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AA:  Aminoàcid 

AFAP: Poliposi adenomatosa familiar atenuada; de l’anglès, Atenuated 

Familial Adenomatous Polyposis 

APC: de l’anglès, Adenomatous Polyposis Coli 

BER: de l’anglès, Base Excision Repair 

CCR: Càncer colorectal 

CCRf-X: Càncer colorectal familiar tipus X 

cDNA: DNA complementari; de l’anglès, complementary DNA 

CIMP: via del fenotip metilador d’illes CpG; de l’anglès, The CpG Island 

Methylator Phenotype 

CIN: inestabilitat cromosòmica; de l’anglès, Chromosome Instability 

CTNNB1: Catenin (cadherin-associated protein), beta-1 

DNA: Àcid desoxiribonucleic; de l’anglès, desyribonucleic acid 

DTT: Ditiotreitol 

ESE: element exònic activador de l’splicing; de l’anglès, Exonic Splicing 

Enhancer 

FAP:  Poliposi adenomatosa familiar; de l’anglès, Familial Adenomatous 

Polyposis 

FBS: de l’anglès, Fetal Bovine Serum 

FFPE: mostres de teixits fixades en formol i incloses en parafina; de l’anglès, 

Formalin Fixed Paraffin Embedded tissue 

FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer 

FT:  de l’anglès, Flow-through 

GSK3β: de l’anglès, Glycogen synthase kinase 3β 

GST: de l’anglès, Glutathione S-transferase 

GWAS: estudis d’associació de tot el genoma, de l’anglès, Genome-wide 

association study 

HNPCC: càncer colorectal hereditari no associat a poliposis; de l’anglès, 

Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer 

IHQ: Inmunohistoquímica 
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IPTG: Isopropil-β-D-tio-galactòsid 

ISCS: cèl·lules multipotents intestinals; de l’anglès, intestinal stem cells 

LOH: pèrdua d’heterozigositat; de l’anglès, Loss of heterozygosity 

MAF: Al·lel de menor freqüència; del anglès, Minor Allele Frequency 

MAP: poliposi associada al gen MUTYH; de l’anglès, MUTYH Associated 

Polyposis 

MCR: regió d’APC anomenada de l’anglès, Mutation Cluster Region 

MMR: sistema de reparació de desaparellaments erronis produïts durant la 

replicació del DNA; de l’anglès, Mismatch repair genes 

MLPA: amplificació dependent de lligasa de múltiples sondes; de l’anglès, 

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

mRNA: Àcid ribonucleic missatger; de l’anglès, messenger RNA 

MSI: insestabilitat dels microsatèl·lits; de l’anglès, Microsatellite Instability 

MSS: sense inestabilitat de microsatèl·lits; de l’anglès, Microsatellite Stable 

NES: senyal d’exportació nuclear; de l’anglès, Nuclear Export Signals 

NGS: Seqüenciació de nova generació o seqüenciació massiva en paral·lel; 

de l’anglès, Next-Generation Sequencing 

NLS: senyal de loacalització nuclear; de l’anglès, Nuclear Localization 

Signals 

OR:  raó d’oportunitats; de l’anglès, Odds Ratio 

PBS: de l’anglès, Phosphate-Buffered Saline 

PCR: Reacció en cadena de la polimerasa; de l’anglès Polymerase Chain 

Reaction 

PMSF: Phenylmethanesulphonylfluoride 

qPCR: de l’anglès, quantitative polymerase chain reaction 

RNA: Àcid ribonucleic; de l’anglès, Ribonucleic acid 

RT-PCR: de l’anglès, Reverse TranscriptionPolymerase Chain Reaction 

RUs: unitats de ressonància; de l’anglès, Resonance Units 

SDS-PAGE: de l’anglès, Sodium dodecylsulfate polyacrilamide gel electrophoresis 
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SNP: Polimorfisme d’una sola base; de l’anglès, Single Nucleotide 

Polymorphism 

SPR: de l’anglès, Surface Plasmon Resonance 

TA:  Temperatura Ambient 

TBE: Tris-borat-EDTA 

TBS: Tris-Buffered Saline 

TBST: Tris-Buffered Saline-Tween 

TK:  de l’anglès, Thymidine kinase 

UNC5C: Unc-5 homolog C (C. elegans) 

VSD: variant de significant desconegut 

WB: de l’anglès, Western Blotting 

WT: de l’anglès, Wild type 
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1. El Càncer 

 El càncer es caracteritza per un creixement descontrolat d’un grup de cèl·lules 

que envaeixen teixits i òrgans causant, eventualment, la mort del malalt.  És el 

resultat de dos processos consecutius: l’augment descontrolat de proliferació d’un 

grup de cèl·lules formant un tumor o neoplàsia i una posterior adquisició de la 

capacitat invasiva que permet a aquest grup de cèl·lules migrar a altres parts de 

l’organisme i proliferar. Aquest procés es coneix com a metàstasi. 

Hanahan i Weinberg van definir un conjunt de trets moleculars, bioquímics i 

cel·lulars que són compartits per la majoria de tumors (Hanahan & Weinberg, 2000). 

Per tant s’ha proposat que pel desenvolupament tumoral, les cèl·lules han d’adquirir 

6 capacitats que dicten el creixement maligne dels tumors, com l’evasió de l’apoptosi, 

un potencial replicatiu il·limitat, l’autosuficiència de les senyals proliferatives, l’evasió 

dels senyals supressors de creixement, la inducció de l’angiogènesi i la capacitat 

d’invasió i metàstasis.  L’any 2011 els mateixos autors van revisar l’esquema i van 

identificar dues característiques més com són la desregulació de la energia cel·lular i 

la capacitat d’evasió a la resposta immune. També van identificar dues 

característiques que afavoreixen l’aparició del fenotip maligne com ara la inestabilitat 

genòmica i la inflamació crònica que predisposa, en alguns casos, al càncer  (figura 1). 
 

 

Figura 1: Característiques de la progressió tumoral. Adaptat de (Hanahan & Weinberg, 2011) 
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Gràcies a aquests conceptes hem passat de veure el tumor com a una massa de 

cèl·lules canceroses en proliferació aïllades, a veure’l com un complex teixit compost 

per múltiples tipus de cèl·lules, incloent les cèl·lules no neoplàsiques  que conformen 

l’estroma associat al tumor (i.e. fibroblasts, cèl·lules endotelials, limfòcits, etc). 

El càncer també és considerat una malaltia genètica esporàdica, que 

excepcionalment pot ser hereditària, La formació d’una neoplàsia consisteix en una 

acumulació de múltiples alteracions en el genoma de les cèl·lules somàtiques que 

formen el tumor. A més si aquests canvis es produeixen en la línia germinal, aquestes 

mutacions genètiques es poden transmetre a la descendència, conferint als portadors 

una predisposició al càncer hereditari (A. G. Knudson, 2002). 

Fins fa relativament poc, les investigacions sobre els factors causants de la 

susceptibilitat heretada a patir càncer, es van centrar en identificar els gens d’alta 

penetrància o alta susceptibilitat. Les mutacions en aquests gens donen lloc a patrons 

d’herència mendeliana, en els que la susceptibilitat a desenvolupar la malaltia es 

transmet, en general, de forma autosòmica dominant. Exemples de gens d’alta 

penetrància són APC que està implicat en la síndrome de càncer de còlon polipós 

hereditari, i els gens BRCA1 i BRCA2 implicats en la síndrome de càncer de mama i 

ovari hereditari. La freqüència de les mutacions en aquests gens en la població 

general és molt baixa, però en canvi quan estan mutats el risc que confereixen a patir 

càncer és molt elevat. No obstant, en la gran majoria dels càncers on hi ha un 

component hereditari, aquest resideix en els gens de baixa penetrància, ja que els 

càncers causats per gens d’alta penetrància representen el 1% dels casos. Les 

alteracions en els gens de baixa penetrància són comunes en la població general i el 

risc que confereixen és baix. És a dir, que a nivell individual cada variant modifica poc 

el risc a desenvolupar la malaltia, però en unió amb altres factors, tant genètics com 

ambientals, serien responsables de les diferències en el risc de patir càncer que 

existeixen entre els individus de la població general. La combinació de diverses 

variants, en gens diferents de baixa penetrància, seria el que donaria lloc al rang de 

susceptibilitat que provoca les diferències individuals a patir càncer. Per tant, els gens 

de baixa o moderada penetrància estarien implicats no sols a la susceptibilitat 
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genètica a desenvolupar càncer, si no que la seva acumulació i combinació també 

podria explicar molts dels patrons de càncer hereditari familiar que no segueixen una 

herència mendeliana. Per tant, els al·lels de baixa penetrància són variants 

polimòrfiques en la població general però que, al mateix, temps tenen una 

repercussió funcional (Cáncer hereditario, 2010).  
 

2. El còlon  

El còlon o intestí gros, forma part del sistema digestiu, també anomenat sistema 

gastrointestinal o GI. La funció del sistema digestiu és processar l’aliment ingerit per 

produir energia i obtenir els nutrients necessaris per l’organisme. (1: American 

Cancer Society. Colorectal cancer facts & Figures 2013) 

L’intestí gros es divideix en tres parts: el cec, el còlon i el recte. A més, el còlon es 

subdivideix en 4 segments: còlon ascendent, còlon transvers, còlon descendent i 

sigmoide.  

Histològicament el còlon està format per diferents capes: la mucosa que és la capa 

més interna i que està formada per cèl·lules epitelials, la membrana basal, la làmina 

pròpia i la muscularis mucosa. Després trobem la capa submucosa, la muscularis 

pròpia, la suberosa i la serosa. 

 

Figura 2: Anatomia i histologia del còlon. 
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L’epiteli intestinal és una monocapa de cèl·lules epitelials que formen una barrera 

que protegeix el nostre cos dels agents de l’exterior i està dissenyat per maximitzar la 

superfície de l’òrgan per reabsorbir aigua i nutrients dels aliments. Aquest epiteli 

penetra en el teixit connectiu subjacent, la làmina pròpia, formant un elevat nombre 

d’invaginacions, conegudes com les criptes de Lieberkühn que són glàndules tubulars, 

i on hi trobem diferents tipus cel·lulars. En el fons de les criptes, hi trobem les 

cèl·lules mare, que es divideixen donant lloc a cèl·lules multipotents intestinals (ISCS) 

o progenitores no diferenciades que són les encarregades de mantenir la renovació 

epitelial. Aquestes cèl·lules passen per diverses rondes de divisions cel·lulars i 

viatgen en sentit ascendent ocupant aproximadament dos terços de la base de les 

criptes i llavors passen a anomenar-se transit-amplifying cells. Al arribar al terç 

superior de les criptes, les transit-amplifying cells deixen de proliferar i comencen a 

diferenciar-se cap a tots els llinatges cel·lulars: enteròcits o colonòcits, cèl·lules 

caliciformes o cèl·lules endocrines. Aquest procés de renovació cel·lular és el que 

regula l’homeòstasi de l’epiteli colònic, gràcies a un equilibri dinàmic entre producció 

i mort cel·lular, i requereix entre 3 a 5 dies per completar el cicle de regeneració 

epitelial al llarg de l’eix cripta-vellositat (Krausova & Korinek, 2014; Reya & Clevers, 

2005). 

 

Figura 3: Anatomia de l’epiteli colorectal modificat: (Reya & Clevers, 2005). 
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Aquestes característiques de l’epiteli intestinal de renovació constant, i que a més 

a més actua com a barrera física d’agents nocius que poden causar alteracions 

oncogèniques, fa que l’epiteli intestinal sigui més susceptible a ser l’origen d’un 

càncer.  
 

3. El càncer de còlon   

El càncer de còlon o càncer colorectal (CCR) és el tercer càncer més comú en el 

món (Boursi et al., 2013), i és la segona causa de mort per càncer en ambdós sexes, en 

els països desenvolupats. A Espanya, el CCR és la neoplàsia més freqüent si tenim en 

compte els dos sexes a la vegada (15,51% de freqüència relativa). A més, representa 

la segona causa de mort per càncer en ambdós sexes, després del de pulmó en homes 

i el de mama en dones.  

 

Figura 4: Incidència estimada, mortalitat i prevalença en el món  de CCR en 2012. Taxa estandarditzada per 

edat per 100.000. Esquerra homes i dreta dones. Imatge adaptada de GLOBOCAN 2012, International 

Agency for Research on Cancer. 
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La taxa de mortalitat està disminuint en els països occidentals, gràcies a un millor 

tractament, una major sensibilització i una detecció primerenca, mentre que segueix 

augmentant en molts països amb recursos i infraestructures sanitàries limitades. 

Aquest tipus de càncer inclou qualsevol neoplàsia del còlon, recte i apèndix, i 

s’inicia, a la majoria del casos, amb l’aparició de pòlips benignes en l’epiteli colorectal, 

que amb el pas del temps, si no s’eliminen per endoscòpia o quirúrgicament, poden 

transformar-se en tumors malignes. 

En l’etiologia del CCR intervenen tant factors genètics com factors ambientals i és 

el balanç d’aquests factors el que determina la susceptibilitat individual de 

desenvolupar CCR.  

Un dels factors de risc més determinant del CCR és l’edat, començant a augmentar 

la incidència de CCR als 50 anys i sent la màxima als 65-70 anys. Per altra banda, la 

importància dels factors ambientals es veu patent en les grans diferències que trobem 

en la incidència del càncer de còlon entre els diferents països (figura 4), on trobem 

una diferència substancial en els estils de vida. A més estudis en poblacions emigrants 

suggereixen que els factors ambientals tenen un efecte essencial en l’etiologia del 

càncer de còlon. Els hàbits dietètics estan relacionats amb un alt risc de desenvolupar 

CCR, ja que s’ha vist en estudis epidemiològics que el consum de carn vermella o 

processada, grasses i la ingesta total calòrica estan associat amb el desenvolupament 

de CCR. Altres hàbits com són el tabaquisme, el consum excessiu d’alcohol, la manca 

d’activitat física, el sobrepès i l’obesitat també estan associats a un risc incrementat 

de desenvolupar càncer colorectal (Boyle & Levin, 2008; Ferrari et al., 2007; 

Giovannucci, 2006).  

Pel que fa als factors genètics, trobem famílies amb una elevada agregació de 

tumors localitzats en el intestí gruixut, indicant que els membres d’aquella família 

tenen un risc elevat de desenvolupar CCR (Macklin, 1960; Woolf Cm Fau - Richards, 

Richards Rc Fau - Gardner, & Gardner, 1955), i per tant els individus amb historial 

familiar de càncer de còlon tenen més risc a patir càncer. Els estudis de cas-control 

suggereixen que els factors genètics contribueixen considerablement al CCR, amb raó 

d’oportunitats (en anglès, odds ratios, OR) moderades amb valors entre 2 i 4 (Johns & 



INTRODUCCIÓ 

9 

 

Houlston, 2001). La OR és una mesura estadística utilitzada en estudis 

epidemiològics, i es defineix com la possibilitat que una condició de salut o malaltia es 

presenti en un grup de població comparat amb el risc que passi en una altre població. 

A més a més, estudis amb bessons estimen que l’efecte de la heretabilitat, que és la 

proporció de la variació d'un caràcter multifactorial a causa de les diferències entre 

els genotips a la variació fenotípica total, pot arribar a ser fins un 35% per aquest 

tumor (Lichtenstein et al., 2000). 

 

Classificació segons grau d’agregació familiar 

El CCR es divideix, segons el grau d’agregació familiar, en esporàdic, hereditari o 

familiar. El 70-80% dels casos de CCR són esporàdics, tot i que només el 5% 

corresponen a casos amb una predisposició hereditària clara. Per altra banda, es creu 

que entre el 20 – 25% dels casos de CCR hi pot haver un component hereditari 

associat, però el qual encara es desconeix. Aquests casos són els que es coneixen com 

CCR familiar, i en aquestes famílies, la incidència del CCR té una freqüència més 

elevada que en les famílies amb CCR esporàdic, però sense seguir un patró 

característic del CCR hereditari (Burt, 2000; S. J. Winawer et al., 1997). 

 

 

Figura 5: Contribucions relatives i aproximades de la predisposició hereditària per desenvolupar càncer 

colorectal. (Modificat de Half et al., 2009) 

 

El procés d’aparició del CCR presenta una seqüència d’esdeveniments ben 

definida. Aquest procés comença amb la proliferació aberrant de les criptes, seguit 

pel desenvolupament d’una lesió premaligna, habitualment un adenoma, que és una 

neoplàsia epitelial benigna. Una minoria d’aquests adenomes, si no són eliminats 

endoscòpicament, poden passar a carcinomes in situ, i finalment a carcinoma invasiu i 

<85% Càncer Colorectal Esporàdic

>10% Càncer Colorectal Familiar

3-5% HNPCC

< 1% FAP, AFAP, SPJ, PJF…
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metastàtic. Es parla de càncer quan les cèl·lules tumorals envaeixen i traspassen la 

membrana basal de l’epiteli.  
 

Classificació i estadiatge del càncer de còlon i recte.  

El pronòstic del CCR depèn de varis factors. El factor més determinant és l’estadi 

del tumor, que es defineix en funció del grau d’invasió i infiltració a través de la paret 

de l’intestí gruixut, del grau de disseminació ganglionar i de la presència de 

metàstasis a distància. El tractament que el pacient rep depèn del estadi en que es 

troba el tumor en el moment del diagnòstic. Els estadis del CCR s’estableixen d’acord 

amb la classificació de Dukes (Dukes, 1932) que posteriorment va ser modificada per 

Astler i Coller (Astler & Coller, 1954) per incloure el concepte de malaltia 

disseminada. 
 

Taula 1: Classificació de Dukes modificada per Astler i Coller. 

 

Més tard es va definir una tercera classificació, el sistema TNM de la International 

Against Cancer (Fleming, Phillips, Menck, Murphy, & Winchester, 1997). Aquest nou 

sistema permet classificar els pacients segons els estadis i amb pronòstics associats 

diferents. 

  

Estadis Extenció del tumor

A El tumor està limitat a la mucosa

B1 El tumor envaeix fins la muscularis pròpia

B2 El tumor travessa la capa muscularis pròpia fins la capa serosa

C1 Igualque B1 més metàstasiganglionar

C2 Igual que B2 més metàstasis ganglionar

D Metàstasis a distància o invasió parietal d’òrgans adjacents. 
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Taula 2: Sistema TNM per CCR. 

 

En estadis inicials tan sols és necessari la cirurgia, mentre que quan hi ha 

afectació ganglionar també es requereix una teràpia adjuvant mitjançant la 

quimioteràpia i/o radioteràpia. En el cas que la malaltia estigui disseminada la 

combinació de quimioteràpia i de cirurgia del tumor primari i de les metàstasis són 

les estratègies terapèutiques habituals.   

