada després d’'un procés d’agitacid
mecanica. Aquestes observacions han de ser interpretades com I'aparicid continuada de
subpoblacions mutades que, en la seva immensa majoria, no seran seleccionades. El fet que
aquesta observacio sigui coherent tant en casos esporadics que contenen mutacions en APC i KRAS

com en el cas de FAP estudiat confirmen la solidesa de I'observacio.

Utilitzant técniques de seqlienciacid convencional, es van identificar tant patrons homogenis a
totes les criptes analitzades com la coexisténcia de criptes amb diferents mutacions de KRAS
derivades del mateix tumor o amb criptes que son KRAS WT. Nosaltres hem identificat en moltes
de les criptes analitzades multiples mutacions de KRAS el que podria reflectir una inestabilitat
basal que afavoreixi I'aparicié d’aquests clons. No és intuitiu imaginar com pot ser la dinamica
d’aquestes subpoblacions en estructures tancades. Es pot especular en el fet de que si tots els
nous clons tenen les mateixes propietats cel-lulars i, per tant, sén competidors igualats, la

interferéncia entre ells podria explicar perqué no es seleccionen (Baker, et al., 2013).

Relacié entre les mutacions d'APC i KRAS

Malgrat que fa molts anys que sabem que tant KRAS com APC soén alteracions clau en el
desenvolupament dels tumors colorectals (Fearon i Vogelstein, 1990) la seva interaccié és encara
motiu de debat. Existeix una controvérsia sobre el paper de KRAS mutat quan APC és inactivat,
doncs s’ha proposat com a inductor de la progressid del tumor mitjangant l'activaciéd de la
translocacidé de B-catenina al nucli (Phelps, et al., 2009b). No obstant aix0, aquesta relacié no és
sempre necessaria, ja que B-catenina s'ha observat també en el nucli en abséncia de KRAS activada

(Obrador-Hevia, et al., 2010). Es considera que alteracions inicials, com ara les mutacions al gen
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APC, poden comportar una expansid clonal de les cél-lules mare tumorals. Alteracions més
tardanes, com ara les mutacions al gen KRAS, contribueixen a la progressié tumoral induint una
més gran activacié de la via de transmissio de senyals de WNT, afavorint encara més la expansié
clonals d’aquestes cel-lules mare. Els estudis de Feng i col-laboradors, i de Moon i col-laboradors
(Feng, et al., 2011; Moon, et al., 2014) han posat I'émfasi en la importancia de la temporalitat en

I’adquisicié d’aquestes alteracions quant al seu impacte funcional.

Varies de les nostres observacions confirmen que hi ha una relacié entre KRAS i APC: (i) el patrd
observat de multiples mutacions dins una cripta és present tant a tumors esporadics amb mutacio
al gen APC com en el cas de FAP; (ii) no és present ni al tumor KRAS WT inclos ni a la mucosa
normal aparellada dels casos esporadics; (iii) només 2 casos (SP9 i SP14) dels 17 carcinomas KRAS
WT que no hem analitzat en detall presentaven mutacions frameshift en el MCR d’APC (dades no
publicades) mentre que la prevalenca de mutacions en el gen APC és superior en tumors KRAS
mutats; i (iv) no s’evidencia en les lesions que s’originen en sindromes de reparacié del DNA MMR

deficient.

Creiem que els nostres resultats també aporten noves perspectives a la complexa interaccid entre
APC i KRAS en mostrar que I'activaciéo concomitant dels dos gens pot ser una situacié relativament
infreqiient assumint que dins les criptes APC mutades o APC WT en tumors mutats estan

apareixent continuament noves subpoblacions cel-lulars mutades.

Ja hem comentat que les mutacions de KRAS poden detectar-se en criptes que sén aparentment
WT per APC. En Drosophila s'ha vist recentment, que un clon amb sobreexpressié de la proteina
mutant Ras és capag d'un creixement moderat de la hiperplasia, mentre que un clon amb una
pérdua de funcié del gen supressor de tumor scribbled mor. Ara bé, quan hi ha coexpressid dels
mutants de Ras i d’scribbled el resultat és la formacié de grans tumors metastatics (Pagliarini i Xu,
2003). No obstant aix0, el que va resultar encara més interessant, va ser que les dues mutacions
no tenien perque estar en la mateixa cél-lula necessariament per activar el creixement tumoral
(Wu, et al., 2010). Tot plegat porta a considerar que depenent de la preséncia d’altres alteracions
també pot representar un avantatge a la cél-lula APC WT adquirir eventualment una mutacio al

gen KRAS.

Cal dir, pero, que un patro similar, que no identic, de mutacions és evident en el cas de la MAP —

aqui restringit a les lesions tumorals— i en les dues poliposis no filiades APC/MYH(-) polyposes, una
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d’elles amb adenomes amb mutacions somatiques al gen APC. Si ho considerem en conjunt podem
assumir que en aquests casos existeixen mecanismes alternatius d’inactivacié del gen APC que no
hem esbrinat (cal recordar que només hem seqlienciat la regio MCR i que hem analitzat de manera
indirecta la dosi al-lelica). Alternativament, podria ser que les alteracions al gen APC no fossin les
Uniques que podrien causar la inestabilitat lligada a la emergencia d’aquests clons. Interpretem
que la carrega genetica inicial condiciona de manera clara el grau i la naturalesa de la inestabilitat

en el locus KRAS en la cripta tumoral.

Les mutacions al gen BRAF, principalment les del hotspot V600E, es detecten en un 10% dels
tumors esporadics i estan lligades a la preséncia de MSI i la hipermetilacié del promotor del gen
MLH1. Es consideren mutuament excloents amb les mutacions KRAS probablement lligat a una
forta equivaléncia funcional de les dues alteracions. Malgrat aixo també hem detectat la continua
aparicio de clons BRAF en criptes de mucosa normal aparellada de tumors i també en una part de
les mostres hereditaries analitzades. L’aparicié de les poblacions amb BRAF mutat probablement
reflecteixen la mateixa inestabilitat que condueix a I'aparicié de les poblacions KRAS mutades. En

aquest cas és evident que la seleccié dels clons tampoc és freqlent.