Categories T Extensió que ocupa el tumor primari

Tx La informació és incompleta i no es pot definir l’extensió del

tumor

Tris Carcinoma in situ. És l’estadi més inicial, el tumor no ha 
travessat la mucosa

T1 El tumor ha travessat la mucosa, la muscularis mucosa, i envaeix

la submucosa

T2 El tumor ha travessat la mucosa, la muscularis mucosa, la

submucosa ienvaeix la muscularis pròpia

T3 El tumor ha travessat la mucosa, la muscularis mucosa, la

submucosa, la muscularis pròpia, i envaeix la subserosa sense

arribar a capa teixit veí

T4 El tumor envaeix altres òrgans i estructures

Categories N Absència o presència de metàstasi als ganglis limfàtics

Nx La informació és incompleta i no es coneix l’afecció de ganglis 
limfàtics

N0 No hi ha cap gangli afectat

N1 1-3 ganglis afectats

N2 4 o més ganglis afectats

Categories M Absència o presència de metàstasi a distancia

Mx La informació és incompleta i no hi ha descripció de metàstasi a 
distància

M0 No hi ha metàstasi a distància

M1 Presència de metàstasi a distància
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4. Base molecular de la transformació de l’epiteli colònic 

El procés de carcinogènesis colorectal s’associa a una acumulació progressiva 

d’alteracions genètiques i epigenètiques de les cèl·lules transformades. Fearon i 

Vogelstein l’any 1990 (Fearon & Vogelstein, 1990), van proposar un model seqüencial 

d’adquisició d’alteracions genètiques associades als diferents estadis del CCR, que 

oferia la primera aproximació a la base molecular de la seqüència adenoma-

carcinoma. En aquest model, el desenvolupament del CCR és resultat de l’activació 

d’oncogens, com KRAS, i de la inactivació de gens supressors de tumors com APC i 

TP53. Actualment aquest model és conegut com la via de la inestabilitat cromosòmica 

(CIN). És important destacar que la inactivació del gen APC es creu suficient i 

necessària per a la transformació inicial de la cèl·lula epitelial colònica cap a 

l’adenoma.  

 

Figura 6: Model genètic de la carcinogènesis colorectal. (Modificat de Fearon & Vogelstein, 1990) 

 

Els oncogens són gens que controlen la proliferació i diferenciació cel·lulars i que 

quan estan mutats condicionen un fenotip que contribueix al desenvolupament de 

tumors. Les mutacions en aquests gens fan que les seves funcions estiguin 

permanentment activades. Aquestes mutacions estan habitualment en heterozigosis 

ja que són dominants a nivell cel·lular. El cas oposat són els gens supressors de 

tumors, que són aquells gens capaços d’inhibir la proliferació i diferenciació cel·lular, 

l’absència completa de gens supressors de tumors pot produir el desenvolupament 
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d’una neoplàsia, però la presència d’un sol al·lel salvatge pot evitar-ho, d’aquí que es 

denominin oncogens recessius, i per tal que s’inactivin han d’estar els dos al·lels 

mutats (Cáncer hereditario, 2010). 
 

Posteriorment s’han descrit dues vies més a part de la via de la inestabilitat 

cromosòmica que poden condicionar el procés de carcinogènesis colorectal: la via de 

la inestabilitat de microsatèl·lits i la via del fenotip metilador d’illes CpG (Munteanu & 

Mastalier, 2014). 

4.1. Via de la inestabilitat cromosòmica o CIN 

La via CIN es caracteritza per un desequilibri en el nombre de cromosomes 

(aneuploïdia) i la pèrdua d’heterozigositat, que pot ser deguda a una deleció completa 

del cromosoma, una deleció intersticial o per recombinació mitòtica. Aquest procés 

pot ser causat per un defecte en la segregació cromosòmica, inestabilitat dels 

telòmers, o en la resposta al dany del DNA, no obstant no es coneixen tots els gens 

implicats. A més també intervenen altres aspectes com la migració i l’adhesió 

cel·lular, el control del cicle cel·lular i l’apoptosis (Abal et al., 2007). Des del punt de 

vista molecular les mutacions primerenques en el gen APC podrien contribuir a 

promoure aquesta inestabilitat cromosòmica (Fodde, 2003). 

4.2. Via de la inestabilitat de microsatèl·lits 

Aquesta via s’associa a un dèficit en la capacitat de reparació d’errors simples 

d’aparellament i estan lligats a alteracions en els anomenats gens reparadors del DNA 

(DNA mismatch repair genes, MMR) que causen inestabilitat en microsatèl·lits (MSI). 

En la majoria dels casos és deguda a la inactivació per metilació del promotor del gen 

reparador MLH1 que es pot detectar entre un 7-15% dels tumors colorectals, 

depenent de l’origen geogràfic del tumor. La MSI ocorre quan els errors habituals que 

produeix la DNA polimerasa durant la replicació de seqüències repetitives, conegudes 

com a microsatèl·lits, no es reparen de manera adient. Aquests errors durant la 

replicació són el resultat de l’anomenat “slippage” o lliscament que condiciona que la 

polimerasa no sigui capaç de sintetitzar de manera acurada el mateix número de 
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repeticions de nucleòtids o dinucleòtids. El resultat és l’adició o substitució de 

seqüències repetides, principalment (A)n o (CA)n. Si bé la majoria d’aquests canvis no 

tenen repercussió funcional sí que poden generar canvis en el patró de lectura si 

estan dins de seqüències codificants. Les alteracions en la longitud de microsatèl·lits 

determinats (i.e. BAT26 o BAT25) s’utilitzen per la identificació de la MSI (Heinen, 

2010). 

4.3. Via del fenotip metilador d’illes CpG  

El fenotip metilador d’illes CpG o CIMP s’associa a la hipermetilació aberrant de 

les regions promotores en les illes CpG (regions del genoma riques en citosines i 

guanines) que té com a conseqüència la inactivació d’un conjunt específic de gens 

supressors de tumors. La metilació de gens supressors de tumors està fortament 

lligada a la falta de transcripció del gen en absència de mutacions a la regió 

codificadora per tant en aquests tumors múltiples gens supressors de tumors poden 

ser inactivats simultàniament (Toyota et al., 1999). Aproximadament dos terços dels 

tumors colorectals amb fenotip metilador tenen hipermetilació del promotor del gen 

MLH1 (gen reparador del DNA, MMR), i són inestables (Curtin, Slattery, & Samowitz, 

2011). A més també presenten una elevada freqüència de mutacions en el gen BRAF i 

poques mutacions en els gens APC i KRAS. Aquest perfil mutacional és molt diferent al 

que tenen els tumors que no presenten hipermetilació. Per altra banda, trobem els 

tumors amb fenotip metilador que no tenen el gen MLH1 silenciat. Aquests presenten 

un gran nombre de mutacions en els gen APC i KRAS, i poques en el gen BRAF. Per 

tant, els CCR que presenten hipermetilació es poden classificar en dos subgrups amb 

vies de malignitat diferenciades (Donehower et al., 2013). 
 

5. Gen APC 

El gen supressor de tumors APC (Adenomatous Polyposis Coli) juga un paper clau 

en els primers estadis de la carcinogènesis. La seva inactivació es creu que és el 

primer pas per a que comenci la cascada d’esdeveniments que dóna lloc a la 

transformació maligna de l’epiteli del còlon, ja que com hem comentat abans, es 
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considera que la inactivació d’APC és necessària i suficient perquè es desenvolupi un 

adenoma. 

El gen APC es troba localitzat en el cromosoma 5q21 i consta de 8538pb. La 

seqüència codificant es compon de 15 exons i té com a producte una proteïna de 2843 

aminoàcids (AA). La proteïna APC és una proteïna multifuncional citoplasmàtica, però 

que també es pot trobar en el nucli de les cèl·lules. 
 

 
Figura 7: Esquema dels dominis funcionals de la proteïna APC (modificat de Nature reviews/Cancer) 

 

En l’extrem N-terminal trobem el domini d’homodimerització, que permet la 

formació d’homodímers, i està format per repeticions de set residus hidrofòbics. S’ha 

vist que els primers 171 residus són suficients per la seva correcta funció i que els 

primers 45 AA són imprescindibles per a que hi hagi associació entre les proteïnes 

APC (Su et al., 1993). Després està la regió armadillo que abasta els residus 453 a 767. 

Aquest regió que està formada per set repeticions de 42 AA, i està implicada en la 

interacció proteïna - proteïna i és la regió més conservada de la proteïna APC, 

suggerint que té un paper essencial per la seva funció. Aquest domini s’uneix amb la 

proteïna PP2A que quan interactua amb l’Axina evita la fosforilació de la proteïna     

β-catenina. A més també s’uneix amb la proteïna Asef regulant d’aquesta manera 

l’estabilitat del citoesquelet d’actina (Kawasaki, 2000; Seeling et al., 1999).  

A continuació trobem el domini implicat en la unió d’APC amb β-catenina, que és 

un component essencial de la via Wnt i de les unions adherents. Aquest domini està 

format per quatre repeticions de 15 AA, es troba entre els residus 1020 i 1187 i està 

COOHNH2

MCR

Domini 
d’homodimerització

Regió Armadillo 

Domini d’unió a 
Microtúbuls

Domini d’unió a 
EB1/RP1

Domini d’unió DLG/PTP-BL

Domini d’unió i regulació de 
β-catenina (repeticions de 20AA)

SAMP (unió a axin/conductin)

Domini inhibidor de 
β-catenina (CID)

Domini unió a β-catenina 
(repeticions de 15AA)
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altament conservat al llarg de l’evolució (Eklof Spink, Fridman, & Weis, 2001). Tot 

seguit hi ha un altre domini d’interacció amb β-catenina, però en aquest cas també 

juga un paper molt important en la regulació a la baixa dels nivells de β-catenina 

citoplasmàtica. Aquest domini d’interacció i regulació de β-catenina està format per 

una sèrie de set repeticions de 20 AA, i es troba entre els residus 1265 i 2035. Quan 

aquest regió és fosforilada per GSK-3β incrementa la capacitat d’APC per unir-se a    

β-catenina (Ikeda, Kishida, Matsuura, Usui, & Kikuchi, 2000). A més a més, en càncer 

colorectal, la majoria de proteïnes d’APC truncades els hi falten totes o la major part 

d’aquestes set repeticions suggerint que la pèrdua de funció d’aquesta regió 

proporciona un avantatge per a la proliferació cel·lular.  

Flanquejat per la segona i la tercera repeticions de 20 AA es troba el Domini 

Inhibidor de β-catenina (CID) que és absolutament necessari per regular a la baixa els 

nivells de β-catenina citoplasmàtica i regular la seva activitat transcripcional (Kohler, 

Chandra, Behrens, & Schneikert, 2009). També en aquesta àrea, entre les repeticions 

de 20 AA, hi trobem tres repeticions SAMP (Ser-Ala-Met-Pro) que s’uneixen a Axina i 

a Conductina. Ambdues són proteïnes inhibidores de la via Wnt que promouen la 

fosforilació de β-catenina formant un complex amb APC i GSK-3β (Behrens, 1998; 

Kishida et al., 1998) que conduirà a la destrucció de β-catenina.  

A prop de l’extrem C-terminal trobem el domini bàsic, entre els aminoàcids 2200 i 

2400, que té la capacitat d’unir-se als microtúbuls exercint un paper important entre 

la dinàmica dels microtúbuls i el control del creixement cel·lular (Munemitsu et al., 

1994). Per últim, trobem els dominis d’unió a EB1/RP1 i el domini d’unió a DLG/PTP-

BL, que estan implicats en la progressió del cicle cel·lular (Su et al., 1995). EB1 té un 

paper important en la regulació del citoesquelet (Aoki & Taketo, 2007). D’aquesta 

manera EB1 i APC coordinen juntament el control del creixement normal i el procés 

de diferenciació a l’epiteli colònic (Berrueta et al., 1998). Els aminoàcids de la regió  

C-terminal s’uneixen, mitjançant una seqüència VTSV, al domini PDZ de les proteïnes 

hDLG (Matsumine et al., 1996) i PTP-BL (Senda, Iizuka-Kogo, Onouchi, & Shimomura, 

2007). La proteïna hDLG (human disc large) és una proteïna supressora de tumors 

que es localitza a les regions de contacte cèl·lula - cèl·lula de les cèl·lules epitelials, fet 
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que ens indica que APC podria intervenir en la migració i/o motilitat cel·lular. I per 

altra banda, la interacció d’APC amb la proteïna tirosina fosfatasa PTP-BL podria 

regular les fosforilacions de les tirosines de proteïnes que s’associen amb APC, com és 

el cas de la β-catenina o de la GSK-3β. 

Malgrat que la localització de APC és habitualment citoplasmàtica, també 

presenta dues senyals de localització nuclear NLS (Nuclear Localization Signals) que 

són necessàries per tal que APC pugui ser transportada a l’interior del nucli, ja que al 

ser una proteïna tan gran és necessari de la presència d’aquestes senyals (Zhang, 

White, & Neufeld, 2000). Quan APC es troba a l’interior del nucli, és capaç d’unir-se 

directament al DNA, per uns dominis d’unió al DNA que es troben a la segona 

repetició de 20 AA, al domini bàsic i a prop de l’extrem C-terminal, pel que podria 

regular la transcripció de gens tant de forma directa com indirecta.  

Finalment s’han identificat cinc senyals NES (Nuclear Export Signals) que són 

utilitzades per transportar la β-catenina del nucli al citoplasma per la seva posterior 

degradació. Aquestes senyals es troben dues al extrem N-terminal i tres a la regió de 

repeticions de 20 AA. Són regions altament conservades i la seva absència provoca 

una acumulació de β-catenina al nucli, on activa els gens de proliferació cel·lular 

(Henderson, 2000; Neufeld et al., 2000) (Rosin-Arbesfeld, Cliffe, Brabletz, & Bienz, 

2003). 
 

6. Funcions de la proteïna APC  

La proteïna APC participa en diferents processos cel·lulars, com en la migració i 

adhesió cel·lular, control del cicle cel·lular, l’apoptosi i l’estabilitat cromosòmica, que 

són mediats pels diferents dominis funcionals (Aoki & Taketo, 2007; McCartney & 

Nathke, 2008).  
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Figura 8: Funcions d’APC en l’epiteli intestinal (Modificat de (McCartney & Nathke, 2008)) 

6.1. Via de senyalització Wnt 

La proteïna APC té una funció rellevant en la via de senyalització de proliferació 

Wnt, ja que és el regulador negatiu d’aquesta via (Fodde, 2002). La via Wnt, 

mitjançant el complex β-catenina/TCF-4, juga un paper molt destacat en el 

desenvolupament embrionari i l’homeòstasi dels teixits adults. En el tracte 

gastrointestinal manté la capacitat d’auto-renovació de cèl·lules mare epitelials, per 

tant, l’activació aberrant d’aquesta via promou la iniciació i la progressió del càncer 

colorectal (Krausova & Korinek, 2014).  

APC, quan no hi ha senyal de proliferació, s’uneix i regula la degradació de             

β-catenina lliure del citoplasma (Munemitsu, Albert, Souza, Rubinfeld, & Polakis, 

1995). La β-catenina és una proteïna multifuncional que va ser descoberta com a part 

del complex de les unions adherents conjuntament amb les proteïnes cadherina i      

α-catenina per Ozawa et al. 1989. Però també juga un paper molt important en la 

regulació transcripcional ja que exerceix de coactivador transcripcional de la via Wnt, 

dirigint l’expressió de gens de proliferació cel·lular (Stamos & Weis, 2012). 
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Figura 9: Representació esquemàtica d’una cripta del còlon. Al llarg de la cripta hi ha un gradient 

d’activació del complex β-catenina/TCF que regula la proliferació i diferenciació cel·lulars. (Modificat de: 

(van de Wetering et al., 2002)) 

 

La regulació de la via Wnt, en absència d’estímul extracel·lular, té lloc mitjançant 

un complex proteic format per la serina/treonina caseïn quinasa 1 alfa (CK1α), la 

glicogen quinasa sintetasa 3 beta (GSK-3β), que gràcies a la unió amb les proteïnes 

Axina i APC, poden fosforilar a β-catenina. Aquest complex proteic, format per CK1α, 

GSK-3β, Axina i APC, es coneix com el complex de degradació de β-catenina. Quan la 

β-catenina citoplasmàtica és capturada pel complex de degradació, CKIα la fosforila 

en la serina 45. Aquesta primera fosforilació és necessària per tal que la GSK-3β pugui 

fosforilar els tres residus següents, la treonina 41, la serina 37 i la serina 33 (Wang, 

Liu, Gusev, Wang, & Fagotto, 2014). Un cop la β-catenina és fosforilada la proteïna     

β-TrCP pot ubiqüitinitzar-la per tal que sigui degradada pel proteosoma. (Aberle, 

Bauer, Stappert, Kispert, & Kemler, 1997; Behrens, 1998; Krausova & Korinek, 2014). 
 

Mutació en APC o β-
catenina:

Mantenen el fenotip de les 
cèl·lules multipotents

intestinals

β-catenina/TCF 
ON

β-catenina/TCF 
OFF

β-catenina/TCF: 
domini 
d'expressió del 
gen diana

Cicle cel·lular aturat,

cèl·lules diferenciades

proliferació,
precursors 
indiferenciats
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Figura 10: Esquema de la via de senyalització Wnt (modificat de www.wormbook.org) 

 

L’Axina té un paper rellevant en el control de la destrucció de β-catenina, ja que és 

l’encarregada de promoure la fosforilació eficient de β-catenina i APC. La fosforilació 

d’APC és produeix mitjançant les quinases GSK-3β i CK1α, que fan augmentar la seva 

capacitat d’unió a β-catenina. Les dues quinases fosforilen de manera predominant un 

motiu SXXSSLSXLS dins la regió de les 7 repeticions de 20 AA, que està altament 

conservat (Liu, Xing, Hinds, Zheng, & Xu, 2006; Stamos & Weis, 2012).  

Quan la via Wnt està activa, les proteïnes de senyalització s’uneixen al domini 

extracel·lular dels receptors de la família Frizzled, que conjuntament amb els co-

receptors relacionats amb les liproproteïnes de baixa densitat, LRP5 i LRP6, 

transmeten els senyals de proliferació. Un cop s’activa el receptor Frizzled, aquest 

recluta la proteïna plasmàtica Dishevelled (Dsh) a la membrana cel·lular interna 

mitjançant la seva fosforilació. Llavors la proteïna Dsh s’uneix a l’Axina que deixa de 

formar part del complex de degradació provocant la inhibició de la proteïna GSK-3β 

encarregada de fosforilar la β-catenina (Kolligs, Bommer, ouml, & ke, 2002). 