Metapoblacions de criptes

L’analisi de clusters de les distribucions de mutacions al gens KRAS/BRAF a les criptes analitzades
ha evidenciat que els patrons mutacionals de les criptes no sén aleatoris i que varien segons
I'alteracié genetica responsable que el tumor sigui esporadic o hereditari. Aquest background
genetic influeix tant en: (i) la distribucié relativa de les mutacions en una cripta determinada; (ii) el
nuimero total de criptes que tenen una distribucié determinada de les mutacions, com (iii) la

distancia genética entre les diferents criptes.

Ja que la preséncia de mutacions al gen APC com al gen KRAS afavoreix la expansid clonal per fissid
(Wasan, et al., 1998; Humphries i Wright, 2008), podem assumir que és la fissié el mecanisme
probable que explicaria la distribucié no aleatoria de les criptes mutades, (Araki, et al., 1995; Park,
et al., 1995; Slorach, et al., 1999; Kim i Shibata, 2002; Wong, et al., 2002; Kim i Shibata, 2004;
Greaves, et al., 2006). Cal reconeixer que no podem descartar altres causes. Es dificil pensar que
simplement la inestabilitat genetica pugui ser la responsable d’aquestes observacions, doncs no
només |'atzar hi juga un paper en la generacié de mutacions en aquest nivell. També podria existir

un mecanisme Top-down on les cél-lules mutades de criptes envairien altres criptes colonitzant-les
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(Shih, et al., 2001). Fins i tot s’ha postulat la fusié de varies criptes amb alteracions diferents, pero
aquesta teoria mai no ha estat demostrada (Araki, et al., 1995; Slorach, et al., 1999; Kim i Shibata,
2002; Kim i Shibata, 2004). Finalment, també cal considerar la fissid asimetrica de les criptes lligada
a mutacions al gen APC, on una cripta no es divideix per la base com una altra possible mecanisme

d’expansio de criptes amb patrons determinats (Boman i Fields, 2013).

La metodologia

Aquests resultats poden ser questionats metodologicament ja que hem combinat I'estudi de
criptes amb técniques d’analisi mutacional de sensibilitat relativament elevada. L’aillament
mecanic de criptes comporta la identificacié d’estructures pseudoglandulars i és un procediment
vulnerable a biaix de seleccié. De totes maneres la possible contaminacié per mucosa normal
gueda minimitzada en tumors per la seleccié del marges invasors i en adenomes per la
identificacio de les lesions per un patoleg expert que només va proporcionar lesions prou grans

per ser identificades de manera inequivoca.

La metodologia utilitzada per la deteccié de mutacions va passar per un procés exhaustiu de
posada a punt i avaluacié de reproducibilitat i sensibilitat analitica. Tot i aixo, vam optar per fer
sixtiplicats dels resultats un cop vam obtenir els primers resultats que clarament qliestionaven els
paradigmes vigents. En aquest sentit, val a dir que vam treballar abastament la seleccié dels punts
de tall dels resultats que vam lligar als estudis de sensibilitat analitica. Finalment vam optar per un
nivell de talls robust que es situava en la interpretacié conservadora dels resultats. Aquesta
solidesa ha quedat demostrada per la manca de deteccié d’inestabilitat en les lesions derivades de
tumors amb deficiencia en el sistema MMR, aixi com el patré diferencial observat a les criptes
derivades de tumors esporadics respecte a les derivades de la mucosa normal aparellada. Som
conscients que un mostreig més exhaustiu ens hagués proporcionat observacions més solides i que
més casos amb mutacid germinal al gen APC també haguessin estat d’interes. Malgrat aixo, I’estudi
de diferents casos de cancer hereditari reforcen la fiabilitat de les nostres observacions. En aquest
sentit ens hem quedat amb ganes d’analitzar el gen APC amb tecniques més sensibles ja que estem

convenguts de que el grau d’heterogeneitat també seria molt alt.
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En resum, hi ha un grau sorprenent d’heterogeneitat intra e intercripta en los loci KRAS/BRAF en
les poblacions cel-lulars en les primeres etapes de la tumorigénesi del CCR, que no és aleatoria i
que depen del background geneétic. La immensa majoria de les subpoblacions mutades
identificades no sén seleccionades durant la progressié del tumor. Aquesta conclusio és similar a la
proposada per Losi i col-laboradors (Losi, et al., 2005), indicant que |'heterogeneitat genética

intratumoral s'associa més sovint amb les primeres etapes que a I’estat avangat.

El nostre estudi aporta una nova visid a la complexa interaccié entre APC i KRAS a la tumorigénesi
colorectal. Els resultats proporcionen la base per establir nous models de dinamica poblacional de
les criptes tumorals on la continua aparicid de clons mutats KRAS i la seva seleccid ocasional sén el
probable motor de la progressié tumoral en els tumors KRAS/APC mutats. Els repte que representa
interpretar la identificacio de criptes APC WT en aquest context no és menor i obre noves hipotesis

a testar.
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Sumari

L’analisi de la hipermetilacié del promotor d’MLH1 utilitzant el métode de I’'MS-MLPA ha
demostrat ser un metode de seleccié precis, i més rendible que I'estudi de la mutacié BRAF
en la seleccid dels pacients que sén candidats a ser estudiats a nivell germinal en el gen
MLH1, quan hi ha sospita de ser sindrome de Lynch i quan no hi ha expressio de la proteina

MLH1 en el tumor.

Alguns casos de sindrome de Lynch poden no ser detectats amb aquesta estrategia, el que
posa de relleu la importancia del criteri clinic en I'estudi de casos par tal de minimitzar els

falsos negatius.

La PCR digital proporciona una mesura robusta i quantitativa de la proporcié d’al-lels de
KRAS mutats en mostres de tumors sent capag de detectar al-lels mutats minoritaris. L’Us
d’aquesta metodologia déna una nova visié de I'heterogeneitat intratumoral en hotspots

seleccionats durant la tumorogénesi.

L’estudi de la dinamica de les metapoblacions mostra com el cancer és un procés evolutiu
on la carrega mutacional sembla estar augmentada en les primeres etapes de la
tumorogenesi, tot i que, en general, aquesta variabilitat no es tradueix en seleccid

d’aquestes mutacions.

L’analisi de I'heterogeneitat basada en el doble enfoc de I'estudi de criptes amb téecniques
d'alta sensibilitat analitica contribueix a comprendre els mecanismes mutacionals,
destacant l'augment de la carrega mutacional present en etapes primerenques de la

tumorogenesi.

L'heterogeneitat observada reflecteix els antecedents genétics de predisposicio al cancer.

L'estudi de les metapoblacions tumorals basat en l'aparici6 de mutacions i la seva
comparacio, ens pot ajudar a entendre millor el procés d'expansio en les primeres etapes

de la tumorogénesi.
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Conslusions

Aquest estudi aporta una evidencia significativa que déna suport a la introduccié de
I'analisi de la hipermetilacié somatica d’MLH1 com a métode de preseleccid en la rutina de
la configuracié del diagnostic de casos amb sindrome de Lynch portadors de mutacions

germinals en MLH1.

Hi ha un grau sorprenent d’heterogeneitat intra e intercripta en els loci KRAS/BRAF en les
poblacions cel-lulars en les primeres etapes de la tumorigenesi del CCR, que no és aleatoria
i que depen del background genétic. La immensa majoria de les subpoblacions mutades

identificades no sén seleccionades durant la progressié del tumor.

El nostre estudi aporta una nova visid a la complexa interaccié entre APC i KRAS a la

tumorigenesi colorectal .
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The ADAMTS12 metalloprotease gene is epigenetically silenced in tumor cells
and transcriptionally activated in the stroma during progression of colon cancer

Angela Moncada-Pazos, Alvaro J. Obaya, Mario F. Fraga, Cristina G. Viloria, Gabriel Capelld, Mireia

Gausachs, Manel Esteller, Carlos Lépez-Otin i Santiago Cal
Journal of Cell Science: 122; 2906-2913

Resum del treball: Les proteases s'han associat amb la progressié del tumor, donada la seva
capacitat per degradar components de la matriu extracel-lular i facilitar la invasio i la metastasi. No
obstant aixo0, les recents troballes indiquen que diferents proteases també poden actuar com
enzims supressors de tumors. Se sap que les cel-lules de carcinoma de pulmd que expressen la
metal-loproteasa ADAMTS-12 mostren un notable deteriorament del creixement en ratolins
immunodeficients si ho compararem amb cél-lules parentals. Aqui, mostrem que el promotor
d’ADAMTS12 es troba hipermetilat en linies cel-lulars de cancer i teixits tumorals. Curiosament,
I'expressié d’ADAMTS12 en les céel-lules de I'estroma que envolten les cel-lules malignes epitelials
és més gran que en els teixits normals aparellats. D'altra banda, I'expressié d'aquesta
metal-loproteasa en fibroblasts de colon cultivats amb linies cel-lulars de cancer de colon és més
alt que quan son cultivats sols. A més, I'expressio d’ADAMTS-12 per aquests fibroblasts es vincula
amb un efecte antiproliferatiu sobre les cél-lules tumorals. Basant-se en aquests resultats,
postulem que ADAMTS-12 és una proteasa antitumoral que pot reduir les propietats proliferatives
de les cél-lules tumorals. Aquesta funcié es perd per la inactivacié epigenetica en les cél-lules
tumorals, pero al mateix temps indueix a les cel-lules de I'estroma, probablement com a part d'una

resposta del teixit normal destinat a controlar la progressié del cancer.
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Summary

Proteases have long been associated with tumor progression,
given their ability to degrade extracellular matrix components
and facilitate invasion and metastasis. However, recent findings
indicate that different proteases can also act as tumor-
suppressor enzymes. We have recently reported that lung
carcinoma cells expressing the ADAMTS-12 metalloprotease
show a remarkable impairment of growth in immunodeficient
mice as compared with parental cells. Here, we show that
ADAMTS12 promoter is hypermethylated in cancer cell lines
and tumor tissues. Interestingly, ADAMTS12 expression in the
stromal cells surrounding epithelial malignant cells is higher
than in the paired normal tissues. Moreover, the expression of
this metalloprotease in colon fibroblasts co-cultured with colon

cancer cell lines is higher than in those cultured alone.
Furthermore, the expression of ADAMTS-12 by these fibroblasts
is linked with an anti-proliferative effect on tumor cells. Based
on these findings, we hypothesize that ADAMTS-12 is a novel
anti-tumor protease that can reduce the proliferative properties
of tumor cells. This function is lost by epigenetic silencing in
tumor cells, but concurrently induced in stromal cells, probably
as part of a response of the normal tissue aimed at controlling
the progression of cancer.

Key words: Metalloprotease, Thrombospondin, Methylation,
Degradome

Introduction

Proteases perform fundamental processing events in multiple
biological processes in all living organisms (Lopez-Otin and Bond,
2008). To date, more than 560 proteolytic enzymes and homologs
have been cataloged in the human genome (Puente et al., 2003),
which reflects their relevance to physiological and pathological
conditions, including cancer. In fact, proteolytic activity facilitates
spreading of tumor cells and formation of distant metastasis through
degradation of protein components of the extracellular matrix
(Overall and Lopez-Otin, 2002). However, the relationship between
proteolytic enzymes and cancer is much more complex because
these enzymes target a variety of substrates distinct from
extracellular matrix components and influence all stages of tumor
development (Egeblad and Werb, 2002; Freije et al., 2003). Recent
functional studies have also revealed that some proteases exhibit
potent anti-tumor functions (Lopez-Otin and Matrisian, 2007). An
illustrative example is that of MMP-8, a matrix metalloprotease
showing a protective role in cancer through its ability to regulate
the inflammatory response induced by carcinogens (Balbin et al.,
2003). Furthermore, MMP-8 expression by breast tumors correlates
with a lower incidence of lymph node metastasis and confers good
prognosis to breast cancer patients (Gutierrez-Fernandez et al.,
2008). These findings have contributed to extend the known
functions of cancer-associated proteases and emphasize the

importance of targeting specific proteases for cancer treatment
(Lopez-Otin and Overall, 2002; Martin and Matrisian, 2007).