D’aquesta manera β-catenina s’acumula al citoplasma i es dirigeix al nucli on s’uneix a 

factors de transcripció de la família Lef/TCF, activant la transcripció de gens diana de 

la proliferació cel·lular com c-myc, ciclina D1, etc (Herbst et al., 2014). 
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6.2. Migració i adhesió cel·lular 

En les cèl·lules epitelials que estan migrant activament hi trobem la proteïna APC 

localitzada a la membrana plasmàtica associada al citoesquelet tant de forma directa 

com indirecta. Aquest fet suggereix que APC està implicada tant en la polarització 

com en la migració cel·lular. Curiosament, APC tendeix a unir-se preferentment a les 

puntes dels microtúbuls que sostenen de forma activa la migració cel·lular. La 

diferenciació de les cèl·lules epitelials a l'intestí passa per migrar activament cap 

amunt des del fons de les criptes fins a la superfície luminar, i la pèrdua de APC 

condueix a una disminució en aquesta migració (McCartney & Nathke, 2008; 

Munemitsu et al., 1994). 

A més, s’ha especulat que APC interactua amb els filaments d’actina, però de 

forma indirecta. En cèl·lules epitelials de l’intestí de ratolí s’ha observat la presència 

d’altes quantitats d’APC al llarg de les vores laterals de les cèl·lules, així com en el 

citoplasma apical i en les microvellositats. Aquestes zones de les cèl·lules es 

caracteritzen per la presència de filaments d’actina. La regió armadillo d'APC s'uneix i 

activa a Asef, que és una Rho GTPasa i té un paper fonamental en nombrosos 

processos cel·lulars que s’inicien per estímuls extracel·lulars. Quan s’ha activat Asef 

aquesta estimula Rac1, que és una proteïna d'unió a GTP involucrada en la 

reordenació de les xarxes d'actina, el que resulta en la millora de la migració cel·lular. 

Aquests esdeveniments indiquen que APC pot estar implicada en l'adhesió cèl·lula - 

cèl·lula, la polarització cel·lular i la migració cel·lular direccional mitjançant el 

citoesquelet d'actina (Kawasaki, 2000; Kawasaki, Sato, & Akiyama, 2003; Senda et al., 

2007). 

Per altra banda, APC interactua amb β-catenina, que al mateix temps s’uneix a     

E-cadherina, α-cadherina i al citoesquelet d’actina. Per tant, s’ha proposat, que la 

inactivació d’APC podria promoure la tumorogènesis mitjançant la pèrdua d’adhesió 

cel·lular, ja que té un paper clau en el control de la distribució de β-catenina i              

E-cadherina entre el citoplasma i la membrana cel·lular (Aoki & Taketo, 2007). 
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6.3. Control del cicle cel·lular 

Una altra funció coneguda de la proteïna APC és la seva capacitat per bloquejar la 

progressió de les cèl·lules en la fase G1 tardana, inhibint el pas a la fase S. Hi ha 

estudis que demostren que la sobrexpressió de certs complexos CDK-ciclina aboleix 

l'activitat de bloqueig del cicle cel·lular de l'APC. A més, es va suggerir que la inhibició 

de l'activitat de CDK2 està involucrada en la mediació del bloqueig del cicle cel·lular 

induïda per APC. Per tant, una sobre expressió d’APC, inhibeix el creixement cel·lular 

mitjançant l’aturada del cicle cel·lular, modulant negativament l’activitat dels 

complexos ciclina-CDK (Baeg et al., 1995). 

Per altra banda, hi ha casos de pacients amb FAP que presenten mutacions en el 

gen APC a la regió C-terminal, això suggereix que aquesta regió també és important 

per l’efecte supressor de tumors d’APC. En aquesta regió trobem el domini d’unió a 

hDLG (homolog Drosophila lethal discs large), que és una proteïna supressora de 

tumors. La inactivació de DLG en Drosophila provoca la proliferació neoplàsica dels 

discs imaginals de les cèl·lules epitelials i causa canvis dramàtics en l’estructura de 

botó de les sinapsis. Per totes aquestes evidències, es creu que hDLG pot tenir un 

paper important en la regulació negativa de la proliferació cel·lular. S’ha comprovat 

que la sobrexpressió de hDLG atura la progressió del cicle cel·lular de la fase G0/G1 a 

la fase S, i que APC mutant sense la regió C-terminal no bloqueja de forma efectiva la 

progressió del cicle cel·lular, la qual cosa suggereix que la formació del complex APC-

hDLG és necessari per la inhibició del cicle cel·lular. 

Per tant, APC sembla controlar la proliferació cel·lular a través de diverses vies de 

senyalització, incloent la regulació negativa de β-catenina que té com efecte la 

regulació a la baixa de la ciclina D1 i les vies hDLG-dependents. Com que hDLG no està 

implicada en la degradació de β-catenina s’han de considerar els dos mecanismes 

completament independents (Ishidate, Matsumine A Fau - Toyoshima, Toyoshima K 

Fau - Akiyama, & Akiyama, 2000). 
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6.4. Apoptosi 

Les mutacions en APC també poden promoure canvis en l'apoptosi, un procés 

fonamental de la biologia epitelial en el tracte intestinal. Quan les cèl·lules arriben a la 

superfície luminar des de la cripta del còlon entren en l’apoptosi i són abocades cap al 

lumen del intestí. Encara no es coneix el mecanisme pel qual APC intervé en 

l’apoptosi, però hi ha evidències de que té un paper indirecte en la regulació de la via 

de mort cel·lular. Una de les evidències és que la inducció de l’expressió d’APC WT en 

línies cel·lulars de CCR que tenen la proteïna APC endògena truncada, provoca la 

pèrdua de les adhesions cel·lulars i un increment de la mort cel·lular a través de 

l’apoptosi (Morin, Vogelstein, & Kinzler, 1996).  

APC podria induir l'apoptosi mitjançant la seva acceleració associada activant les 

caspases. Per altra banda, si els components de la via de la mort cel·lular són blancs 

directes de la via de senyalització Wnt, els canvis en aquesta via podria modificar 

l’execució de l’apoptosi. És important destacar que el balanç general dels canvis pro-

apoptòtics i anti-apoptòtics induïts per la pèrdua d'APC pot estar altament associat al 

context i al teixit. Per tant APC pot causar un augment o disminució de l'apoptosi, 

depenent de tipus de teixit, compartiment tissular, etapes de desenvolupament, etc 

(McCartney & Nathke, 2008; Senda et al., 2007). 

6.5. Estabilitat cromosòmica 

La majoria dels CCR es caracteritzen per presentar inestabilitat cromosòmica. Les 

interaccions d’APC amb el citoesquelet no només afecten les cèl·lules en interfase, ja 

que en l’extrem C-terminal, que en la majoria de tumors està delecionat, hi ha el 

domini bàsic que s’uneix als microtúbuls i estimula la polimerització de la tubulina in 

vitro, pel que també pot afectar a la funció del fus mitòtic. En aquesta regió d’APC 

també es troba el domini d’unió a EB1, que s’associa amb el centròmer, el fus mitòtic i 

els extrems positius dels microtúbuls en totes les fases del cicle cel·lular. En 

conseqüència, la pèrdua de funció d’APC, durant la mitosi, condueix a defectes en 

l'alineació de l'eix, en el punt de control del fus mitòtic, i en el desenvolupament dels 



INTRODUCCIÓ 

24 

 

ponts de l'anafase. Una conseqüència immediata d'aquests canvis és l'acumulació de 

cèl·lules tetraploides (Aoki & Taketo, 2007; McCartney & Nathke, 2008). 
 

7. Càncer Colorectal Hereditari o Síndromes de predisposició 

hereditària al càncer colorectal 

Parlem de càncer hereditari, o de predisposició hereditària al càncer quan les 

alteracions genètiques, principalment en gens supressors de tumors, es troben en la 

línia germinal i es transmeten a la descendència. L’individu que hereta una de les 

dues còpies mutada només requereix la mutació de l'al·lel salvatge restant per 

acumular la pèrdua de funció d’un gen rellevant, que li conferirà més predisposició a 

desenvolupar càncer. En canvi, en el cas de càncer esporàdic les dues còpies del gen 

són salvatges per la qual cosa, són necessàries dues mutacions somàtiques perquè 

s’evidenciï la pèrdua completa de la funció del gen, aquest procés es coneix com a 

teoria del doble hit, i s’espera que la segona mutació sigui independent a l’anterior. En 

la figura 11 resumeix de forma gràfica la diferència entre una malaltia hereditària i 

esporàdica. (Calvert & Frucht, 2002). 

 

Figura 11: Teoria del doble “hit” (modificat de (Calvert & Frucht, 2002)) 
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El 5% de totes les neoplàsies colorectals segueixen un patró hereditari autosòmic. 

Les síndromes de predisposició hereditària al càncer colorectal es divideixen en 

síndromes poliposes i no poliposes.  

7.1. Càncer hereditari no polipós (HNPCC) 

La síndrome de Lynch (SL), abans conegut com HNPCC (Hereditary non-polyposis 

colorectal cancer), és la síndrome de predisposició a CCR més comuna. Es tracta d’una 

malaltia autosòmica dominant que es caracteritza per l’aparició de CCR abans dels 50 

anys, i un risc de patir altres càncers, com d’endometri, estómac, ovari, tracte urinari, 

tracte hepatobiliar, pàncrees, intestí prim, pell i esporàdicament de cervell (Lynch, 

2008). Les seves característiques clíniques més rellevants estan descrites a la taula 3.  

 

Taula 3: Característiques clíniques associades al Síndrome de Lynch (adaptat de(Lynch et al., 2009)) 

 

Aquesta síndrome s’associa a mutacions germinals o en alguns casos 

epimutacions en els gens reparadors de desaparellades simples de bases del DNA 

(MMR) MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2. Les mutacions en aquests gens permeten 

l’acumulació de múltiples errors de replicació en seqüències repetitives. Com s’ha 

comentat anteriorment, aquesta forma d’inestabilitat genòmica es coneix com a 

inestabilitat de microsatèl·lits (MSI).  

Característiques clíniques dels tumors associats al SL

- Alt risc de desenvolupar CCR: Incidència fins el 70% als 70 anys i del 80% als 85 anys.

- Patró d’herència dominant.

- Edat primerenca d’aparició de CCR: Edat mitja de 45 anys enfront els 69 de la població general.

- Localització del CCR amb major freqüència (70%) en el còlon proximal.

- Carcinogènesis accelerada: La transformació epiteli-mesènquima sol donar-se en 2 – 3 anys (en front als 
8 – 10 anys de la població general).

- Elevat risc de CCR addicionals (sincrònics o metacrònics): 25 – 30% de reincidència de CCR als 10 anys. 

- Risc incrementat de tumors extracolònics: endometri, ovari, estómac, intestí prim, tracte hepatobiliar i 
pàncrees, tracte urinari, cervell, pell i altres adenomes. 

- Els tumors de CCR solen ser poc diferenciats, presenten excés de cèl·lules mucoses i en anell, a més de 
donar-se freqüentment la reacció limfoide de tipus Crohn. 

- Major supervivència al CCR respecte als casos esporàdics. 
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Figura 12: Model per a la via de reparació del DNA (MMR) en humans. Extret de: (Gruber, 2006) 

 

Malgrat que a nivell familiar són síndromes de predisposició hereditària de 

caràcter dominant amb una expressivitat variable, a nivell cel·lular els gens 

reparadors es comporten de manera recessiva. Per tant quan en una cèl·lula somàtica 

s’acumula una segona alteració, ja sigui mutació puntual, deleció o metilació de les 

illes CpG, s’inactiva de manera completa el gen. Quan això passa, per exemple, en una 

cèl·lula del epiteli del còlon, és quan s’inicia de manera clara la transformació 

neoplàsica (Valle, 2014). 

El 90% dels casos amb SL presenten mutacions en línia germinal en els gens 

MLH1 i MSH2, entre un 7-10% presenten mutacions en el gen MSH6 i menys del 5% 

de les famílies presenten mutacions en el gen PMS2. També hi ha altres gens com el 

MSH3, EXO1 i TGFbR2 on s’han trobat mutacions en famílies amb sospita de síndrome 

de Lynch, tot hi que encara no està establert el seu significat clínic (Peltomaki, 2003). 

Altres alteracions germinals, com la deleció del gen EPCAM, inactiven el gen MSH2 

mitjançant la metilació de les illes CpG, aquest cas representa aproximadament l’1% 

dels casos de SL (Kuiper et al., 2011; Valle, 2014). 

La identificació de portadors amb mutacions en els gens MMR és essencial per 

millorar les mesures preventives i la detecció precoç de càncer. Abans de que es 

coneguessin els gens causals de la SL, el Grup de Col·laboració Internacional sobre el 

càncer hereditari no associat a poliposi va establir l’any 1991 els criteris 

d’Amsterdam I, per identificar aquells casos amb alta sospita de càncer familiar 

(Vasen, Mecklin, Khan, & Lynch, 1991). Posteriorment l’any 1999 es van proposar 
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nous criteris (Amsterdam II) que incloïen els càncers extracolònics associats al SL 

(Vasen, Watson, Mecklin, & Lynch, 1999). Dos anys abans, l’any 1997 es van proposar 

les directrius Bethesda per la identificació de tumors candidats a realitzar l’anàlisi de 

MSI (Rodriguez-Bigas et al., 1997), que són menys restrictives i tenen una sensibilitat 

superior al 90%, permetent la identificació d’un major número de casos, però amb 

una menor especificitat, en aquest cas del 25%. Els criteris Bethesda van ser revisats 

l’any 2004 proposant unes noves recomanacions per la selecció de pacients (Umar et 

al., 2004). Aquests criteris permeten la identificació de candidats a ser estudiats, i 

estan descrits a la taula 4. En el cas de la SL tenim l’avantatge de tenir un marcador 

tissular com és la presència de MSI o, alternativament, de la pèrdua d’expressió de les 

proteïnes reparadores MLH1, MSH2 i MSH6 mitjançant inmunohistoquímica (IHQ). 

Amb aquesta evidència de dèficit de capacitat reparadora es pot indicar l’estudi de 

mutacions en els gens MMR mitjançant la seva seqüenciació i anàlisi de grans 

reordenaments. 
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Taula 4: Criteris d’Amsterdam I, II i de Bethesda revisats, per al diagnòstic de la síndrome de Lynch. 

 

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

- Tres o més familiars amb CCR, un d’ells, familiars de 1r grau dels altres dos.

-Dues generacions successives afectes.

- Almenys un tumor diagnosticat abans dels 50 anys.

- Exclusió de la poliposi adenomatosa familiar.

- Els tumors han de ser confirmats mitjançant un estudihistopatològic.

CRITERIS D’AMSTERDAM II (l’individu els ha de complir tots)

- Tres o més familiars amb CCR o un tumor associat a la SL, un d’ells familiar de 1r

grau dels altres dos.

-Dues generacions successives afectes.

- Almenys un tumor diagnosticat abans dels 50 anys.

- Exclusió de la poliposi adenomatosa familiar.

- Els tumors han de ser confirmats mitjançant un estudihistopatològic.

CRITERIS DE BETHESDA REVISIATS (l’individu n’ha de complir un d’ells)

- CCR diagnosticat abans dels 50 anys.

- Presència de CCR sincrònic o metacrònic, o de CCR i un tumor associat a la SL

independentment de l’edat.

- CCR amb una histologia de tumor MSI-alta diagnosticat abans dels 60 anys.

- CCR i un o més familiars de 1r grau que presenten un tumor associat a la SL, i amb

un dels càncers diagnosticats abans dels 50 anys.

- CCR i dos o més familiars de 1r o 2n grau amb un tumor associat a la SL

independentment de l’edat deldiagnòstic.
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7.2. Síndromes Poliposes  

Les síndromes poliposes es caracteritzen per desenvolupar nombrosos pòlips en 

el tracte gastrointestinal, particularment a l’àrea colorectal. La major part tenen un 

component genètic hereditari important i presenten un risc elevat de desenvolupar 

càncer de còlon. A més, són freqüents la coexistència de manifestacions 

extraintestinals (García & Arenas). Dins de les síndromes poliposes gastrointestinals 

hereditàries trobem:  

 

 Síndrome de poliposis mixta hereditària 

 Poliposis Hamartomatoses 

o Síndrome de Peutz-Jeghers 

o Poliposi Juvenil Familiar 

o Síndromes de tumors hamartomatosos associats al gen PTEN 

(Síndrome de Cowden, Síndrome de Bannayan-Ruvalcaba-Riley) 

 Poliposis associada a alteracions en les polimerases amb capacitat de 

correcció (proofreading polymerase)  

 Poliposis Adenomatoses 

o Poliposi Adenomatosa Familiar (FAP) 

o Poliposi Adenomatosa Familiar Atenuada (AFAP) 

o Poliposi Associada a MUTYH (MAP) 
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Taula 5: Resum dels gens hereditaris de càncer colorectal, les principals síndromes associades, maneres 

d'herència, tipus de mutacions identificades i les característiques moleculars específiques associades dels 

tumors. (Adaptada de (Valle, 2014)) 

  

Gen Síndrome Herència Mutacions reportades
Característiques
moleculars dels 

tumors

MLH1 Síndrome de Lynch
Autosòmica 

dominant

Mutació Puntual
Grans reordenaments

Metilació illes CpG

Deficiència en MMR 
(MSI)

MSH2 Síndrome de Lynch
Autosòmica 

dominant

Mutació Puntual
Grans reordenaments

Metilació illes CpG

Deficiència en MMR 
(MSI)

MSH6 Síndrome de Lynch
Autosòmica 

dominant
Mutació Puntual

Grans reordenaments
Deficiència en MMR 

(MSI)

PMS2 Síndrome de Lynch
Autosòmica 

dominant
Mutació Puntual

Grans reordenaments
Deficiència en MMR 

(MSI)

EPCAM Síndrome de Lynch
Autosòmica 

dominant
Grans reordenaments

Deficiència en MMR 
(MSI)

GERM1
Síndrome de 

poliposis mixta 
hereditària

Autosòmica
dominant

Duplicació 40 kb -

STK11
Síndrome de Peutz-

Jeghers
Autosòmica 

dominant
Mutació Puntual

Grans reordenaments
-

SMADA
Poliposi Juvenil 

Familiar
Autosòmica 

dominant
Mutació Puntual

Grans reordenaments
-

BMPR1A
Poliposi Juvenil 

Familiar
Autosòmica 

dominant
Mutació Puntual

Grans reordenaments
-

PTEN
Tumors 

hamartomatosos
associats al gen PTEN

Autosòmica 
dominant

Mutació Puntual
Grans reordenaments

Promotor
-

POLE

Síndrome de 
“polymerase 
proofreading 

polyposis”

Autosòmica 
dominant

Mutació Puntual
(domini exonucleasa)

transversions 
G:T>T:A

POLD1

Síndrome de 
“polymerase 
proofreading 

polyposis”

Autosòmica 
dominant

Mutació Puntual
(domini exonucleasa)

transversions 
G:T>T:A

APC
Poliposis

Adenomatosa
Familiar (Atenuada)

Autosòmica 
dominant

Mutacions de novo
Mosaïcismes

Mutació Puntual
Grans reordenaments

ASE
-

MUTYH
Poliposi Associada a 

MYH
Recessiva

Mutació Puntual
Grans reordenaments

Deficiència en la 
reparació d'excisió 

de bases:
KRAS c.34G>T
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7.2.1. Síndrome de poliposis mixta hereditària 

Aquesta síndrome és una malaltia poc comuna, presenta una herència autosòmica 

dominant i els individus manifesten múltiples tipus de lesions colorectals però en 

canvi no presenten manifestacions extracolòniques. Aquesta síndrome s’ha relacionat 

amb la duplicació del gen GREM1 en famílies amb ascendència Ashkenazi. 