The ADAMTS (a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin domains) family comprises 19 extracellular
metalloproteases closely related to MMPs and ADAMs (Cal et al.,
2002; Apte, 2004; Porter et al., 2005). Gain or loss of function of
different ADAMTSs are involved in serious human diseases such
as osteoarthritis (Bondeson et al., 2008) and thrombotic
thrombocytopenic purpura (Sadler, 2008). In relation to
tumorigenesis, some ADAMTSs are overexpressed in tumors of
different sources (Porter et al., 2005; Rocks et al., 2008), whereas
other family members have been cataloged as tumor-protective
enzymes (Lopez-Otin and Matrisian, 2007). Thus, different reports
point out the angio-inhibitory properties of ADAMTS-1 (Iruela-
Arispe et al., 2003; Kuno et al., 2004; Lee et al., 2006). Moreover,
ADAMTSI expression has been found epigenetically silenced in
colorectal tumors (Lind et al., 2006). Furthermore, ADAMTSS,
ADAMTS9 and ADAMTSIS gene promoters are also
hypermethylated in several carcinomas (Dunn et al., 2004; Jin et
al., 2007; Lo et al., 2007). ADAMTS-12 is another member of this
family and was originally identified and cloned in our laboratory
(Cal et al., 2001). We have recently described that this enzyme can
modulate the Ras-dependent ERK (extracellular signal-regulated
kinase) signalling pathway in MDCK (Madin-Darby canine kidney)
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cells, and that subcutaneous tumors induced by A549 lung
carcinoma cells expressing ADAMTSI2 display a considerable
growth deficiency as compared with those induced by parental cells
(Llamazares et al., 2007). To further examine the relevance of
ADAMTS-12 as a putative tumor-suppressor enzyme, we have
analyzed the mechanisms controlling its expression in cancer cells
and tissues with the finding that ADAMTSI2 is epigenetically
silenced in tumor cell lines from multiple sources, whereas it is
transcriptionally activated in stroma cells. Our data strongly suggest
that ADAMTS-12 is part of a protective host response against tumor
progression derived from the intimate crosstalk between tumor cells
and the surrounding stroma.

Results

ADAMTS 12 gene promoter is hypermethylated in colorectal
carcinomas and colon cancer cell lines

Analysis of 2.0 kb upstream and 0.5 kb downstream of the first
ATG codon allowed the identification of a CpG island in this region,
suggesting the potential influence of CpG methylation in the
transcription of the ADAMTSI2 gene. Methylation-specific PCR
(MSP) amplification of a 138 bp promoter within the CpG island
(Fig. 1A) was performed on a set of paired normal and tumor colon
samples. As can be seen in Fig. 1B, the methylation level of
ADAMTS 12 promoter was higher in 12 out of 19 (63.2%) biopsies
of primary colorectal tumors than in the corresponding normal
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tissue. Similarly, MSP amplification using genomic DNA from the
microsatellite-stable (MSS) SW620, SW480, COLO 205 and HT29
colon carcinoma cell lines, and the microsatellite-unstable (MSI)
DLD-1, HCT 15, HCT-116, LoVo and RKO cell lines showed that
ADAMTS12 promoter is hypermethylated in all of them, with the
exception of LoVo cells (Fig. 1B; Table 1).

‘We next performed high-resolution bisulfite genome sequencing
of 26 CpG sites within the CpG island identified (Fig. 1A). Eleven
colon carcinoma samples were selected for this assay, attending to
the different intensities of PCR products in previous MSP
amplifications. Seven of these samples were more methylated in
the tumor than in their paired normal tissues (Fig. 1C; Table 1).
Among them, tumor samples 426, 467 and 557 were highly
methylated in most of the 26 CpG sites examined (70-90%). By
contrast, their paired normal tissues were much less methylated (20-
40%). Four additional tumor samples, 340, 401, 478 and 566,
showed percentages of methylation ranging between 20 and 60%,
but their paired normal tissues were scarcely methylated (below
10%). Samples 404 and 496 showed similar levels of methylation
in both tumor and normal tissues, whereas samples 397 and 555
were more methylated in normal tissues. Parallel analysis carried
out in colon carcinoma cell lines revealed the high frequency of
methylation at these CpG sites, independently of the microsatellite
instability status. Thus, percentages of 80-90% were determined
for SW620, SW480 and COLO 205 (MSS cell lines), and for

Fig. 1. Epigenetic silencing of ADAMTSI2 in
colon cancer. (A) Schematic representation of
the ADAMTS12 CpG island. An interval of
2.0 kb upstream and 0.5 kb downstream from
the first ATG codon of ADAMTS12 was
analyzed for CpG islands. Thin black arrow
NL indicates the transcription start site; white
arrows indicate MSP primers and thick black

CpG position

Base pairs

—|-!-|-!—H—|—!—!—|—!—E—!—|—HI—!—H—H—I—'—H—{H T }'426N

arrow BSP primers. (B) Methylation status of
ADAMTS12 in primary colon carcinomas and
colon cancer cell lines. PCR-methylation

analysis was carried out in paired normal (N)
and tumor tissues (T), using the specific
primers for either methylated (M) or

modified unmethylated DNA (U). Genomic
DNA from human lymphocytes was used as a
control for unmethylated DNA (NL), and the

CpGenome Universal Methylated DNA as
control for methylated DNA (IVD).

(C) Methylation density of ADAMTS12 in
colon cancer. Primary tumor samples and
colon cancer cells were subjected to bisulfite
treatment, and PCR amplification was
performed using BSP primers. Relative
positions of each CpG analyzed and the
distance in bp are indicated in the control for
unmethylated DNA (NL). Methylation
percentages for the rest of the tumor samples
examined are indicated in Table 1. Colors
shows the methylation density of each CpG:
yellow, methylated; blue, not methylated;
grey, not present. (D) Activation of

& ADAMTS12 expression in colon cancer cell
lines. Indicated cell lines were treated with
5'-aza-2'-deoxycitidine (Aza), or Aza + TSA.
ADAMTS12 expression was assayed by RT-
PCR. N.T., no treatment. GAPDH mRNA
was amplified as an internal control.
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Table 1. Hypermethylation of the ADAMTS12 promoter

Mean CpG site methylation (%)

Patient sample Microsatellite Methylation
Cell lines number instability Normal Tumor status
340 MSS 9.80 25.80 M
362 ND ND ND M
369 MSS ND ND M
372 MSI ND ND M
397 ND 49.33 13.75 U
401 MSI 0.64 20.33 M
404 MSS 17.39 22.05 UM
426 MSS 21.42 82.25 M
467 MSS 9.23 84.07 M
468 MSS ND ND UM
478 MSS 433 25.96 M
495 MSS ND ND M
496 MSS 11.11 19.61 uM
529 ND ND ND uM
551 MSS ND ND M
555 MSS 35.34 20.07 U
557 MSS 31.61 70.76 M
566 MSS 7.40 59.24 M
588 ND ND ND 18]
DLD-1 MSI 85.74 M
COLO 205 MSS 82.21 M
HCT-116 MSI 86.51 M
HCT 15 MSI 66.79 M
HT29 MSS ND M
LoVo MSI 9.58 U
RKO MSI 80.76 M
SW480 MSS 82.14 M
SW620 MSS 84.10 M

MSP amplification using genomic DNA from the microsatellite-stable COLO 205, HT29, SW620 and SW480 colon carcinoma cell lines, and the
microsatellite-unstable DLD-1, HCT 15, HCT-116, LoVo and RKO cell lines was used to measure methylation of the ADAMTS12 promoter. Samples were also

analyzed from paired normal and primary colorectal tumor tissue from 19 patients.