7.2.2. Poliposis Hamartomatoses 

Aquest grup de síndromes són poc freqüents, els pacients desenvolupen múltiples 

pòlips hamartomatosos, que són el resultat de la proliferació de cèl·lules madures de 

la mucosa. Al principi aquests pòlips no eren considerats neoplàsics però 

posteriorment es va observar que aquests pacients tenen una predisposició a tenir 

CCR (García & Arenas)  

 

Síndrome de Peutz-Jeghers (SPJ): és una malaltia hereditària autosòmica 

dominant d’elevada penetrància caracteritzada per la presència de nombrosos pòlips 

hamartomatosos, distribuïts per tot el tracte gastrointestinal, generalment en l’intestí 

prim, la zona colorectal i l’estómac. A més els pacients tenen una hiperpigmentació 

mucocutània molt característica que està present en el 95% dels casos. Aquesta 

síndrome està associada a mutacions germinals en el gen STK11 també anomenat 

LKB1 (Dunlop, 2002; Valle, 2014) que es troba en el cromosoma 19. El 50% dels casos 

són esporàdics per mutacions de novo. 

 

Poliposi Juvenil Familiar o SPJ: és la síndrome de poliposi hamartomatosa més 

freqüent, i es tracta d’una malaltia autosòmica dominant amb una penetrància 

variable, on apareixen pòlips, principalment en el còlon, encara que es poden trobar 

pòlips en qualsevol part del tracte digestiu. A més, el risc de patir càncer colorectal o 

duodenal en aquests pacients és molt elevat. S’han identificat mutacions germinals en 

els gens SMAD4 o en BMPR1A en el 40% dels casos de SPJ. Ambdós gens codifiquen 

per una proteïna involucrada en la via de senyalització del TGF-β (Valle, 2014).  
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Síndromes de tumors hamartomatosos associats al gen PTEN: inclou, entre altres, 

les síndromes de Cowden i Bannayan-Riley-Ruvalcaba. El diagnòstic definitiu 

d’aquestes patologies es dóna quan s’identifiquen mutacions en el gen PTEN. Els 

fenotips clínics dels portadors de mutacions en el gen PTEN són molt variables, fins hi 

tot hi ha una significativa variabilitat dintre de les famílies (Jelsig et al., 2014; Valle, 

2014).  

La Síndrome de Cowden es caracteritza per la presència de múltiples pòlips 

hamartomatosos en diferents òrgans i acostumen a presentar-se en els elements 

ectodèrmics o endodèrmics (Schreibman, Baker, Amos, & McGarrity, 2005). És una 

malaltia autosòmica dominant. Normalment les mutacions en el gen PTEN són 

mutacions puntuals o petites delecions o insercions. Aquests pacients tenen un 

increment del risc a desenvolupar càncer de tiroides, càncer de mama, melanomes, 

càncer d’endometri i càncer colorectal (Jelsig et al., 2014).  

La Síndrome Bannayan-Riley-Ruvalcaba també presenta un fenotip molt variable, 

a més de presentar poliposi hamartomatosa, principalment a la llengua i al còlon, a 

més a més els individus afectes també presenten discapacitat intel·lectual. També és 

una malaltia d’herència autosòmica dominant i s’han descrit mutacions en el gen 

PTEN a la línia germinal (García & Arenas, 2014; Jelsig et al., 2014; Schreibman et al., 

2005). 

7.2.3. Poliposis associada a alteracions en les polimerases amb capacitat 

de correcció (polymerase proofreading) 

S’han descrit en pacients amb CCR familiar amb múltiples adenomes, mutacions 

en les DNA polimerases ε (POLE) i  δ (POLD1). En la polimerasa POLE es va identificar 

la mutació germinal p.Leu424Val i en la POLD1 la mutació p.Ser478Asn, ambdues en 

individus amb múltiples adenomes i CCR. Les dues mutacions es caracteritzen per un 

patró d’herència dominant i s’associen amb un alt risc de múltiples adenomes 

colorectals, adenomes grans, CCR diagnosticat a edat jove i múltiples CCR. A més a 

més, les mutacions a POLD1 s’associen a un major risc de càncer d’endometri en 

dones portadores. Per altra banda, també s’ha trobat la variant de POLD1, 
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p.Pro327Leu, la qual no s’ha determinat la seva patogenicitat, i es va detectar en un 

pacient amb múltiples adenomes (Palles et al., 2013).  

En el nostre grup s’han trobat mutacions patogèniques de novo en el gen POLD1, 

p.L474P, en pacients amb CCR no polipòs que complia els criteris d’Amsterdam II 

sense defectes en MMR. Per tant el terme “poliposi associada a l’activitat polimerasa” 

pot ser enganyós, i s'ha d'utilitzar amb cura, almenys fins que es descriguin més 

famílies POLE/POLD1 (Bellido et al., 2015). 

Fins ara, totes les mutacions en línia germinal descrites a POLE i POLD1 es 

localitzen en el domini de correcció (exonucleasa), la qual cosa suggereix una 

deficiència en la capacitat de corregir i reparar els errors durant la replicació del 

DNA. Les mutacions que no estan en el domini exonucleasa no semblen estar 

associades al CCR familiar, però no hem d’oblidar que aquest gens han sigut 

descoberts de forma recent i per tant no es poden descartar per ara les mutacions 

fora d’aquest domini exonucleasa, ja que no hi ha suficients evidències que no 

intervinguin en la predisposició a CCR (Chubb et al., 2015). 

7.2.4. Poliposis Adenomatoses 

Els adenomes són neoplàsies benignes epitelials, quan es troben en el còlon 

parlem d’adenomes colorectals i es consideren els precursors de la majoria dels 

carcinomes colorectals. La OMS classifica els adenomes en diferents tipus: tubulars, 

tubulovellosos i vellosos. Els adenomes tubulars es caracteritzen per tenir menys 

d’un 20% de component vellós, i són els més comuns ja que corresponen el 85% dels 

casos. Tots els adenomes presenten un grau de displàsia que pot ser de baix o d’alt 

grau. Els carcinomes en canvi, sempre tenen un grau de displàsia alt i s’associen a 

canvis clars en l’arquitectura del teixit. Les anomenades poliposis adenomatoses es 

caracteritzen per una predisposició a desenvolupar adenomes principalment 

colorectals tot i que en moltes ocasions es poden desenvolupar adenomes en el tracte 

GI superior. També s’associen a un risc augmentat de tumors en altres localitzacions.  

 

La Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP): és una malaltia autosòmica dominant 

que es manifesta per igual en ambdós sexes (Half, Bercovich, & Rozen, 2009) i es 
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caracteritza per l’aparició de més de 100 adenomes (poden ser centenars o milers) en 

el còlon i recte a partir de la segona dècada de vida, aquesta malaltia va ser descrita 

l’any 1975 per Bussey (Muto, Bussey, & Morson, 1975). La prevalença de FAP és de 

2,3 – 3,2 casos per 100000 persones. Històricament, entre el 0,5 – 1% de casos de 

CCR eren pacients amb FAP. Actualment gràcies al cribatge per proves genètiques, 

aquesta xifra està al voltant del 0,7% (García & Arenas).  

Els símptomes apareixen quan els adenomes són grans i nombrosos i causen 

sagnat rectal o fins hi tot anèmia. Per aquesta raó, els símptomes són poc freqüents en 

nens i adolescents. També poden causar restrenyiment o diarrea, dolors abdominals, 

masses abdominals palpables o pèrdua de pes. Els individus amb FAP a qui no se’ls 

realitza una colectomia profilàctica, tenen un risc aproximadament del 100% de 

desenvolupar un CCR als 40-50 anys (Fearnhead, Britton, & Bodmer, 2001; Lynch & 

de la Chapelle, 2003). 

A més, la gran majoria dels malalts presenten manifestacions extracolòniques, 

com són adenomes gastroduodenals, osteomes, anomalies dentals, hipertrofia 

congènita de epiteli de la retina i tumors desmoides. Algunes d’aquestes 

manifestacions extracolòniques (sobretot els tumors desmoides i els tumors de tracte 

gastrointestinal superior) són la causa principal de mortalitat en pacients amb FAP 

que se’ls hi ha fet cirurgia colorectal profilàctica o curativa si ja han desenvolupat un 

carcinoma al còlon (Fearnhead et al., 2001). Quan els pacients amb FAP desenvolupen 

manifestacions extracolòniques parlem de la síndrome de Gardner, i quan 

s’acompanya de tumors en el sistema nerviós central llavors s’anomena síndrome de 

Turcot.  

Entre el 80-90% de les famílies amb FAP, presenten una mutació patogènica en el 

gen supressor de tumors APC. La gran majoria d’aquests casos tenen història familiar 

però també hi ha casos de novo, és a dir, sense evidència clínica o genètica 

d’antecedents familiars. Una part d’aquests casos de novo poden ser el resultat de 

mosaïcisme germinal (Half et al., 2009).  

En aquells familiars que mitjançant un diagnòstic genètic s’ha trobat una mutació 

en el gen APC o bé en membres de la família en situació de risc que encara no s’han fet 
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l’estudi genètic, es recomana el cribatge periòdic anual del còlon i recte per 

sigmoidoscòpia flexible a partir dels 10 – 12 anys d’edat (S. Winawer et al., 2003). A 

partir dels 25 anys, si no s’ha trobat cap adenoma, les sigmoidoscòpia es podran anar 

espaiant progressivament. En el moment que es detecta algun adenoma s’ha de 

realitzar una colonoscòpia total cada 6 – 12 mesos fins que s’indiqui la cirurgia. En la 

majoria de pacients es realitza la proctocolectomia total amb la creació de un 

reservori ileoanal o la colectomia total amb anastomosi ileorectal profilàctica 

preventiva quan el número d’adenomes fa inviable el seu control endoscòpic (Vasen, 

2000). 

 

La Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (AFAP): és una variant de la FAP 

més moderada, ja que presenta un número inferior de pòlips, entre 10 i 100, i 

l’aparició dels adenomes sol ser 10 – 15 anys més tardana que en els casos amb FAP 

clàssica (Knudsen, Bisgaard, & Bulow, 2003). Existeix una major predisposició a que 

els pòlips es localitzin en el còlon dret, també poden desenvolupar adenomes 

duodenals, pòlips fúngics gàstrics, escassos cops desmoides, però rarament presenten 

hipertrofia del epiteli de la retina (Half et al., 2009).  

Clínicament, els pacients d’AFAP que tenen un número de pòlips baix es poden 

confondre fenotípicament amb pacient amb SL. L’AFAP segueix un patró autosòmic 

dominant, però amb un índex de mutació de novo superior al de la síndrome de FAP. 

Es detecten mutacions en el gen APC només en un 30% dels casos d’AFAP i en una 

proporció semblant se’ls hi detecten alteracions bial·lèliques en gen MUTYH (veure 

més endavant) que s’associen a un patró d’herència autosòmic recessiu (Filipe et al., 

2009; Kashfi et al., 2015; Nielsen et al., 2007; Sieber et al., 2003). 

Les colonoscòpies completes es recomanen fer-les cada cinc anys en els familiars 

en situació de risc a partir dels 15-25 anys, en funció de l’edat de presentació de la 

malaltia en els familiars afectes. A partir dels 30 anys es recomana fer-les cada dos 

anys fins als 74 anys, que llavors s’individualitza cada cas. La colectomia profilàctica 

es recomana en aquells casos amb múltiples adenomes on no es pot assegurar un 

total control per colonoscòpia, i així evitar el desenvolupament de CCR.  
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Poliposi Associada a MUTYH (MAP): va ser descrita per Al-Tassat et al., l’any 2002 

(Al-Tassan et al., 2002) i està causada per mutacions germinals bial·lèliques en el gen 

MUTYH. És la primera síndrome de poliposi que té transmissió autosòmica recessiva, 

i té una penetrància completa però d’expressió variable (Bolocan, Ion D Fau - Stoian, 

Stoian Rv Fau - Serban, & Serban, 2011). Molt sovint no es pot discriminar segons la 

clínica entre les síndromes FAP i AFAP. Així mateix alguns pacients també presenten 

manifestacions extracolòniques, com pilomatricomes, pòlips duodenals i càncer 

gàstric d’aparició precoç.  

El gen MUTYH és un gen que codifica per una DNA glicosilasa implicada en la 

reparació del DNA, en particular en la reparació mitjançant escissió de bases (BER, 

Base Excision Repair) que es troba en el cromosoma 1p34. Les mutacions bial·lèliques 

en el gen MUTYH s’han identificat en famílies clínicament catalogades com FAP o 

AFAP, explicant una tercera part dels casos amb AFAP. El 7,5% dels pacients amb un 

fenotip de FAP clàssica i sense cap mutació identificada en el gen APC, tenen dues 

mutacions germinals en el gen MUTYH (Sieber et al., 2003), la Y165C i G382D, que 

representen el 75% de les variants identificades en el gen MUTYH en caucàsics 

(Yamaguchi et al., 2014). 

La inactivació bial·lèlica del gen MUTYH comporta l’acumulació de mutacions 

somàtiques de tipus transversions. Si afecten al gen APC en l’epiteli colònic, dóna pas 

a la transformació neoplàsica. Aquest fet explica el fenotip que comparteixen els 

pacients amb MAP amb els casos FAP i AFAP (Bolocan et al., 2011). El patró de 

mutacions somàtiques en els càncers i adenomes en la poliposi associada a MUTYH, a 

nivell de l’APC i d’altres gens com KRAS, es caracteritza per un excés significatiu de 

mutacions G:C>T:A. 

7.3.  Naturalesa molecular de les alteracions en el gen APC 

La majoria de les mutacions germinals en el gen APC associades a FAP són 

mutacions nonsense o frameshift que tenen com a resultat una proteïna truncada; que 

en afectar la seva funcionalitat es consideren clarament patogèniques. La resta de 

mutacions poden ser variants missense (no sinònimes) (Frayling et al., 1998; Laken et 

al., 1997; Wallis, Morton, McKeown, & Macdonald, 1999; Woodage et al., 1998), que 
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provoquen el canvi d’un sol AA (aminoàcid), grans delecions (Sieber, Heinimann, et 

al., 2002; Sieber, Lamlum, et al., 2002) o mutacions d’splicing (Aretz, Uhlhaas, Caspari, 

et al., 2004; Aretz, Uhlhaas, Sun, et al., 2004; Montera et al., 2001). Mentre que 

l’impacte funcional de les grans delecions i també de les variants que afecten de 

manera clara l’splicing (Aretz, Uhlhaas, Sun, et al., 2004) es pot considerar clar, no ho 

és tant el de les mutacions missense. De fet, les mutacions missense es troben en una 

minoria dels casos amb FAP clàssiques mentre que la proporció de mutacions 

missense en els casos d’AFAP són proporcionalment més freqüents (Azzopardi et al., 

2008). 

S’han descrit correlacions genotip - fenotip, de tal manera que la localització de la 

mutació germinal d’APC condiciona la severitat i l’espectre clínic de la malaltia 

(Galiatsatos & Foulkes, 2006; Nagase et al., 1992; Nieuwenhuis & Vasen, 2007). La 

major part de les mutacions germinals del gen APC, es localitzen entre els codons 157 

i 1595, però els codons amb més freqüència de mutacions són el 1061 i el 1309. 

Aquestes dues mutacions estan a la regió anomenada MCR (Mutation Cluster Region), 

que a més a més, és la regió on s’acumulen el 80% de les mutacions somàtiques d’APC 

(Miyoshi et al., 1992). La mutació truncant en el codó 1309 és la mutació que s’associa 

amb un fenotip de FAP més sever.  

Ja que el gen APC actua com a gen supressor tumoral i d’acord amb la hipòtesi del 

“two-hit” de Knudson (A. G. Knudson, Jr., 1971), s’esperaria que APC quedés 

completament inactivat degut a una mutació somàtica del segon al·lel o per pèrdua 

del al·lel salvatge (A. G. Knudson, 1993) i que aquests dos esdeveniments foren 

totalment independents. Per contra s’ha descrit que el tipus de mutació somàtica 

d’APC ve condicionat per la localització de la mutació germinal (Kohler et al., 2009; 

Lamlum et al., 1999; Rowan et al., 2000; Sieber et al., 2006), qüestionant la 

independència del segon hit. Si la primera mutació és més agressiva, és a dir produeix 

una proteïna truncada que ha perdut gran part de la regió d’unió i regulació de la β-

catenina, el segon hit acostuma a ser la pèrdua al·lèlica, mentre que si la primera és 

menys patogènica la segona mutació pot ser una mutació truncant de major impacte 

funcional. 
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7.4. Algoritme diagnòstic de la Poliposi adenomatosa familiar 

A la pràctica clínica aquests malalts que presenten adenomes múltiples segueixen 

un algoritme de diagnòstic per a la identificació de FAP, AFAP o MAP. A sota es 

descriu l’algoritme que emprem en el nostre centre. 

 

Figura 13: Algoritme diagnòstic per la poliposi adenomatosa familiar i la poliposi associada a MUTYH. 

Davant d’una família amb poliposi clàssica es procedeix directament al anàlisi mutacional del gen APC 

(primer de grans delecions per MLPA seguit de la seqüenciació de la regió codificant sencera). Si el patró és 

recessiu o la clínica és atenuada primer es fa l’anàlisi mutacional del gen MUTYH i si no es detecta cap 

mutació es procedeix a l’anàlisi de l’APC. 

  

Poliposi adenomatosa
familiar

Càncer colorectal hereditari

FAP AFAP

Variant MUTYH/anàlisi 
del gen sencer
(Seqüenciació)

Anàlisi mutacional d’APC
(MLPA/ Seqüenciació)

No mutació detectada
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8. Al·lels de penetrància moderada 

 

Figura 14: Grandària de l'efecte fenotípic i freqüència d'ocurrència. (*) Els gens amb nom només 

reflecteixen els gens candidats amb més probabilitats d'estar implicats pels polimorfismes nucleòtid únic 

(SNP) identificats a partir dels estudis  GWAS. Modificat de (Stadler et al., 2010) 

 

Les alteracions descrites fins el moment afecten a gens d’alta penetrància que en 

són responsables, en general, de síndromes de predisposició hereditària al càncer 

clarament definides. En l’altra banda de l’espectre d’aquesta predisposició estarien 

les variants en gens de baixa penetrància i que són comunes en la població general. 

En mig d’aquestes categories estan els gens de penetrància moderada que 

confereixen un risc relatiu entre 1.5 i 5, que podrien ser responsables d’una proporció 

significativa de casos en poblacions seleccionades. En al gen APC s’han descrit algunes 

variants que semblen complir amb aquestes característiques (Scott et al., 2004).  

 

 

Factors Genètics

Factors Ambientals
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8.1.  Al·lel APC I1307K  

En aquesta tesi hem centrat una part important dels esforços en caracteritzar 

l’al·lel de penetrància moderada I1307K del gen APC que és un canvi missense amb 

penetrància incompleta, que va ser reportada per primer cop per Steve J. Laken et al. 

l’any 1997 (Laken et al., 1997). Aquesta mutació és un canvi nucleotídic d’una timina 

(T) a una adenina (A) en el nucleòtid 3920 (c.3920T>A) present en un 6% de controls 

sans de la població Ashkenazi i al voltant del 28% de les famílies Ashkenazi amb 

historia familiar de CCR. Des del punt de vista epidemiològic la variant I1307K 

confereix un increment del risc ~ 1.5 – 2.17 de desenvolupar tant adenomes com 

carcinomes colorectals (Boursi et al., 2013; Gryfe, Di Nicola, Lal, Gallinger, & Redston, 

1999; Regev et al., 2005; Rennert et al., 2005; Stern et al., 2001) i fins al moment, la 

seva caracterització funcional ha sigut molt escassa.  

S’ha dut a terme estudis per avaluar l’impacte de I1307K en altres tumors 

(Liberman et al., 2007). Així, no es va detectar cap associació entre la variant APC 

I1307K i el desenvolupament de càncer d’estómac (Dundar et al., 2007). Tampoc es 

va trobar relació estadísticament significativa entre la variant i el risc de patir càncer 

de pròstata (Lehrer et al., 2003; Lehrer et al., 2000; Poynter et al., 2006). Però per 

altra banda es va establir una associació entre la presència de l’al·lel I1307K i el ser 

portadors de mutacions en BRCA1/2. Aquesta l'alta prevalença d'al·lel I1307K amb 

mutacions en els gens BRCA1/2 probablement es podria explicar per l’ascendència 

jueva de les famílies estudiades (Gershoni-Baruch et al., 2000). 

Aquesta variant provoca un canvi d’aminoàcid hidrofòbic, la isoleucina (I) a un de 

carga positiva, la lisina (K) en el codó 1307. Tanmateix, també genera una regió 

hipermutable de vuit adenines (A) consecutives, i això podria causar l’acumulació de 

mutacions somàtiques, augmentant la predisposició al càncer colorectal (Laken et al., 

1997; P. Zauber et al., 2014). Tots aquest fets deixen oberta la possibilitat de que la 

variant APC I1307K promogui la tumorogènesis per mecanismes alternatius: bé una 

alteració subtil en les funcions clàssiques d’APC lligades a la unió a β-catenina o bé en 

incrementar la freqüència de mutacions que conduirien a una major probabilitat 

d’adquisició de mutacions truncants en el gen APC. 
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Figura 15: Localització de la mutació I1307K en la regió MCR i on es mostra que aquest residu és diana 

freqüent de mutacions somàtiques  (Kohler, Derungs, Daum, Behrens, & Schneikert, 2008) 

 

A més a més, s’ha identificat una mutació associada a la variant I1307K. Es tracta 

d’una inserció a nivell somàtic d’una adenina en la regió dels codons 1306 – 1309 

(c.3924_3925insA) que té com a resultat la creació d’un codó stop prematur 

(Liberman et al., 2007; N. P. Zauber et al., 2005). Per altra banda, la manca de 

qualsevol variació addicional de la línia germinal suggereix fermament que és el canvi 

c.3920T> A el que causa la inestabilitat genètica local, que resulta en més canvis 

somàtics (P. Zauber et al., 2014). 
 

9. Al·lels de baixa penetrància 

Una altra estratègia que ha estat de gran importància en la identificació de gens 

de predisposició al càncer han estat els estudis d’associació del genoma complet 

(Genome-Wide Association Studies, GWAS) o de gens candidats, fets en àmplies series 

de casos i controls. Aquests estudis recopilats amb meta-anàlisis, com el que van 

publicar Ma et al. 2013 (Ma, Zhang, & Zheng, 2013), han relacionat nombroses 

variants amb el risc de CCR.  

Cal destacar que aquests estudis han evidenciat que hi ha variants de baixa 

penetrància en el gen APC que podrien tenir un rol no només en casos de poliposi sinó 
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també en càncer colorectal esporàdic com són: I1307K en poblacions no Ashkenazi, i 

l’al·lel E1317Q. Per això la seva contribució al desenvolupament de les síndromes FAP 

o AFAP no estan clares (Frayling et al., 1998; Heinimann et al., 2001; Menendez et al., 

2008). Per altra banda, aquests estudis també han contribuït a classificar variants de 

baixa penetrància com a polimorfismes, com es el cas de la variant APC  D1822V. 
 

Taula 6: Variants genètiques associades al CCR identificades en estudis del gens candidats. Adaptada de: 

(Ma et al., 2013; Valle, 2014) 

 

 

De les variants d’APC identificades, la més prevalent és la variant APC D1822V. 

Aquesta provoca un canvi d’un àcid aspàrtic (aminoàcid hidròfil) a una valina 

(aminoàcid hidròfob) degut a una transversió d’A a T. Aquest canvi es troba en el 

domini de regulació de β-catenina entre la quarta i la cinquena repetició de 20 AA. 

Tot i que teòricament pot tenir un cert impacte funcional la seva rellevància segueix 

sent desconeguda. La majoria del estudis no troben una associació de la variant amb 

un increment del risc de CCR, i la consideren com a polimorfisme. De fet alguns 

estudis l’associen a un risc reduït de càncer de còlon per aquells individus amb la 

variant en homozigosi diagnosticats després dels 65 anys d’edat o en individus que 

GEN Variant
Freqüència 
en controls

OR (98%CI)
Evidencies

d’associació
Etnia

MUTYH
Mutació 

bial·lèlica
0,01% 10,19 (5,0 – 22,0) Forta Caucàsics

MUTYH
G382D 

(rs36053993)
0,00% 6,49 (2,6 – 10,4) Forta Caucàsics

MUTYH
Y165C

(rs34612342)
0,01% 3,32 (1,1 – 9,8) Forta Caucàsics

APC
I1307K

(rs1801155)
6,80% 1,96 (1,4 – 2,8) Forta Ashkenazi

CHEK2 1100delC 0,71% 1,88 (1,3 – 2,7) Forta Caucàsics

CHEK2
I157T 

(rs17879961)
3,91% 1,56 (1,3 – 1,8) Forta Caucàsics

MLH1
Rs1800734 
(promotor)

21,11% 1,51 (1,3 – 1,7) Forta Caucàsics

DNMT3B
Rs1569686
(promotor)

16,99% 0,57 (0,5 – 0,7) Forta Tots

GSTM1 “Present/Nul” 50,64% 1,10 (1,0 – 1,2) Moderada Tots

TERT
Rs2736100 

(intró 2)
49,34% 1,07 (1,0 – 1,1) Moderada Caucàsics
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tenen una dieta baixa en greixos, o fins hi tot reporten un possible efecte protector 

enfront el CCR (Bougatef et al., 2009; Feng et al., 2014; Menendez et al., 2004; Ruiz-

Ponte, Vega, Conde, Barros, & Carracedo, 2001a, 2001b; Slattery et al., 2001). 

Una altra variant, l’APC E1317Q, també localitzada al domini d’unió a β-catenina, 

es va relacionar amb múltiples pòlips i es va reportar una feble associació amb CCR 

(Frayling et al., 1998; Hall et al., 2009; Lamlum et al., 2000). Val a dir que estudis més 

recents amb més pacients i controls de CCR no han pogut confirmar la relació entre la 

variant i l’augment del risc de CCR (Hahnloser et al., 2003; Heinen, 2010; Rozek, 

Rennert, & Gruber, 2006). 
 

10. Variants de significat desconegut (VSD) i la seva 

caracterització funcional  

El nostre treball s’ha centrat a intentar caracteritzar funcionalment algunes 

variants missense del gen APC, que han estat associades tant a una agregació familiar 

de poliposi com de càncer colorectal. Per algunes d’aquestes variants la seva 

contribució al desenvolupament de CCR segueix sent desconeguda. 

Quan una mutació germinal patogènica és identificada en una família, els 

portadors de la mutació poden beneficiar-se d’una major vigilància i prendre 

decisions sobre les mesures preventives de manera informada. Al mateix temps els 

familiars no portadors de la mutació no s’han de sotmetre a una vigilància intensiva 

que en el cas del CCR, a més, és invasiva en estar indicada una colonoscòpia. Però, en 

molts casos, les variants identificades en línia germinal no se sap si interfereix en la 

síntesi o funció de les proteïna, el que impedeix la seva utilització clínica (Auclair et 

al., 2006; Bray, Ren, Masuyer, & Ferlay, 2013; S. J. Winawer et al., 1997).  

Amb l’ús de la seqüenciació massiva de nova generació i els mètodes 

d’enriquiment de seqüència genòmica fa que els panells de seqüenciació de gens 

complets de predisposició de càncer siguin tècnicament viables, podent-los aplicar al 

diagnòstic, el que ens permetrà delimitar millor la relació entre el fenotip i el genotip 

d’aquestes síndromes. Però l’ús d’aquestes tecnologies també fa augmentar de forma 
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exponencial el nombre de VSD (variant de significat desconegut) identificades i per 

tant fa més evident encara la necessitat de classificar-les.  

Aquestes VSD són generalment canvis silents, canvis en les zones no codificants o 

canvis missense. Les variants missense que són canvis no sinònims, són aquelles 

situades en una regió codificant d’un gen que comporten el canvi d’un aminoàcid. 

Aquest canvi pot afectar la funció de la proteïna i tenir conseqüències fenotípiques en 

els individus portadors. Els intents actuals per classificar aquestes variants impliquen 

l'ús de diferents criteris que poden suggerir patogenicitat com són les dades dels 

estudis de co-segregació, les prediccions funcionals in silico, antecedents personals i 

familiars de càncer, la co-ocurrència d'aquestes variants amb mutacions clarament 

patogèniques, la freqüència d'aquestes variants en la població general (controls) o les 

característiques moleculars dels tumors.  

Des del punt de vista de laboratori van tenint més importància el poder 

evidenciar els efectes de les variants sobre el RNA (splicing, expressió relativa de 

l’al·lel mutat) i fer estudis funcionals in vitro que varien en funció de les funcions de la 

proteïna afectada (Cotton & Scriver, 1998; Hofstra, Osinga, & Buys, 1997; Syngal et al., 

1999; Valle, 2014). El pes relatiu de cada criteri és variat. Amb els criteris clínics hi ha 

més consens sobre la seva rellevància, però en canvi en la manera de valorar el 

resultat dels assajos funcionals es tendeix a ser més prudent i exigir una 

reproducibilitat i una coherència elevada. S’ha proposat la utilització de models 

Bayesians per a la integració d’evidències directe i indirectes de la patogenicitat en un 

model únic per obtenir un valor de probabilitat de patogenicitat (Goldgar et al., 2008; 

Pastrello et al., 2011; Plon et al., 2008) en un intent d’objectivar la evidència 

disponible. De totes maneres aquests models probabilístics fan moltes assumpcions 

que també són motiu de discussió. 

A continuació detallarem alguns dels procediments utilitzats per la 

caracterització funcional de les mutacions trobades en els gens lligats a la 

predisposició hereditària al càncer. 
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10.1.  Assaig in silico 

Aquests assajos permeten predir com pot afectar la VSD a nivell de processament 

del mRNA i a nivell de proteïna. Són programes de predicció dels llocs de splicing, que 

han estat desenvolupats per predir la possibilitat de que es creï, es modifiqui o hi hagi 

pèrdua d’un d’aquests llocs (Aretz, Uhlhaas, Sun, et al., 2004; Spurdle, Couch, 

Hogervorst, Radice, & Sinilnikova, 2008). Hi ha altres programes de predicció de llocs 

ESE (Enhancer Splicing Elements)(Cartegni, Wang, Zhu, Zhang, & Krainer, 2003), 

altres que prediuen si hi ha modificacions a nivell de proteïna, que sovint utilitzen la 

conservació evolutiva com a mesura per avaluar la importància del residu, la severitat 

del canvi d’aminoàcid o si provoca una modificació a l’estructura de la proteïna 

(Arnold et al., 2009; Chao et al., 2008). 
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Taula 7: Programes de predicció in silico a nivell de RNA i proteïna més comunament utilitzats. 

 

Anàlisi in silico a nivell de RNA

Programes de predicció de llocs splicing

Programa Pàgina Web Referències

NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
Hebsgaard et al., 1996
Brunak et al., 10991

Spliceport http://spliceport.cs.umd..edu Dogan et al., 2007

NNSplice http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html Reese et al., 1997

SoftBerry http://linux1.softberry.com/berry.html Burset et al., 2001

MaxEntScan
http://genes.mlt.edu/burgelab/maxent/Xmaxe

ntscan_coreseq.html
EngL et al., 2004

GENESCAN http://genes.mit.edu/GENSCAN Burge and Karlin et al., 1998

Splice Site 
Finder

http://violin.genet.sickkids.on.ca/all/splicesitec
nder.html

Senapathy et al., 1990

GeneSplicer
http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.

html
Peryea et al., 2001

HumanSplice
Finder

http://splice.uwo.ca
Rogan et al., 2009

Nalla i Rogan et al., 2005

Splicing
Sequence Finder

http://www.umd.be/SSF/ Desmet et al., 2009

Programes de predicció de llocs ESE

RescueESE http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/ Fairbrother et al., 2002

ESEfinder 3.0
http://rulai.cshl.edu/cgi-

bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home
Cartegni et al., 2003

Smith et al., 2006

PESX http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx/
Zhang i Chasin., 2004

Zhang et al., 2005

Anàlis in silico a nivell de proteïna

Programa Pàgina Web Referències

Polyphen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ Adzhubei et al., 2010

A-GVGD http://agvgd.iarc.fr/
Mathe et al., 2006

Tavtigianet al., 2005

SIFT http://sift.jcvi.org/ Ngi Henikoff et al., 2002

MAPP-MMR http://mappmmr.blueankh.com/ Chao et al., 2008

CONDEL http://bg.upf.edu./condel/home Gonzalez-Perez et al., 2011

Mutation Assessor http://mutationassessor.org/v1/ Reva et al., 2011
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10.2. Assaig a nivell de mRNA 

Tenim dos tipus assajos per mirar si la variant té cap efecte sobre el mRNA:  

1) Estudi experimental de l’efecte de la variant en el processament del mRNA, que 

es fa a partir d’un disseny específic per avaluar si hi ha un efecte en el splicing del 

mRNA mitjançant RT-PCR (Arnold et al., 2009; Kaufmann et al., 2009; Sharp, Pichert, 

Lucassen, & Eccles, 2004; Tournier et al., 2008).  

2) Estudi de l’expressió al·lèlica diferencial, que analitzen la quantitat relativa 

dels dos al·lels en el mRNA (Castellsague et al., 2010; Santibanez Koref et al., 2010).  

Aquests tests es poden aplicar sobre RNA obtingut de limfòcits de sang perifèrica 

o bé en sistemes tancats, amb plasmidis. Si es pot fer aquests assajos a partir de 

limfòcits de pacients (Aretz, Uhlhaas, Sun, et al., 2004; Kaufmann et al., 2009) poden 

ser molt informatius si el processament de la mostra ha estat òptim, però molt sovint 

no es disposa d’aquest tipus de material. Per això s’han desenvolupat tècniques per 

fer l’estudi de mRNA in vitro que presenten bona correlació amb els estudis amb 

limfòcits. Alguns d’aquests assajos utilitzen plasmidis d’expressió on s’incorpora la 

VSD a estudiar, i posteriorment es transfecta aquest plasmidi en una línia cel·lular 

estable. El RNA extret de les cèl·lules s’utilitzarà per fer l’anàlisi a partir de RT-PCR 

(Betz et al., 2010; Cartegni, Chew, & Krainer, 2002); (Lastella, Surdo, Resta, Guanti, & 

Stella, 2006; Naruse et al., 2009; Tournier et al., 2008). Per altra banda, també s’han 

descrit els assajos de conversió, que es basen en convertir una mostra diploide en una 

haploide, mitjançant l’aïllament dels dos al·lels en híbrids de cèl·lules somàtiques i 

posteriorment es realitza l’estudi del RNA de cada cèl·lula (Casey et al., 2005; 

Nakagawa et al., 2002; Yan et al., 2000). Aquest estudis es poden fer per a qualsevol 

gen i també s’han utilitzat pel gen APC (Kaufmann et al., 2009). 

10.3. Assaig in vitro amb línies cel·lulars humanes 

Els estudis in vitro s’utilitzen per avaluar l’impacte funcional de les variants. En 

aquest cas els tests desenvolupats ja estan orientats i són específics per cadascuna de 

les proteïnes i les seves funcions. En les taules 8 i 9 s’esmenten alguns d’aquests 

assajos segons la proteïna i funció que es vol caracteritzar.  
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Taula 8: Assajos utilitzats per caracteritzar mutacions en les proteïnes BRCA1/2  

 

*(Guidugli et al., 2014; Millot et al., 2012) 

 

Taula 9: Assajos utilitzats per caracteritzar mutacions en les proteïnes MMR 

 

*(Heinen & Juel Rasmussen, 2012) 

PROTEINA ASSAIG DOMINI/FUNCIÓ BIBLIOGRAFIA

BRCA1 Activitat Transcripcional Domini C-Terminal (Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1
Fenotip de la colònia 

petita (SCP)
Les colònies per variants deletèries son més grans
quela variant salvatge.

(Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1
Rescat de resistència a la 

radiació
Manteniment de la integritat del genoma (Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1 Sensibilitat a la proteasa
Les variants poden causar defectes en el plegament
de les proteïnes

(Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1 Unió a fosfoèptits Domini BRCT (Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1
Activitat de la lligasa

d'ubiquitina
Domini N-Terminal dels dits de zing té activitat
lligasa d’ubiquitina

(Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1/2 Localització subcel·lular Normalment eslocalitzen al nucli. (Millot, Carvalho et al. 2012)

BRCA1/2 Estudi funcional basat en 
cèl·lules mares embrionàries 

Si les variants són patogèniques no fan viables les
cèl·lules embrionàries.

(Millot, Carvalho et al. 2012) 
(Guidugli, Carreira et al. 2014)

BRCA1/2 Assaig de recombinació 
homòloga-Dirigida

Avaluar la capacitat de les variants en promoure la
recombinació homologa dirigida.