U, unmethylated; M, methylated; MSS, microsatellite-stable; MSI, microsatellite-unstable; ND, not determined.

DLD-1, HCT-116 and RKO (MSI cell lines) (Fig. 1C; Table 1).
The percentage of methylation for HCT 15 cells was 66.8% and,
consistent with the above MSP analysis, ADAMTS12 gene promoter
was found barely methylated in LoVo cells (Table 1).

The above results strongly suggested that promoter methylation
could silence ADAMTSI2 gene expression. To examine this
possibility, we selected the MSS cell lines SW480 and SW620, and
the MSI cell lines DLD-1 and HCT-116 to perform RT-PCR
amplification. As illustrated in Fig. 1D, none of these cell lines
expressed ADAMTSI2. 1t is also remarkable that none of the
additional cells employed in the methylation analysis showed
appreciable levels of ADAMTSI2 expression (not shown). Then,
we investigated whether ADAMTS12 expression could be restored
by treatment with the demethylating agent 5'-aza-2'-deoxycitydine
(Aza). This treatment was carried out with or without the histone
deacetylase inhibitor trichostatin A (TSA), which has also been used
to examine the methylation status of ADAMTS18 (Jin et al., 2007).
As shown in Fig. 1D, ADAMTS12 expression could be reinstated
following drug treatment. Moreover, this activation was observed
in DLD-1 and HCT-116 cells even in the absence of TSA. Taken
together, these results provide evidence for the epigenetic silencing
of ADAMTS12 expression in colon carcinomas.

Expression of ADAMTS 12 in colon carcinomas

Next, we used RT-PCR to study expression levels of ADAMTS12
in the set of colon cancer samples previously used to examine their
methylation status (Table 1). Interestingly, and in contrast to what
could be expected from the previous results, ADAMTS12 expression

levels were higher in tumor samples than in normal tissues (Fig.
2). These tumor biopsies contained at least 50% tumor cell content
but no attempt at tumor-cell enrichment was made. A similar result
was obtained when PCR amplification was performed using a set
of five commercially available paired normal and tumor cDNA
samples from colon carcinomas (Fig. 2). As a positive control for
this analysis, we performed PCR amplification of SFRPI, a gene
known to be silenced by methylation in colon cancer (Aguilera et
al., 2000).

Induction of ADAMTS 12 expression in stromal cells

A possible explanation for above unexpected result is that
ADAMTS12 is produced by stromal cells in the immediate vicinity
of neoplastic epithelial cells and not by the tumor cells themselves.
To evaluate this possibility, we performed an immunofluorescence
study using 20 colon carcinoma tissue sections. As can be seen in
Fig. 3A, double immunofluorescent staining for ADAMTS-12 and
alpha smooth muscle actin (0-SMA) showed a close approximation
of ADAMTS-12 immunoreactivity to a-SMA-positive cells. By
contrast, there was no staining in epithelial cells. Moreover, detailed
examination of 55 tissue areas revealed that 60% of areas of well-
differentiated and moderately differentiated carcinomas showed a
strong immunoreactivity for ADAMTS-12 (Table 2), and only two
areas of the moderately differentiated carcinomas lacked staining
for ADAMTS-12. However, only 36% of areas of advanced poorly
differentiated carcinomas showed strong immunostaining for the
enzyme, whereas 48% of these areas lacked staining, which is
consistent with the relative low proportion of myofibroblasts in these
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Fig. 2. ADAMTS12 expression in human colon carcinomas. Top and middle
panels: total RNA from the indicated colon carcinoma samples was isolated
and ADAMTS12 expression was assayed by RT-PCR (N, normal; T, tumor).
The remaining colon carcinoma samples employed in this work were
discarded for this analysis because of RNA quality. Bottom panel:
amplification of ADAMTSI2 from a set of five (A-E) commercially available
paired normal and tumor first-strand cDNA samples from colon carcinomas.
Amplification of SFRPI was used as positive control. In all experiments, RT-
PCR of GAPDH mRNA was used as an internal control.

undifferentiated tumours. Expression in normal mucosa or
adenomatous polyps was not or hardly detectable. These data
indicate that the expression of ADAMTSI2 is due to fibroblastic-
like cells present in the stroma surrounding malignant cells.
Moreover, these results point to a correlation between the expression
of this metalloprotease and the histopathologic grade of tumors.

To examine whether colon fibroblasts could express the
metalloprotease gene, we carried out co-cultures of CCD-18Co
colon fibroblasts with colon cancer cells, and used quantitative RT-
PCR to compare the differences in ADAMTSI2 expression levels
with those detected in fibroblasts cultured alone. To discard any
possible presence of tumor cells mixed with the fibroblasts following
co-culture, absence of RT-PCR amplification of the carcinoma
marker EpCAM (Trzpis et al., 2007) was also assayed (not shown).
As illustrated in Fig. 3B, fibroblasts showed about twofold higher
ADAMTS12 expression when co-cultured with SW620 and DLD-
1 cells, and fivefold higher levels in the case of co-culture with
SW480 colon cancer cells. Additionally, we found that TGF-c (4.5-
fold), TGF-B1 (3.3-fold), and IL-6 (twofold) also raised ADAMTS12
expression in these fibroblasts. By contrast, treatment with IL-10
did not modify the expression levels of this metalloproteinase. Next,
we examined whether the enhanced expression of ADAMTSI2
observed in fibroblasts co-cultured with tumor cells could be
promoted by any of the analyzed cytokines. To this end, we
employed different blocking antibodies and found that a
considerable reduction of the metalloprotease expression was
observed when blocking antibodies against TGF-f1 were added to
the co-cultures, but not in the presence of blocking antibodies against
TGF-a (Fig. 3C). ADAMTS12 expression was not detected in tumor
cells in the course of these experiments (not shown).