(Millot, Carvalho et al. 2012) 
(Guidugli, Carreira et al. 2014)

BRCA1/2 Amplificació del centròmer Variants deletèries generen múltiples centròmers
(Millot, Carvalho et al. 2012) 

(Guidugli, Carreira et al. 2014)

BRCA1/2 Recombinació en llevat
Estudi de la capacitat de recombinació en llevats
diploides.

(Millot, Carvalho et al. 2012) 
(Guidugli, Carreira et al. 2014)

BRCA2 Supervivènciaal MMC
Cèl·lules deficients amb BRCA2 presenten
hipersensibilitat a agents que danyen el DNA.

(Guidugli, Carreira et al. 2014)

BRCA2 Interacció proteïna-proteïna
BRCA2 s’uneix a diferents proteïnes i variants en
els dominisd’unió pot alterar la seva afinitat.

(Guidugli, Carreira et al. 2014)

BRCA2 RNA splicing

Anàlisis del splicing basat en minigén o anàlisi de
RNA derivats de la sang o mostres de teixit de
pacients

(Guidugli, Carreira et al. 2014)

PROTEINA ASSAIG DOMINI/FUNCIÓ BIBLIOGRAFIA

MMR IHQ i test MSI Fenotip dels tumors (Heinen and Juel Rasmussen 2012)

MMR
Reparació de bases 

desaparellades
Capacitat de reparar una sola base desaparellada
i petits bucles d'inserció / deleció

(Heinen and Juel Rasmussen 2012)

MMR
Localització

cel·lular
Els MMR és important que entrin al nucli per reparar
el DNA malmès.

(Heinen and Juel Rasmussen 2012)

MMR Resposta al DNA 
malmès

Línies cel·lulars tumorals deficients en MMR són més
resistents al tractament amb agents que danyen el
DNA.

(Heinen and Juel Rasmussen 2012)

MMR Estudi de VSD en llevats
Són soques amb gens marcadors que porten
repeticionshomopolimeriques.

(Heinen and Juel Rasmussen 2012)

MMR RNA splicing
Anàlisis del splicing basat en minigén o anàlisi de RNA
derivatsde la sang o mostres de teixit de pacients

(Heinen and Juel Rasmussen 2012)

MMR Interacció proteïna-
proteïna

Examinar la formació d'heterodímers entre variants
MSH2 i una proteïna de fusió GST-MSH3/6. O variants
enMLH1 variants per unir-se a PMS2

(Heinen and Juel Rasmussen 2012)
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Pel que fa al gen APC, alguns estudis analitzen l’efecte de les variants introduïdes 

en un plasmidi amb el cDNA de gen d’APC, mitjançat la transfecció transitòria o 

estable, en línies cel·lulars deficients en el gen APC (Azzopardi et al., 2008; Hargest & 

Williamson, 1995; Menendez et al., 2008). Amb aquest experiment es poden analitzar 

diferents funcions de la proteïna APC que, com s’ha comentat abans, són variades.  

 

Assaig de luciferasa: Aquest assaig avalua el que es considera la funció més 

rellevant d’APC com és l’activitat de transcripció mitjançada pel complex β-

catenina/TCF-4 de les cèl·lules transfectades amb les variants a estudiar. La co-

transfecció de plasmidis amb el gen de la luciferasa i l’anàlisi de la quantitat de senyal 

que tinguin les cèl·lules transfectades ens indica si les variants en APC restableixen 

una activitat transcripció normal o pel contrari la proteïna APC continua sent no 

funcional ja que les cèl·lules receptores són deficients en APC wt (Azzopardi et al., 

2008).  

 

Localització (i quantificació) de la β-catenina: Es pot estudiar la localització 

subcel·lular de la β-catenina mitjançant dues tècniques: 

1) Detecció de la proteïna per Western Blot després de separar les fraccions 

cel·lulars, és a dir, separar la proteïna citoplasmàtica de la nuclear (Menendez et al., 

2008). Aquesta tècnica també permet valorar si hi ha diferències en la quantitat de β-

catenina total.  

2) La detecció de la β-catenina per immunofluorescència permet veure si hi ha 

diferència en la distribució cel·lular de la proteïna en les cèl·lules transfectades (Faux 

et al., 2004). 

 

La localització cel·lular de la proteïna APC: també és rellevant la localització de la 

proteïna APC i pot ser estudiada mitjançant immunotinció o bé, per l’estudi de la 

proteïna fusionada amb un fluorocrom que serà expressada en cèl·lules humanes 

deficients en aquesta proteïna (Brieger et al., 2005; Kohler et al., 2008). 
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Creixement i morfologia cel·lular: Quan es transfecta el cDNA del gen APC salvatge 

en una línia cel·lular amb el gen inactiu, aquestes canvien la seva morfologia i la seva 

capacitat de proliferació. Transfectar el cDNA amb les variants que es volen 

caracteritzar es permetria veure si també afecta a la morfologia i al creixement 

cel·lular.  

 

Assaig de migració i adhesió: A partir d’un cultiu cel·lular completament confluent 

s’hi fa una “ferida”a la monocapa de cèl·lules, d’aquesta manera es pot comprovar, 

després de 24 o 48h, si la capacitat de migració de les cèl·lules per recolonitzar la 

ferida canvia al estar transfectades amb la variant d’APC (Faux et al., 2004).  

 

Assaig de creixement en agar tou: amb aquest experiment s’estudia la capacitat de 

les cèl·lules transfectades en la formació de colònies, i per tant, la seva capacitat 

tumorogènica (Faux et al., 2004). 

 

Apoptosi: Amb el marcatge de cèl·lules amb un anticòs fluorescent contra la 

caspasa 3 escindida, que és un marcador específic de cèl·lules en apoptosi, es pot 

comprovar per citometria si hi ha un increment de cèl·lules en apoptosi un cop es 

transfecten amb el cDNA amb la variant APC (Dikovskaya et al., 2007).  

10.4. Estudi d’interacció proteica  

Per estudiar l’efecte de les VSD en les interaccions de la proteïna APC amb les 

altres proteïnes disposem de varis assaigs: 

 

Cromatografia d’afinitat: en el cas que la variant es localitzi en alguna de les 

repeticions dels dominis d’interacció amb β-catenina es poden crear petits pèptids 

amb les variants i per columnes d’afinitat es pot estudiar si la variant modifica la 

capacitat d’aquests dominis a unir-se a la β-catenina (Menendez et al., 2008). 

 

BIAcore: aquesta tècnica permet estudiar la interacció entre biomolècules en 

temps real, i es pot detectar no tan sols si hi ha interacció o no, si no que permet 
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veure si hi ha algun canvi en la cinètica d’interacció entre les biomolècules (Menendez 

et al., 2008).  

 

Immunoprecipitació de complexos proteics (Co-IP): Amb aquesta tècnica es 

poden aïllar i identificar les interaccions entre proteïnes. Funciona mitjançant la 

utilització d’un anticòs que té com a diana una proteïna coneguda que es creu que 

pertany a un gran complex de proteïnes. Localitzant a aquest membre conegut es pot 

aïllar tot el complex dins d'una solució donada i, d'aquesta manera, ens permetrà 

aïllar i identificar els altres membres del complex.  

10.5. Models murins 

Hi ha diferents tipus de models murins, que ens permetran estudiar de forma 

diferent les característiques de cada variant d’interès.  

Un dels models murins que es pot utilitzar per estudiar la capacitat tumorigènica 

de les variants és injectar de forma subcutànea cèl·lules d’una línia cel·lular humana 

transfectada de forma estable el plasmidi amb la variant d’interès i seguir l’evolució 

en el ratolí. És a dir, veure si la transfecció modifica la capacitat que tenen les cèl·lules 

de formar tumor i créixer. Després aquests tumors es poden caracteritzar 

molecularment (Faux et al., 2004).  

Un altra model murí podrien generar-se amb el gen APC mutat amb la variant a 

estudiar i així veure si la mutació fa incrementar el risc de desenvolupar càncer 

(Colnot et al., 2004; Jonkers & Berns, 2002).  

10.6. Caracterització funcional de mutacions en el gen APC  

La caracterització funcional de les variants del gen APC no és fàcil ja que la mida 

de la proteïna i les seves múltiples funcions fan que el disseny i interpretació del 

resultats no sigui senzill. El nostre grup té experiència en aquesta caracterització i ha 

publicat un dels pocs treballs en aquest tema. Gràcies als assajos funcionals es va 

poder estimar la patogenicitat de la variant missense APC N1026S (Asn a Ser) 

detectada en una família espanyola afecta de AFAP. A més de co-segregar amb la 

malaltia la variant presentava una disminució en la capacitat de regular la degradació 
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de β-catenina, que com a conseqüència produïa un modest increment de la β-catenina 

nuclear que activa la transcripció de gens involucrats en la carcinogènesis (Menendez 

et al., 2008). Amb aquestes evidències van considerar que aquesta mutació podria ser 

considerada com la responsable de la malaltia en aquesta família. Aquesta 

experiència prèvia ens va animar a endegar un dels objectius de la present tesi. A la 

taula 10 s’esmenten els assajos funcionals utilitzats per caracteritzar mutacions en el 

gen APC. 
 

Taula 10: Experiments funcionals per estudiar mutacions en el gen APC. 

 

11. Càncer Colorectal Familiar de tipus X  

Una proporció rellevant (40%) de famílies que presenten una agregació de CCR 

no polipós i que compleixen els criteris clínics d’Amsterdam tipus I no presenten 

evidències de MSI i per tant tenen un sistema reparador de desaparellaments intacte 

(Sanchez-Tome et al., 2015). Avui en dia, aquestes famílies són agrupades, en un 

calaix de sastre, denominat CCRf-X (Càncer colorectal familiar tipus X)(Lindor et al., 

2005).  

Les famílies CCRf-X presenten un patró d’herència autosòmica dominant, amb un 

risc menor de patir CCR i una edat mitjana de diagnòstic de càncer més gran que en la 

síndrome de Lynch, és a dir al voltant dels 57 anys. Els tumors predominen en el 

PROTEINA ASSAIG DOMINI/FUNCIÓ BIBLIOGRAFIA

APC
Activitat 

transcripcional
Anàlisi dels nivells de transcripció
mediada pel complex β-catenin/TCF-4.

(Azzopardi, Dallosso et al. 2008)
(Menendez, Gonzalez et al. 2008)

APC
Assaig de 

formació de 
colònies

Es basa un assaig in vitro la supervivència
cel·lular en la capacitat d'una sola cèl·lula
a créixer en una colònia

(Faux, Ross et al. 2004)

APC
Proliferació 

cel·lular

Es mesura el nombre de cèl·lules, o el
canvi en la proporció de cèl·lules, que
s’estan dividint

(Faux, Ross et al. 2004)

APC
Interacció entre 

proteïnes

Si les variants estan en el domini
d'interacció i regulació β-catenina és
possible estudiar l'efecte de la variant en
l’afinitat entre ambdues proteïnes

(Menendez, Gonzalez et al. 2008)

APC
Invació i Migració 

cel·lular

Es mesura la velocitat de tancament d’una
ferida feta en un cultiu cel·lular en
monocapa de cèl·lules confluent.

(Faux, Ross et al. 2004)

APC RNA splicing
Anàlisis del splicing basat en l’estudi de RNA
derivats de la sang o mostres de teixit de
pacients

(Kaufmann, Vogt et al. 2009)
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còlon esquerra i sigmoide i en el recte, i presenten un fenotip semblant als tumors 

esporàdics (Dominguez-Valentin, Therkildsen, Da Silva, & Nilbert, 2015). A més a 

més, tenen un ritme més lent de progressió adenoma-carcinoma, tenen una menor 

incidència de tumors extracolònics i un risc més gran de tumors sincrònics i 

metacrònics (Jass et al., 1995; Lindor et al., 2005; Llor et al., 2005; Mueller-Koch et al., 

2005; Valle et al., 2007).  

La definició d’aquesta categoria, que els diferencia dels casos de SL, ha estat 

important per a la implementació d’un protocol de vigilància específic. A aquests 

malalts se’ls recomana seguir un protocol de vigilància amb colonoscòpies més 

espaiades en el temps (cada 5 anys) que s’inicien a una edat més avançada (al voltant 

dels 35-40 anys). Només en el cas de que en l’historial familiar hi hagi un càncer 

d’endometri cal fer el seguiment de l’endometri. 

Els estudis moleculars dels tumors desenvolupats en aquests malalts han revelat 

que comparteixen mutacions en gens com KRAS, BRAF, APC o TP53, que freqüentment 

es troben alterats en la via CIN, és a dir que l’estat mutacional en aquests gens en els 

tumors CCRf-X s’assembla al que es pot trobar en els tumors esporàdics amb 

estabilitat de microsatèl·lits (Abdel-Rahman et al., 2005; Francisco et al., 2011; 

Sanchez-de-Abajo et al., 2007). Per altra banda, es poden distingir dos grups 

diferenciats de casos CCRf-X, els que presenten inestabilitat cromosòmica amb 

freqüents pèrdua de gens supressors de tumors com APC, TP53, SMAD4, DCC, etc i així 

com metilació freqüent del promotor de gens, com KRAS, APC i MGMT. Els estudis 

genòmics han revelat un increment significatiu del guany en el número de copies dels 

cromosomes 2p, 2q, 7p, 7q, 8q, 13q, 20p, i 20q i la pèrdua dels cromosomes 10q 17p, 

18p i 18q. A més a més la regió del cromosoma 20q està fortament lligada a tumors 

CCRf-X (Bellido et al., 2014; Dominguez-Valentin et al., 2015; Middeldorp et al., 2012; 

Therkildsen et al., 2013).L’altre grup de tumors CRRf-X es caracteritzen per no 

presentar inestabilitat cromosòmica i una baixa metilació i són infreqüents les 

mutacions en TP53 (Dominguez-Valentin et al., 2015; Francisco et al., 2011).  

En canvi, a nivell d’alteracions epigenètiques, s’ha reportat que els tumors CCRf-X 

presenten una tendència a tenir una hipometilació global quan es comparen amb 
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tumors desenvolupats en pacients amb la SL o en tumors esporàdics. Aquesta 

hipometilació es relaciona en una reactivació de proto-oncogens que en condicions 

normals estarien silenciats. També s’ha observat que aquesta hipometilació afecta en 

els elements LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Elements) i es creu que al estar 

hipometilats poden interferir en la segregació cromosòmica i per tant incrementar la 

seva inestabilitat. A més a més aquesta hipometilació s’ha associat a una menor 

supervivència i un inici del CCR a edats més joves (Bellido et al., 2014; Dominguez-

Valentin et al., 2015; Goel et al., 2010). 

Totes aquestes diferències entre els diferents casos de CCRf-X fa pensar que 

aquest grup podria estar englobant més d’una síndrome hereditària de predisposició 

al CCR: en alguns casos seguiria un model monogènic mentre que en altres casos 

encaixaria amb un model poligènic. Es fa difícil doncs estudiar aquestes famílies on a 

més un estil de vida compartit podria ser parcialment responsable de l’agregació 

familiar (Ku et al., 2012; Valle, 2014).  

Per tal d’identificar la causa genètica d’aquesta predisposició s’han utilitzat 

diferents estratègies, com són els estudis de lligament, GWAS i més recentment la 

seqüenciació d’exomes i genomes. Gràcies a aquests darrers estudis s’estan proposant 

un gran número de gens que poden estar relacionats amb la predisposició al càncer 

familiar hereditari (Gylfe et al., 2010). Per exemple, Garre i col·laboradors van  

proposar els gens de la via de reparació per escissió de bases com ara NUDT1, 0GG1 I 

MUTYH, com a possibles responsables de la predisposició del CCR en aquestes 

famílies, mitjançant l’aproximació del gen candidat (Garre et al., 2011). Un altre 

exemple de gen proposat com a gen candidat de predisposició a càncer colorectal és 

el gen UNC5C. Aquest gen codifica per un receptor de Netrina-1 amb activitat pro-

aptòtiques, que en molts tumors de còlon s’ha observat que la seva expressió està 

reduïda. En un estudi realitzat per Coissieux et al. van relacionar mutacions en aquest 

gen com a possible causa de l’agregació familiar de CCR (Coissieux et al., 2011). Més 

recentment, mitjançant la seqüenciació d’exomes en individus amb CCR amb 

estabilitat de microsatèl·lits d’una mateixa família que complien criteris 

d’Amsterdam, s’han proposat com a gens candidats de predisposició a càncer 
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colorectal els gens FAN1, RPS20, SEMA4A, FOCAD, BUB1 i BUB3, etc (Nieminen et al., 

2014; Schulz et al., 2014; Segui et al., 2015; Weren et al., 2015).  
 

12. Gen UNC5C 

La molècula Netrina-1 (NTN-1) va ser descoberta per Tessier-Lavigne i 

col·laboradors l’any 1994 (Serafini et al., 1994). La van descriure com una molècula 

quimiotropa que regula l’orientació i migració neuronal durant el desenvolupament 

del sistema nerviós. Però a més, aquesta molècula també és el lligand dels receptors  

transmembrana de tipus 1, UNC5A, UNC5B i UNC5C, que funcionen com a receptors 

de dependència. Aquests receptors activen la mort cel·lular quan no estan units al seu 

lligand, la NTN1, mentre que, per contra, les seves propietats pro-apoptòtiques són 

inhibides quan s'uneix a Netrina-1 (Kury et al., 2014; Thiebault et al., 2003).  

El gen UNC5C està localitzat en el cromosoma 4q22.3 i té 16 exons i codifica per a 

una proteïna de 931 AA. Quan UNC5C s’uneix al seu lligand transmet senyals positives 

de proliferació i migració. La inactivació UNC5C no només ajuda a la progressió del 

tumor, també podria afavorir l'aparició de CCR. Existeixen evidències de que 

l'expressió de UNC5C es perd o és marcadament reduïda en el càncer colorectal i en 

càncer gàstric (Thiebault et al., 2003; Toda et al., 2015), per la pèrdua 

d’heterozigositat o per la metilació del promotor. Aquest fet suggereix que l’UNC5C 

podria actuar com un gen supressor de tumors i les mutacions en aquest gen podrien 

representar un avantatge selectiu per al desenvolupament de CCR (Kury et al., 2014). 

Per altra banda el gen UNC5C no és l’únic receptor de NTN1 que s’ha descrit en 

CCR, ja que també es coneix el gen DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) com a gen 

supressor de tumors. Aquest gen no s’expressa o presenta expressió molt reduïda en 

la majoria de càncers colorectals en estadis avançats. A més aquest receptor indueix 

apoptosi quan no s’uneix al seu lligand, la NTN1, igual que el receptor UNC5C. En un 

model murí amb pèrdua de funció de DCC no es va relacionar la pèrdua de funció 

d’aquest gen amb un major desenvolupament de CCR, però en canvi sí que es va 

associar amb un increment de l’agressivitat dels tumors intestinals en els models 

murins que també presentaven mutacions en el gen APC. Aquests resultats demostren 
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que el DCC funciona com un supressor de tumors a través de la seva capacitat de 

desencadenar l'apoptosi en cèl·lules tumorals (Castets et al., 2012). En la figura 16 es 

representa les vies de senyalització dels receptors DCC i UNC5C i s’observa com els 

dos tenen funcions molt semblants.  