Then, we asked whether this induced expression of ADAMTS12
in colon fibroblasts could be associated with any functional effect.
To evaluate this possibility, we selected SW620 (MSS) and DLD-
1 (MSI) cells because of the similar enhancement of ADAMTSI2
expression caused in CCD-18Co fibroblasts (Fig. 3B). Growth rates

for the colon cancer cells were calculated during the exponential
growth phases in co-culture with colon fibroblasts. Cancer cells
cultured alone on the inserts were used as control. Results indicated
that both cell lines had growth defects. The doubling time for DLD-
1 cells in co-culture with fibroblasts was 16.9 hours, whereas it was
13.9 hours when the cell line was cultured alone. This difference
was even more significant in the case of SW620 cells: the doubling
times were 31.5 hours in co-culture and 25.7 hours in the absence
of fibroblasts. We also determined the percentage of apoptotic cells
in the assayed conditions after 96 hours of incubation (Fig. 3D).
Analysis of DLD-1 revealed that the apoptotic cell population was
34% in co-culture with colon fibroblasts, and 25.5% when the tumor
cell line was cultured alone. Potency of apoptosis induction by the
fibroblasts was higher in case of SW620 cells: 36.5% of tumor cells
were apoptotic in co-culture, but only 12.5% in the absence of
fibroblasts. This study indicates the occurrence of a decrease in
tumor cell proliferation concomitant with enhanced ADAMTS12
expression.

Taken together, these findings indicate that ADAMTS-12 is
mainly secreted by the stromal cells surrounding cancer cells in
colon carcinomas. This stromal expression of ADAMTSI2 might
suggest the occurrence of a protective response, which tries to
compensate for the epigenetic silencing of this gene in malignant
cells.

ADAMTS 12 expression is epigenetically silenced in tumors of
different origin

The above results obtained in colon cancer tissues and cell lines
prompted us to extend our study on ADAMTSI2 expression to
tumors of different origins through methylation analysis of
additional tissues and cell lines. We employed the Illumina
GoldenGate methylation platform to study the DNA methylation
status of two CpG positions within the ADAMTS12 CpG island in
a panel of normal tissues and cancer cell lines. As shown in Fig.
4, ADAMTS12 was found to be highly hypermethylated in most of
the analyzed tumor cell lines (21 out of 29 for probe P250, and 26
out of 29 for probe E52). By contrast, methylation was scarcely
detected or not detected in the normal tissues examined. Overall,
these results provide additional evidence to indicate that ADAMTS12
is an epigenetically silenced gene in tumor cells of diverse origin
and to support its potential role as a tumor suppressor gene.
Interestingly, this study also showed that the promoter region of
ADAMTS12 is not methylated in LoVo cells (probe P250), which
perfectly agrees with the results obtained from MSP and bisulfite-
sequencing PCR (BSP) analysis (Fig. 1). However, this gene is
highly methylated in these cell lines in a region contained within
its first exon (E52). Thus, it could not be ruled out that methylation
in positions other than those previously examined by BSP in this
work could control the silencing of ADAMTSI12 expression.

Discussion

In this work, we have found that the ADAMTS12 gene is subjected
to a generalized methylation process in colorectal tumors and in a
variety of tumor cells from different origins, a mechanism of
growing relevance in the inactivation of tumor-suppressor genes
(Esteller, 2007). We have also proven that ADAMTSI2 expression
can be induced in CCD-18Co fibroblasts and is associated with a
decrease in proliferation and an increase in apoptosis of the adjacent
tumor epithelial cells. Finally, histopathologic analysis has revealed
that ADAMTS-12 is detected in stromal cells from well-
differentiated and moderately differentiated tumors rather than in
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Fig. 3. Induction of ADAMTS12 expression in stromal cells.
(A) Immunofluorescence detection of ADAMTS-12 in colon
carcinoma tissue sections. Detection of activated fibroblasts
was performed using an anti-SM o-actin monoclonal
antibody. ADAMTS-12 was detected using the H-142
antibody from Santa Cruz Biotechnology. Representative
tissue sections corresponding to normal mucosa (NM),
adenomatous polyp (AP), and well-differentiated (WD),
moderately differentiated (MD) and poorly differentiated
(PD) carcinomas are shown. Insets show higher
magnifications of sections marked with a square. Scale bars:
50 uM. (B) Induction of ADAMTS]2 expression was assayed
by co-culture of CCD-18Co fibroblasts with the indicated
colon cancer cells, or through treatment with the indicated
cytokines. After 36 hours, ADAMTS12 expression was
determined by quantitative PCR. Actin expression was
simultaneously analyzed as internal control. (C) Anti-TGF-f1
blocking antibodies reduce ADAMTS12 expression by
fibroblasts co-cultured with tumor cells. A remarkable
reduction of ADAMTS12 expression was detected when anti-
TGF-B1 blocking antibodies were added to the co-cultures,
whereas the presence of these antibodies did not show any
direct effect on the metalloprotease expression. (D), Induction
of apoptosis in colon cancer cells. DLD-1 and SW620 cells
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those from advanced poorly differentiated carcinomas. Taken
together, these results reinforce the proposal that ADAMTS-12 is
a novel protease that can be included in the growing category of
proteolytic enzymes with tumor-defying properties (Lopez-Otin and
Matrisian, 2007).

ADAMTS-12 belongs to a family of metalloproteases that has
been commonly associated with cancer (Rocks et al., 2008).
Nevertheless, the functional relevance of these enzymes in tumor
progression is still unclear and in some cases contradictory. On
the one hand, ADAMTS-4 and ADAMTS-5 contribute to

alone, and the percentage of apoptotic tumor cells was
determined after 96 hours. (B,C,D) Data are means + s.e.m.
Statistical significance was determined using a Student’s r-test

SW620 (**%P<0.001, **P<0.01, *P<0.05).

invasiveness of glioblastoma cells through their ability to cleave
brevican (Held-Feindt et al., 2006), therefore acting as pro-tumor
proteases. On the other hand, and similar to our findings on
ADAMTS-12, ADAMTS-8, ADAMTS-9 and ADAMTS-18 have
been proposed to act as anti-tumor enzymes because the genes
encoding these proteases have been found hypermethylated in
tumors of different origins (Dunn et al., 2004; Jin et al., 2007; Lo
etal., 2007). Interestingly, ADAMTS-1 plays a dual role in cancer
because it exhibits both pro- and anti-tumor properties (Vazquez
et al., 1999; Masui et al., 2001; Iruela-Arispe et al., 2003; Kuno

Table 2. ADAMTS12 expression and histopathologic grade in colorectal carcinoma

Number of areas

Degree of staining

Sample type examined - +— +
Adenomatous polyp 5 3 (60%) 2 (40%) 0 (0%)
Adenocarcinoma Well-differentiated 5 0 (0%) 2 (40%) 3 (60%)
Moderately differentiated 20 2 (10%) 6 (30%) 12 (60%)
Poorly differentiated 25 12 (48%) 4 (16%) 9 (36%)
All types 55 17 (31%) 14 (25.4%) 24 (43.6%)

Twenty samples of adenomatous polyps and different grades of carcinomas were immunostained for ADAMTS-12, and 55 tissue areas examined in detail. The
number and percentage of areas stained were calculated for each different group. — indicates no staining, +/— moderate staining, + intense staining. Staining

resulted negative in the case of normal mucosa.
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Fig. 4. DNA methylation analysis of the ADAMTS12 promoter in a panel of
normal tissues and cancer cell lines using bead arrays. Methylation was
assessed at two CpG sites within the ADAMTS12 CpG island using Illumina
Goldengate Methylation Arrays. The first CpG site was located 250 bp
upstream of the transcriptional start site (P250) and the second CpG site was
located 52 bp downstream the transcriptional start point (E52). The amount of
bisulfite-modified target DNA that hybridizes to each spot of the Illumina chip
was quantified and standardized over a scale from 0.0 to 1.0 (effectively 0%
and 100% likelihood of gene promoter hypermethylation, respectively).

et al., 2004; Lee et al., 2006; Lind et al., 2006). An explanation
for these controversial effects might derive from the fact that this
metalloprotease undergoes proteolytic processing events and the
generated forms display tumor-protective or tumor-promoting
properties depending on the cleavage site (Liu et al., 2006). It has
been reported that the ADAMTS-1 thrombospondin domains are
responsible for this protective role through their ability to sequester
growth factors like vascular endothelial growth factor (Luque et
al., 2003; Kuno et al., 2004). The capacity of thrombospondin
domains to inhibit the function of growth factors, together with
their pro-apoptotic actions (Mirochnik et al., 2008), could also
help to explain the effects herein described in colon cancer cells
in the presence of ADAMTS-12.

Histopathologic analysis has revealed that ADAMTS-12 is
detected in the stroma of well-differentiated tumors rather than in
advanced carcinomas. It is noteworthy that immunofluorescent
double-staining analysis for ADAMTS-12 and a-SMA resembles
that shown for periostin, which is expressed by stromal cells in
colon carcinoma (Kikuchi et al., 2008). Periostin is a secreted
extracellular matrix protein found in close proximity to the cells
responsible for its expression, the 0-SMA-positive cancer-associated
fibroblasts. The roles of periostin in cancer appear to be quite
diverse, but studies with periostin-deficient mice have shown that
this protein negatively regulates tumor growth by promoting capsule
formation. This suggests that, similar to our proposal for ADAMTS-
12, periostin can also function as an anti-tumor protein (Shimazaki
and Kudo, 2008).

In this work, we also found that ADAMTSI2 expression is
enhanced in colon fibroblasts co-cultured with colon cancer, which
is linked to an anti-tumor effect on cancer cells. On this basis, we
speculate that the expression of this metalloprotease could form
part of a stromal response promoted by cancer-associated fibroblasts
to control the pro-angiogenic properties induced by different soluble
growth factors. These fibroblasts, also termed myofibroblasts, are
the predominant cell type in the stroma of most carcinomas
(Ronnov-Jessen et al., 1996) and constitute a heterogeneous
population of cells that cannot always be identified as o-SMA-
positive (Sugimoto et al., 2006). These cells are phenotypically
different from fibroblasts present in normal tissue, but similar to
those found in wounds during the healing process (Gabbiani, 2003).
Myofibroblasts are intricately interwoven with the epithelial tumor
cells (Micke and Ostman, 2004) and, therefore, different pro-tumor
or anti-tumor responses can be elicited by the stroma as a
consequence of its interaction with the malignant cells (Mueller
and Fusenig, 2004).

Among the cytokines assayed in this study, TGF-o. and TGF-B1
induced the highest levels of ADAMTSI2 expression when the
human colon fibroblasts were cultured alone. However, the use of
blocking antibodies in co-cultured assays suggests that TGF-f1
could be one of the factors responsible for expression of the
metalloprotease as a consequence of the crosstalk between tumor
and stromal cells. This finding perfectly agrees with previous studies
showing that TGF-B1 is one of the main inducers of ADAMTS gene
expression, including that of ADAMTS12, in different conditions
(Cal et al., 2001; Wang et al., 2003). Moreover, Porter et al. have
also reported that ADAMTS12 mRNA levels are higher in stromal
fibroblasts than in epithelial tumor cells from breast cancer (Porter
et al., 2004), a type of tumor that commonly expresses high levels
of TGF-B1 (Chang et al., 2007). Altogether, these findings indicate
that, following its induction in stromal fibroblasts through the action
of factors such as TGF-f1, ADAMTS-12 might act as a tumor-
protective protease in colon cancer and also in tumors of different
origin such as breast cancer. Finally, the fact that other members
of this metalloprotease family have also been found in stromal cells
but not in the corresponding cancer cells (Cross et al., 2005), leads
us to propose that stromal expression of different ADAMTSs could
be a common feature in tumor development or progression.

In summary, we provide new data indicating a dual regulation
of ADAMTS-12 expression in colon carcinoma: epigenetic
inactivation in epithelial malignant cells and induction in
myofibroblasts, suggesting that this metalloprotease could form part
of a protective stromal response aimed at limiting tumor progression.
Our data also suggest that ADAMTS-12 might have potential
clinical applications because this enzyme could be a prognosis
marker not only in colon cancer but also in other tumors in which
ADAMTS-12 is detected (Cal et al., 2002). However, further studies
will be necessary to determine the precise role of ADAMTSI2
expression during progression of colon cancer. Likewise, analysis
of susceptibility to colon cancer in Adamts]2-null mice, currently
ongoing in our laboratory, will help to clarify the precise role of
this enzyme in the context of the growing number of tumor-defying
proteases that are known to be produced by human cells.