Per tant en l’epiteli intestinal la NTN1 juga un paper important en la integritat de 

la mucosa, la migració de cèl·lules epitelials, i la renovació de teixits mitjançant la 

inducció de la supervivència cel·lular en la proliferació de cèl·lules progenitores de 

les criptes, on els nivells de NTN1 són alts. En canvi, a la punta de vellositats, on els 

nivells de NTN1 són baixos, tant DCC com UNC5C promouen l'apoptosi i el 

despreniment de cèl·lules, ja que aquests receptors de mort cel·lular s'expressen 

constitutivament al llarg de l'eix cripta-vellositat. S’ha vist que la inactivació de 

UNC5C i DCC es presenta en el 90% dels CCR, i que és degut tant a alteracions 

genètiques com epigenètiques. A més, el moment de les alteracions moleculars en els 

receptors NTN1 no és aleatòria, perquè la inactivació de UNC5C es produeix en els 

primers estadis de les lesions neoplàstiques, mentre que la pèrdua de DCC ocorre en 

etapes posteriors de la carcinogènesi colorectal (Shin et al., 2007).  

 

Figura 16: Representació esquemàtica de les vies de senyalització i efectes biològics induïts quan DCC i 

UNC5C estan lligats i no lligats a NTN1. Els receptors poden activar gran varietat de vies quan s'uneix a 

Netrina que regulen diferents esdeveniments biològics. (Modificat de: (Grady, 2007)) 
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El gen UNC5C va ser descrit com a gen de predisposició al CCR per Coissieux et al. 

(Coissieux et al., 2011), ja que hi van identificar variants que podrien explicar 

l’agregació de CCR en famílies d’alt risc. En aquest treball de Coissieux et al, van 

analitzar el gen UNC5C en casos i controls de tres cohorts diferents, on van identificar 

20 variants. De totes les variants que van detectar 13 eren canvis sinònims i 7 eren 

canvis missense. Dels 7 canvis missense es van centrar en 4, ja que 2 dels canvis ja 

havien estat reportats prèviament com a polimorfismes i l’últim no estava situat en 

cap domini funcional de la proteïna, i a més el canvi d’AA no estava associat a un 

defecte significatiu en la polaritat de la proteïna. Les 4 variants que van estudiar amb 

més profunditat, totes estaven localitzades en dominis funcionals del receptor. Per 

altra banda, en 3 de les variants (p.D353N, p.R603C i p.Q630E) no van observar que 

estiguessin en una proporció més alta en casos que en controls. La variant p.A628K, 

que no la van detectar en controls, la van identificar en 5 famílies de dues de les tres 

cohorts estudiades, i en totes les famílies la variant co-segregava amb la malaltia. 

Aquesta variant està localitzada en el domini funcional pro-apoptòtic ZU5, el que 

permetia realitzar un estudi funcional per comprovar com afectava a la funció de la 

proteïna. En l’assaig funcional van observar que la variant p.A6028K disminuïa de 

forma significativa les capacitats pro-apoptòtiques del receptor.    

Amb tots aquests evidencies, és a dir, l’activitat pro-apotòtica del receptor UNC5C, 

el fet que la seva expressió s’ha vist que esta fortament reduïda en CCR i que s’han 

reportat mutacions que poden explicar l’agregació familiar de CCR, vam pensar que el 

gen UNC5C era un bon gen candidat per estudiar en la nostre sèrie de pacients amb 

agregació familiar de CCR, que inclou càncer de colon familiar tipus X i poliposis.  
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Premisses 

 

L’al·lel APC I1307K incrementa el risc de desenvolupar adenomes i carcinomes. 

Però es desconeix si aquest risc està associat a una activació basal de la via Wnt o a un 

increment de la taxa de mutació lligat a l’existència d’una regió de vuit adenines 

consecutives. 

S’han identificat mutacions missense en APC que podrien ser responsables de la 

predisposició a poliposi. Disposem de tècniques, no estandarditzades, que permeten 

estudiar el seu impacte funcional.  

Hi ha evidències preliminars que indiquen que el gen UNC5C es podria associar a 

un risc augmentat de càncer colorectal. 

 

 

Hipòtesis  

 

 El risc augmentat de desenvolupar càncer associat a la variant APC I1307K 

pot ser degut a una activació constitucional de la via Wnt. 

 El risc augmentat de desenvolupar càncer associat a la variant APC I1307K 

podria estar relacionat a un increment de la taxa de mutacions en el gen APC. 

 És possible caracteritzar l’impacte funcional de variants missense en el gen 

APC. 

 Les mutacions en el gen UNC5C poden ser responsables d’una part de 

l’agregació familiar de càncer de còlon familiar tipus X i potser d’altres formes 

de agregació familiar de càncer de colon. 
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Objectiu generals: 

 

(I) Avaluació de la contribució de variants missense en el gen APC en la 

tumorogènesis colorectal.  

 

(II) Identificació de mutacions en el gen UNC5C com a causa de predisposició a 

càncer colorectal.  

 

Objectius específics:  

 

1: Avaluar l'impacte funcional de la variant I1307K en l’expressió de gens de la via 

Wnt així com en la unió amb β-catenina.  

 

2: Avaluar l’impacte del al·lel I1307K en la progressió tumoral realitzant una 

caracterització molecular exhaustiva dels tumors que desenvolupen aquests pacients. 

 

3: Avaluar l'impacte funcional de les variants S1028R i E1317Q en l’expressió de 

gens de la via Wnt així com en la unió amb β-catenina. 

 

4: Estudiar la contribució de les mutacions constitucionals en el gen UNC5C en 

pacients amb càncer colorectal familiar i/o poliposi sense mutacions en els gens de 

predisposició coneguts. 
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1. Materials 

 

1.1 Mostres biològiques de malalts utilitzades  

1.1.1 Estudi de contribució funcional de l’al·lel I1307K en la progressió 

tumoral  

Per analitzar si l’al·lel I1307K del gen APC tenia un impacte en la progressió 

tumoral es van escollir 8 casos portadors de la mutació dels quals disposàvem de 

DNA genòmic de limfòcits i teixit colònic parafinat normal i tumoral. Tots els malalts 

havien estat informats i van donar el seu consentiment per  participar en l’estudi. El 

protocol de l’estudi va ser aprovat pel Comitè Étic d’Investigació Clínica de les 

institucions corresponents.  

1.1.2 Estudi mutacional del gen UNC5C: Mostres de pacients i informació 

clínica 

Es van estudiar un total de 562 casos incloent: 474 càncer no polipós familiar o 

càncer colorectal a edats joves i 88 individus amb poliposis, als quals es va analitzar la 

presència de mutacions al gen UNC5C. Tots els casos de càncer no polipós complien 

els criteris Amsterdam I/II (16,4%) o els criteris Bethesda (82,2%). En 6 casos no hi 

havia informació sobre la historia familiar (1,2%). La edat mitja de diagnòstic de 

càncer del grup no polipós era de 48,98 anys. Els tumors presentaven inestabilitat 

cromosòmica amb expressió dels les proteïnes de reparació (MMR). Els casos de 

poliposi van consistir en casos d’adenomatosis poliposa clàssica (n=15), atenuada 

(n=42) i casos que no eren adenomatosis poliposa (n=14 ), a més dins d’aquest grup 

es va incloure 17 casos que la unitat de diagnòstic genètic els havia classificat com a 

“poliposi” però no hi havia informació clínica específica disponible. L’edat mitjana de 

diagnòstic dels 88 individus amb poliposis era 49,36 anys. Als pacients de poliposi 

se’ls havia fet l’estudi dels gens MUTYH i APC. Les característiques clíniques d’aquesta 

sèrie estan descrites a la taula 11.  

Els pacients havien estat avaluats per la Unitat de Consell Genètic de l’Institut 

Català d’Oncologia de Catalunya, entre el 1999 i el 2012 i a la Unitat de Consell 
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Genètic del Centre Nacional d’Investigacions Oncològiques (CNIO). Els pacients van 

ser informats i van donar els seu consentiment per realitzar l’estudi. Aquest estudi va 

ser aprovat pels comitès d'ètica de les institucions involucrades. En tots els casos es 

va analitzar DNA extret de limfòcits de sang perifèrica. En casos en els quals es van 

identificar mutacions, es va convidar a participar a membres de la família per fer 

estudis de co-segregació.  
 

Taula 11: Descripció de la sèrie utilitzada en l’anàlisi de mutacions del gen UNC5C. 

 

1.2 Línies cel·lulars 

Pels assajos funcionals per caracteritzar les variants missense en el gen APC, es 

van utilitzar les línies cel·lulars SW480 i DLD-1. Ambdues línies cel·lulars són línies 

epitelials humanes derivades d’adenocarcinomes primaris de còlon. Ambdues creixen 

en monocapa, tenen una mutació truncant en un dels al·lels del gen APC i pèrdua 

d’heterogozitat de l’al·lel salvatge, per la qual cosa no tenen la proteïna APC funcional. 

En conseqüència presenten una elevada activitat transcripcional mitjançada pel 

complex β-catenina/TCF-4. Per mantenir les cèl·lules en creixement, vam utilitzar el 

medi DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-F12) (BioWhittaker, 

Walkersville, MD) suplementat amb un 10% de FBS (Fetak Bovine Serum) (Gibco) i un 

Fenotip
(n casos/n famílies)

Classificació
Número de casos

(%)
Edat mitja al moment de diagnòstic 

de CCR

CCR no polipós
(474/468)

Amsterdam I 67 (14,1%)

48,98 (±12.54)
Amsterdam II 11 (2,3%)

Bethesda 390 (82,2%)

No disponible 6 (1,2%)

Fenotip
(n casos/n famílies)

Classificació
Número de casos

(%)
Edat mitja al moment 
de diagnòstic de CCR

CCR; n (%)

Poliposis
(88/88)

FAP 15 (17,0%) 43.0 (±11.1) 9 (60.0%)

AFAP 42 (47,7%) 53.3 (±13.3) 31 (73.8%)

No poliposis 14 (15,9%) 51.8 (±8.5) 8 (57.1%)

No disponible 17 (19,3%) - -
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1% de penicil·lina/estreptomicina (Gibco). Les cèl·lules es mantenien en l’incubador 

a 37ºC i 5% CO2. 

1.3 Vectors d’expressió gènica 

mYF-APCfs: És un vector d’expressió sota el promotor CMY (citomegalovirus). 

Conté el gen APCwt clonat a les dianes dels enzims de restricció: BamHI, NotI, SmaI i 

XmaI. També conté el gen de resistència a Kanamicina/Neomicina. A més té un gen 

que codifica per la proteïna YFP (yellow florescence protein). Aquest plasmidi va ser 

cedit pel Prof. Dr. J. Behrens (Nikolaus-Fiebiger-Center of Molecular Medicine, 

University Erlangen). 

pGEX-4T1: És un vector d’expressió de 4.9Kb amb un promotor tac induïble per 

IPTG (isopropilo-β-D-tio-galactosid). Conté un gen codificant per GST (glutathione S-

transferase) i una seqüència d’AA diana per la trombina. Conté el gen de resistència a 

l’ampicil·lina.  

pGFP: És un vector d’expressió que porta la seqüència codificant per la proteïna 

de florescència verda (GFP: green fluorescent protein). Conté el gen de resistència a 

ampicil·lina.  

pGEX-6P3-β-catenina: És un vector d'expressió de 4.9Kb amb un promotor tac 

induïble per IPTG (isopropilo-β-D-tio-galactosid). Conté un gen codificant per GST 

(glutathione S-transferase) i una seqüència d’AA diana per l’enzim PreScission 

protease. Conté el gen de resistència a ampicil·lina. Aquest plasmidi va ser cedit per la 

Dra. E. Sancho (Institut de Recerca Biomèdica de Barcelona) 

pTOPFLASH: És un vector d’expressió de 5.5Kb que conté dos sets de tres còpies 

salvatges de la seqüència d’unió a TCF-4 en direcció 5’ del promotor constitutiu 

Thymidine kinase (TK) i del gen Firefly luciferasa. Aquest plasmidi va ser cedit per la 

Dra. E. Sancho (Institut de Recerca Biomèdica de Barcelona) 

pFOPFLASH: És un vector d’expressió de 5.5Kb que conté dos sets de tres còpies 

mutades de la seqüència d’unió a TCF-4 en direcció 5’ del promotor constitutiu 

Thymidine kinase (TK) i del gen Firefly luciferasa. Aquest plasmidi va ser cedit per la 

Dra. E. Sancho (Institut de Recerca Biomèdica de Barcelona) 
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phRL-TK: És un vector que conté el gen Renilla luciferasa sota el control del 

promotor constitutiu Thymidine kinase (TK). Aquest plasmidi va ser cedit pel Dra. A. 

Vinyals (Institut de Recerca Oncològica). 

1.4 Animals i Estabulari 

Per estudiar la capacitat de tumorogènesi de les línies cel·lulars transfectades 

amb les variants del gen APC, es van utilitzar ratolins atímics nu/nu swiss, mascles, de 

4 – 6 setmanes d’edat i 20 – 22gr de pes (Harlan Laboratorios, França). Aquests 

animals es van mantenir en l’estabulari del Institut d’Investigació Biomèdica de 

Bellvitge, a una temperatura de 20–22ºC, en condicions de SPF (lliure de patògens 

específics) i esterilitat. Se’ls va proporcionar menjar i beguda ad limitum. Tots els 

experiments es van dur a terme en les cabines de flux laminar vertical, i els 

procediments de manipulació van ser avaluats i aprovats pel comitè ètic especialista 

en experimentació animal de IDIBELL i de la Generalitat de Catalunya. 
 

2. Mètodes 

 

2.1 Generació dels plasmidis amb les diferents mutacions en APC 

2.1.1 Mutagènesis dirigida.  

Per estudiar les mutacions puntuals S1028R, I1307K i E1317Q es van 

introduir en els plasmidis mYF-APCfs amb el kit QuikChangeTM Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene) seguint les instruccions del fabricant. Per dissenyar els 

encebadors necessaris per introduir la mutació puntual es va utilitzar la següent 

pàgina web: 

https://www.genomics.agilent.com/CollectionOverview.aspx?PageType=Applicat

ion&SubPageType=ApplicationOverview&PageID=111 
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Taula 12: Seqüència dels encebadors utilitzats per introduir la mutació puntual. 

 
 

Un cop s’havia fet la mutagènesis dels plasmidis es va realitzar la transformació 

bacteriana per la posterior verificació de la producció de la mutació amb l’objectiu de 

disposar de material per realitzar els assajos funcionals in vitro. 
 

2.2 Transformació i creixement de les colònies bacterianes. 

Per amplificar els plasmidis mitjançant transformació bacteriana es van utilitzar 

les bactèries E.coli competents XL-blue. En aquestes bactèries se’ls va introduir el 

DNA pel procés de xoc tèrmic mitjançant el següent procediment:  

 

1. Incubar 30 minuts en gel un volum de 50-125μl de bactèries competents amb 

2μl de plasmidi (50ng/μl). 

2. Llavors s’incuben les bactèries amb el plasmidi a 42ºC durant exactament 45 

segons. 

3. Immediatament es posen 2 minuts en gel. 

4. Un cop fet el xoc tèrmic es posa 900µl LB líquid estèril (1% triptona, 0,5% 

extracte de llevat, 1% NaCl, pH 7,5) sense antibiòtic prèviament escalfat a 37ºC, i 

s’incuben els tubs durant 1h a 37ºC en agitació.  

Encebadors 
mutagènesis 

Seqüència

APC I1307K Fw 5'-TAATACCCTGCAAATAGCAGAAAAAAAAGAAAAGATTGGAACTAGGT-3'

APC I1307K Rv 5'-ACCTAGTTCCAATCTTTTCTTTTTTTTCTGCTATTTGCAGGGTATTA-3'

APC S1028R Fw 5'-GAACTAGATACACCAATAAATTATAGGCTTAAATATTCAGATGAGCAGTTGAA-3'

APC S1028R Rv 5'-TTCAACTGCTCATCTGAATATTTAAGCCTATAATTTATTGGTGTATCTAGTTC-3'

APC1309_del42-46 Fw 5'-CCCTGCAAATAGCAGAAATAAAAGATTGGAACTAGGTCAGCTG-3'

APC1309_del42-46 Rv 5'-CAGCTGACCTAGTTCCAATCTTTTATTTCTGCTATTTGCAGGG-3'

APC_N1026S  Fw 5'-CTAGATACACCAATAAGTTATAGTCTTAAATATTC-3'

APC_N1026S  Rv 5'-GAATATTTAA GACTATAACT TATTGGTGTA TCTAG-3'

APC_Glu1317Gln Fw 5'-GGAACTAGGTCAGCTCAAGATCCTGTGAGCG-3'

APC_Glu1317Gln Rv 5'-CGCTCACAGGATCTTGAGCTGACCTAGTTCC-3'
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5. Passada l’hora ja es pot plaquejar en plaques de LB (Luria Bertani)-agar estèril 

suplementades amb l’antibiòtic de selecció adequat (50μg/ml d’ampicil·lina i/o 30 

μg/ml de kanamicina). Normalment es plaqueja uns 200-400μl de bactèries 

competents per placa. 

6. Es deixen tota la nit a 37ºC. 

7. Al dia següent es seleccionen les colònies que han crescut i es fa un segon 

creixement a 37ºC durant tota la nit en 3ml de LB líquid estèril amb l’antibiòtic de 

selecció. 

8. Posteriorment s’aïlla el DNA plasmídic a partir d’2 ml del creixement. El volum 

restant es guardar amb glicerol a -80ºC per a posteriors creixements.  

2.2.1 Aïllament i purificació del DNA plasmídic.  

Per aïllar i purificar DNA plasmídic de cultius bacterians d’E. coli s’utilitzen 

diferents protocols segons la quantitat de DNA que es vulgui obtenir. Per obtenir al 

voltant de 20μg de DNA plasmídic, es va utilitzar el kit de QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen), i per obtenir fins a 500μg de DNA vam utilitzar el kit QIAGEN Plasmid Kit 

(Qiagen), segons les instruccions del fabricant. El DNA obtingut d’una miniprep es 

dilueix en 50μl d’aigua bidestil·lada i en el cas del DNA obtingut d’una maxiprep es 

dilueix en 200-300μl també d’aigua bidestil·lada. Posteriorment es quantifica el DNA 

obtingut mitjançant el nanodrop i es visualitza en un gel d’agarosa.  