Materials and Methods

DNA samples

Genomic DNAs from paired normal and tumor colon samples were obtained from
19 patients undergoing surgery at the Catalan Institute of Oncology (Barcelona, Spain).
Genomic DNA from human lymphocytes was used as a control for unmethylated
DNA, and the CpGenome Universal Methylated DNA (Chemicon), for methylated
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DNA. A set of five paired normal and tumor colon ¢cDNA samples to evaluate
ADAMTS12 expression was purchased from Clontech.

Cell culture

Colon cancer cell lines and CCD-18Co fibroblasts were from the American Type
Culture Collection. Cells were routinely maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 100
U/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin.

CpG island identification and DNA methylation analysis

An interval of 2.0 kb upstream and 0.5 kb downstream from the first ADAMTS12
ATG codon was analyzed for CpG island identification using the Methyl Primer
Express Software v1.0, (https://produtcs.appliedbiosystems.com). This program was
also used to design MSP primers. Primers for the unmethylated reaction were
5'-GAGTTTGGGAGGAAGATGTATT-3" and 5'-CTAACAATATCCACTTTCA-
ACAAAA-3', and for the methylated reaction 5'-GAGTTCGGGAGGAAGAT-
GTATC-3' and 5'-ACAATATCCGCTTTCGACG-3'. To analyze methylation density
of genomic DNA, two BSP primers, 5'-TGGTTTGGGGGTTTTTTATT-3" and 5'-
AACTAAACACCTTTTTCCCCTC-3', were designed using the indicated program.
Bisulfite-modified genomic DNA from paired normal and tumor tissues and cell lines
was used as template.

RT-PCR amplification

Total RNA from tissue samples and cell lines was isolated by guanidium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction and reverse-transcription reactions were carried out with
300 ng of RNA, using the Thermoscript RT-PCR system with Platinum Taq
polymerase (Invitrogen). The ADAMTS12-specific primers used were 5'-CAG-
AAAGGACATCTTGCTGG-3" and 5'-TCCTGGCAGAAGGTGCATTC-3'. PCR
amplifications were performed under the following conditions: one cycle at 95°C for
1 minute, and 35 cycles at 95°C for 15 seconds, 55°C for 15 seconds and 72°C for
30 seconds. GAPDH was amplified as an internal control.

Treatment of colon cancer cell lines with demethylating agents
Colon cancer cells were seeded in 10 mm dishes and incubated in culture media with
10 uM Aza for 3 days. For the combined treatment, cells were treated for 3 days
with Aza and subsequently with 10 ng/ml TSA for 24 hours. ADAMTSI2 expression
before and after treatment was determined by RT-PCR.

Co-culture assays and cytokine treatment

Induction of ADAMTS12 expression in colon fibroblasts was examined through their
co-culture with colon cancer cell lines or by cytokine treatment. For co-cultures,
subconfluent CCD-18Co fibroblasts in six-well dishes were cultured with cell-culture
inserts (8.0 pm pore size; BD Biosciences) overlaid with the indicated colon cancer
cell lines and incubated for 36 hours in DMEM medium containing 0.25% FBS.
Cytokines were added to CCD-18Co fibroblasts cultured in six-well dishes at 2 ng/ml
final concentration (except TGF-o, which was used at 25 ng/ml). Then, 9 pl of a 1:5
dilution of ¢cDNA was employed in quantitative PCR using TaqMan probe
HS00917112_m1, TagMan Master Mix and AbiPrism 7900HT (Applied Biosystems).
When indicated, anti-TGF-o or anti-TGF-B1 blocking antibodies (Calbiochem) were
added to the co-cultures at 1.5 ug/ul. Actin expression was analyzed as an internal
control. Statistical significance was determined using a Student’s t-test. For
determination of cell growth, overlaid colon cancer cell lines (SW620 and DLD-1)
were trypsinized and counted directly in a hemocytometer. After plotting total cell
number against time, data were adjusted to exponential curves from where doubling-
time and regression values were calculated. For apoptosis analysis, 5X 10° cells were
evaluated using the Anexin V-FITC/IP kit from Sigma-Aldrich. Each cell population
was identified in a Cytomics FC500 (Beckman-Coulter).

Tissue immunofluorescence analysis

Paraffin-embedded colon tissues from 20 different tumors were cut into 5-micron
sections and mounted onto glass slides. The sections were deparaffinized in xylene
followed by ethanol hydration. Samples were permeabilized for 30 minutes with 0.1%
Triton X-100 and incubated for 15 minutes in PBS with 0.1 M glycine. Nonspecific
labeling was blocked with 5% BSA in PBS for 30 minutes. Sections were incubated
overnight at 4°C with an anti alpha smooth muscle primary antibody (c-SMA, dilution
1:50; DakoCytomation) to detect activated fibroblasts. After incubation, sections were
washed with PBS and PBS-Tween 20 (0.5% v/v), and then incubated with Alexa
Fluor 546-conjugated goat anti-mouse antibody (dilution 1:500; Invitrogen) for 45
minutes at room temperature. After washing with PBS and PBS-Tween, sections were
then incubated with a second primary antibody against ADAMTS-12 (H-142, dilution
1:25; Santa Cruz Biotechnology) overnight at 4°C and washed. H-142 is a polyclonal
antibody raised against amino acids 1441-1582 of the human ADAMTS-12. Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit antibody (dilution 1:200; Invitrogen) was added
and incubated for 45 minutes at room temperature. The corresponding negative
controls were set by omitting the anti-ADAMTS-12 antibody. We then washed the
slides and stained nuclei with 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich)
at 1 pg/ml in Vectashield mounting medium (Vector Laboratories). Images were
obtained using a confocal microscope, Leica TCS-SP2-AOBS.

Analysis of DNA methylation status using bead arrays

Methylation analysis of ADAMTS12 promoter in a panel of normal tissues and cancer
cell lines was assessed using Illumina Goldengate Methylation Arrays (Bibikova et
al., 2006). The two CpG sites analyzed were located 250 bp upstream and 52 bp
downstream of the ADAMTS]2 transcriptional start point (E52). Thge amount of
bisulfite-modified target DNA that hybridizes to each spot of the Illumina chip was
quantified and standardized over a scale from 0.0 (0% likehood of gene promoter
methylation) to 1.0 (100% likelihood of gene promoter hypermethylation).
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