2.2.2 Seqüenciació 

El DNA obtingut es va seqüenciar amb el kit BigDye Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems) per electroforesis de capil·lars utilitzant el seqüenciador automàtic ABI 

Prism 3730 (Applied Biosystems). La reacció de seqüència conté 1μl de BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, 1.5µl de BigDye v3.1 Sequiencing Buffer(5x), 

3.2pmols de encebadors i 10 µl de DNA. La quantitat de DNA a afegir, entre 1-5μl de la 

solució mare, depèn de la intensitat de la banda observada en el gel d’agarosa i s’hi 

afegeix aigua bidestil·lada fins un volum final de 10 μl. Les condicions de la reacció de 

seqüenciació són: 25 cicles de 30s a 96ºC, 15s a la temperatura d’aparellament dels 

encebadors menys 5ºC, i 4min a 60ºC. A continuació es precipita el DNA amb etanol al 
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70% per eliminar les resta de nucleòtids no incorporats a la seqüència. Un cop 

precipitats el DNA s’hi afegeix 10μl de Formamida. Les seqüències s’alineen amb el 

programa Mutation Surveyor V3.01 (SoftGenetics). Per verificar les mutacions es va fer 

la seqüenciació en ambdues direccions. 

2.3 Generació de transfectants estables  

Per fer les línies cel·lulars transfectades estables es va utilitzar el reactiu 

LipofectamineR 2000 Reagent (Invitrogen) i es va seguir el següent protocol: 

 

1. Primer es linealitzen els plasmidis mYF-APCfs amb les diferents mutacions 

incorporades amb l‘enzim de restricció NotI-HF (New England BioLabs) seguint les 

instruccions del fabricant. Generalment es necessiten 2µg de DNA per a cada 

transfecció. Es purifica el fragment del plasmidi linealitzat amb el kit QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen), seguint les indicacions dels fabricant. 

2. El primer dia es sembren en plaques de 6 pouets les cèl·lules en 2 ml de medi 

complet. El nombre de cèl·lules dependrà de cada línia cel·lular, però s’han de 

sembrar prou cèl·lules per a que el segon dia estiguin aproximadament entre el 85 al 

90% de confluència. 

 

Taula 13: Número de cèl·lules plaquejades: 

 
 

3. El segon dia es prepara el còctel de transfecció. En un tub ("A") s’hi afegeix els 

2µ g de DNA en Opti-Mem-I per a un volum final de 200µl. 

4. En un altra tub ("B") hi posem 190µl de Opti-Mem-I i 10µl Lipofectamine 2000 i 

es deixa incubar durant 5 minuts a temperatura ambient, però no més de 10 minuts. 

5. Passats els 5 minuts es combina suaument els tubs A i B i es deixa incubant 

almenys 20 minuts. 

Línia cel·lular

Número de cèl·lules que s’han de
plaquejar en una placa de 6 pous per
tenir una confluència del 90% el dia

següent:

DLD-1 300000

SW480 500000
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6. Durant aquest temps s’aprofita per treure el medi de les plaques i s’hi afegeix 

1,6 ml de medi fresc (que pot contenir penicil·lina/estreptomicina). 

7. Passat com a mínim els 20 minuts s’afegeix la barreja de lipofectamine/DNA a 

cada pouet i s’agita suaument per barrejar. 

8. S’incuba a 37ºC durant 4 a 6 hores per a les cèl·lules delicades o durant tota la 

nit per a les cèl·lules difícils de transfectar. 

9. Després de la incubació, es retira el medi i es reemplaça amb medi fresc. Si el 

plasmidi transfectat conté una proteïna fluorescent, es pot fer la verificació de 

l'eficàcia de transfecció mitjançant la visualització en un microscopi de fluorescència. 

Llavors es deixen créixer les cèl·lules durant 1 a 2 dies. 

10. Passats el període de creixement es tripzinitzen les cèl·lules i es plaquegen en 

una placa 10 cm i s’hi afegeix l’antibiòtic de selecció. A partir d’aquest moment les 

cèl·lules es fan créixer sempre amb l’antibiòtic de selecció per a que no perdin el 

plasmidi transfectat. Aquestes línies estables es mantenien en les mateixes condicions 

que les línies parentals però en el medi era suplementat amb geneticina (Geneticin® 

Selective Antibiotic (G418 Sulfate) (50 mg/mL) de Gibco, afegíem en el medi 35µl de 

geneticina per 1ml medi. 

11. Vam comprovar que mantenien el transgen ja que el plasmidi produeix una 

proteïna de fusió amb fluorescència.  
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Figura 17: Transfectants estables de la línia cel·lular DLD-1, 4 setmanes després de la transfecció. 

 

Figura 18: Transfectants estables de la línia cel·lular SW480, 4 setmanes després de la transfecció. 

 

2.4 Estudi de l’activitat transcripcional mitjançada per β-catenina  

Com hem dit anteriorment per realitzar els assajos funcionals es van utilitzar les 

línies cel·lulars SW480 i DLD-1 i l’experiment es va realitzar tant mitjançant 

transfeccions transitòries com utilitzant transfectants estables amb les diferents 

mutacions en el gen APC.  
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2.4.1 Activitat transcripcional en transfeccions transitòries 

Per la transfecció transitòria es va utilitzar el reactiu Lipofectamine LTXTM Reagent 

(Invitrogen), i per augmentar l’eficiència de transfecció s’hi va afegir el reactiu PLUSTM 

Reagent (Invitrogen). Per una placa de 100mm posàvem 25µl Lipofectamine i 12,5µl 

PLUS. Procediment: 

 

1. El dia anterior a la transfecció es sembren les cèl·lules, 2x106 células SW480 i 

7’5x105 células DLD-1 en plaques de 100mm.  

2. El dia després, es comprova que estiguin entre el 50 – 70% de confluència. 

3. Llavors es co-transfecten tres plasmidis a cada placa: 

0.5μg de plasmidi pTOPFLASH o pFOPFLASH. 

50ng de plasmidi phRL-TK. 

3μg de plasmidi mYF-APCfs amb les diferents variants. 

 

4. Per cada condició experimental es van afegir les quantitats indicades dels 

diferents plasmidis (un total de 3,55μg de DNA per placa) a un tub amb 1ml de medi 

DMEM-F12 sense sèrum i es barrejava amb la pipeta. 

5. Llavors s’hi afegeix els 12,5µl PLUS i es torna a barrejar amb la pipeta o per 

copets.  

6. Es deixa incubar 5 minuts a temperatura ambient.  

7. Un cop passat aquest temps s’hi afegeix els 25µl Lipofectamine i es barreja amb 

la pipeta. 

8. La barreja final es deixa incubar 30 minuts (es pot deixar incubar fins un 

màxim de 6h) a temperatura ambient. 

9. Mentrestant es canvia el medi de les cèl·lules amb DMEM-F12 complet escalfat 

a 37ºC en un volum de 9ml per placa. 

10. Un cop passat els 30 minuts s’afegeix la barreja de Lipofectamine+PLUS+DNA 

a la placa amb les cèl·lules i es deixa al incubador 24h a 37ºC i 5% de CO2. 

La combinació dels tres plasmidis (variant APC, promotor luciferasa TOP o FOP, 

renilla) dona lloc a 12 condicions experimentals diferents.  
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2.4.2 Activitat transcripcional en transfectants estables  

En aquest cas també es va utilitzar el reactiu Lipofectamine LTXTM Reagent 

(Invitrogen), i per augmentar l’eficiència de transfecció s’hi va afegir el reactiu PLUSTM 

Reagent (Invitrogen). Per una placa de 6 pous posàvem 5µl Lipofectamine i 2,5µl PLUS 

per pou.  

 

1. Com en els transfeccions transitòries, el dia anterior a la transfecció es sembren 

les cèl·lules estables pel plasmidi d’APC amb les diferents mutacions, unes 4,5x105 de 

cèl·lules SW480 i 3x105 de cèl·lules DLD-1 per pou, en plaques de 6 pous.  

2. El dia següent, es comprova que estiguin entre el 50 – 70% de confluència i 

llavors es co-transfecten amb les següents quantitats de plasmidi a cada pou: 

 

0.5μg de plasmidi pTOPFLASH o pFOPFLASH. 

50ng de plasmidi phRL-TK.   

 

3. Per cada condició experimental es van afegir les quantitats indicades dels 

diferents plasmidis (un total de 55ng de DNA per pou) a un tub amb 200µl de medi 

DMEM-F12 sense sèrum i ho vam barrejar amb la pipeta. 

4. Llavors s’hi afegeix els 2,5µl PLUS i es barreja amb la pipeta o per copets.  

5. Es deixa incubar 5 minuts a temperatura ambient.  

6. Un cop passat aquest temps s’hi afegeix els 5µl Lipofectamine i es barreja amb 

la pipeta. 

7. La barreja final es deixa incubar 30 minuts (es pot deixar incubar fins un 

màxim de 6h) a temperatura ambient. 

8. Mentrestant es canvia el medi de les cèl·lules amb DMEM-F12 complet escalfat i 

l’antibiòtic de selecció a 37ºC en un volum de 1,8ml per pou. 

9. Un cop passat els 30 minuts s’afegeix la barreja de Lipofectamine+PLUS+DNA a 

la placa amb les cèl·lules i es deixa al incubador 24h a 37ºC i 5% de CO2. 
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La combinació de cada línia cel·lular transfectada de forma estable amb el 

plasmidi mYRF-APCfs amb les diferents variants i els diferents plasmidis, dona lloc a 

14 condicions experimentals diferents per triplicat. 

2.4.3 Assaig de l’activitat transcripcional 

L’activitat transcripcional del complex β-catenina/Tcf-4 es va mesurar mitjançant 

la luciferasa Firefly i Renilla amb un luminòmetre utilitzant el kit Dual-Luciferase 

Reporter Assay System (Promega) 24h després de fer la transfecció. 

 

1. Primer es lisen els pellets de cèl·lules transfectades amb un volum d’entre 100 a 

700μl de PLB 1x (Passive Lysis Buffer). Per lisar-les es pipeteja bé cada mostra amb la 

solució PLB 1x.  

2. Es deixa incubar 15 minuts a temperatura ambient i passat aquest temps es 

vortegen.  

3. Tot seguit es fan dos cicles de congelació - descongelació posant les mostres 

amb neu carbònica i després en un bany a 37ºC. 

4. A continuació es centrifuguen a 10000rpm durant 5 minuts a 4ºC per 

posteriorment transferir el sobrenedant a tubs nous.  

5. Per fer la reacció per mirar l’activitat luciferasa pipetejàvem 10μl de la mostra a 

un tub de polipropilè especial pel luminòmetre i afegíem 50μl de LARII (Luciferase 

Assay Reagent II). 

6. Es pipeteja cada barreja 2 o 3 vegades i llavors es fa la primera lectura (activitat 

Firefly luciferasa).  

7. Després se li afegeix 50μl del reactiu Stop&Glo (per cada mostra: 50μl solució 

Stop&Glo més 1μl de Substrat Stop&Glo), es vorteja la mostra i es fa la segona lectura 

(activitat Renilla luciferasa). 

Per cada mostra, les activitats luciferasa TOPFLASH i FOPFLASH es van 

normalitzar per l’activitat Renilla, que és un control intern d’eficiència de la 

transfecció. A més es va fer cada lectura per triplicat. L’activitat transcripcional del 

complex β-catenina/TCF-4 es va determinar per la ratio TOP/FOP, que corregeix la 

transcripció no específica.  
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2.5 Transcripció reversa (RT) i PCR quantitativa (qPCR) 

Per analitzar els nivells d’expressió del gen c-myc, 24h després de la transfecció, 

es va utilitzar la tècnica de la PCR quantitativa (qPCR) a partir de cDNA. Per poder fer 

l’anàlisi primer s’ha d’extreure el RNA de les cèl·lules transfectades, nosaltres vam 

utilitzant el reactiu Trizol (Invitrogen), seguint les instruccions del fabricant. Després 

es va utilitzar 500ng de RNA per fer una retrotranscipció del RNA a cDNA utilitzant 

pdN6 i la transciptasa reversa MMLV (Invitrogen). A continuació es va fer 

l’amplificació del gen c-myc, APC i Axin2 per qPCR amb el sistema LightCycler 480 

(Roche) i la metodologia de detecció del SYBR Green. 

 

Taula 14: Seqüències dels encebadors per l’assaig de qPCR. 

 

2.6 Extracció de proteïnes 

Per fer l’extracció de les proteïnes separant les proteïnes citoplasmàtiques de les 

nuclears es va utilitzar el kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent 

(Thermo Scientific), tal com recomana el fabricant. 

2.6.1 Quantificació de proteïnes. 

Per quantificar les proteïnes extretes per fraccionament subcel·lular, es va 

utilitzar el kit -Rad Protein Assay (BioRad), basat en el mètode Bradford o el sistema 

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), seguint les instruccions del fabricant. 

Encebadors qPCR Seqüència

AXIN2 Fw 5'-AGTGTGAGGTCCACGGAAAC-3'

AXIN2 Rv 5'-TGGCTGGTGCAAAGACATAG-3'

APCe2-3_Fw 5’-GCTATGGCTTCTTCTGGACA-3’

APCe2-3_Rv 5’-AACGGAGGGACATTTTTGACC-3’

cMyc-fw-primerbank 5’-TCGGAAGGACTATCCTGCTG-3’

cMyc-rv-primerbank 5’-GTGTGTTCGCCTCTTGACATT-3’

Human_ACTIN -s 5’-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’

Human_ACTIN -as 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3’
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Les concentracions de proteïna van ser extrapolades a partir dels valors obtinguts 

amb una recta patró feta a partir de concentracions conegudes de la proteïna BSA. 
 

2.7 Assaig Western Blot/Electroforesis de proteïnes per SDS-PAGE. 

L’electroforesis en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sòdic (SDS-PAGE, 

Sodium dodecylsufate polyacrilamide gel electrophoresis) és el mètode més utilitzat 

per la separació de proteïnes en funció del seu pes molecular. Vam utilitzar el sistema 

Mini-PROTEAN de BioRad per l’electroforesi de proteïnes de pes molecular de fins a 

150-200kDa.  

2.7.1 Sistema Mini-PROTEAN. 

Per l’electroforesi es va utilitzar gels de poliacrilamida de 1.5mm de gruix. Aquest 

gels consten d’una part coneguda com a gel concentrador (stacking) amb un 

percentatge d’acrilamida del 4%, que permet alinear les proteïnes abans de ser 

separades, i una altra part anomenada gel separador (resolving) amb un percentatge 

del 12% d’acrilamida, que permet la separació de les proteïnes en funció del seu pes 

molecular.  
 

 

Figura 19: Esquema dels volums necessaris de cada reactiu per preparar gel d’acridamida 

 

Es va utilitzar el marcador de pes molecular Benchmark Prestained Protein Ladder 

(Invitrogen). Procediment per realitzar l’electroforesi és el següent: 

 

Miniprotean Separador Concentrador

(Per 1 gel de 1,5mm) 14% 12% 10% 8% 6% 4%

Aigua (ml) 4 4,5 5 5,5 6 3,3

40% acridamida (ml) 3,5 3 2,5 2 1,5 0,5

TRIS-HCL 1,5M (Ph 8,8) 2,5 ml 1,25 ml TRIS-HCL 0,5M (Ph 6,8)

SDS 10% 100 µl 50 µl

TEMED 10 µl 5 µl

APCS10% 100 µl 50 µl

Volum final 10 ml 5 ml
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1. Es munten els vidres del sistema d’electroforesi, que prèviament han estat 

rentats amb etanol. S’hi afegeix aigua entre els vidres per comprovar que estan ben 

muntats i no perden líquid. Aboquem aquesta aigua. 

2. En primer lloc es prepara el gel separador i s'aboca entre els vidres fins que 

ocupa ¾ del volum d’aquest. Al damunt, s'afegeix una fina capa d'aigua destil·lada per 

evitar que l'oxigen de l'aire inhibeixi la polimerització del gel. Un cop polimeritzat, es 

decanta l'aigua i s’hi aboca el gel concentrador, amb cura de no fer bombolles. 

Ràpidament es col·loca la pinta per formar els pous de càrrega.  

3. Preparar la quantitat de proteïna que es vol carregar (normalment entre 10 i 

50 g) en un tub eppendorf amb tampó de mostra 1x (SB sample buffer 1x: 2% SDS, 

0,5mg/ml ditiotreitol, 10% glicerol, 0,1mg/ml blau de bromfenol, 5% β-

mercaptoetanol). 

4. La mostra s'escalfa a 95ºC durant 5 minuts i es centrifuga a 12000g durant 1 

minut. El marcador de pes molecular, BenchMark Prestained Protein Ladde, 

(Invitrogen), també el desnaturalitzem a 95ºC i s’hi afegeix 15µl a un dels carril o a 

dos.  

5. Un cop polimeritzat el gel concentrador, es treu la pinta, es col·loca el gel en el 

seu suport en la cubeta plena de tampó d'electroforesi (25mM Tris base, 192mM 

glicina, 0,1% SDS) i es carreguen les mostres de proteïna i el marcador de pes 

molecular (preferiblement a la campana d’extracció de gasos). 

6. Es col·loca la tapa amb els elèctrodes i es fa córrer l'electroforesi durant 1 hora 

o fins que les proteïnes arribin al final del gel, a 100mA per un gel o a 200mA per si es 

corren 2 gels a la vegada.  

A continuació es transfereixen les proteïnes a una membrana. 

2.7.2 Electrotransferència 

Un cop les proteïnes s’han separat per mida en un gel d'acrilamida, aquestes són 

transferides a una membrana sintètica, on hi quedaran fixades en la mateixa posició 

relativa en que es trobaven en el gel. En el nostre cas vam utilitzar el sistema Mini-

Protean TransBlot Cell de BioRad per la electrotransferència de les proteïnes a la 

membrana. 
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1. Fent servir guants, es talla un tros de membrana de la mateixa mida que el gel 

(6x9cm), s’hidrata en aigua destil·lada durant 10 segons i s’equilibra en tampó de 

transferència (25mM Tris base, 192mM glicina, 0,02% SDS i 20% metanol) 10 minuts. 

2. Es tallen papers Whatmann de la mateixa mida que la membrana (7x9cm). 

3. Es descarta (tallant) la part corresponent al gel concentrador i es submergeix el 

gel separador en tampó de transferència. 

4. Es procedeix a muntar el sistema en una safata plena de tampó de 

transferència. Sobre la part negra del sistema s'hi col·loca (per aquest ordre) una 

esponja, dos papers Whatmann i el gel separador d’acridamida, i a sobre d'aquest s'hi 

col·loca la membrana, dos paper Whatmann més i una altra esponja. És molt 

important procurar que no quedin bombolles entre el gel i la membrana perquè això 

dificultaria la transferència de les proteïnes. Finalment es tanca el sistema procurant 

que no es moguin els elements que hi ha a l'interior.  

 

 

Figura 20: Esquema de muntatge del sistema d’eletrotransferència. 

 

5. Es col·loca el sistema en la cubeta de transferència. Posem un bloc de gel per 

evitar l'escalfament excessiu i omplim la cubeta amb tampó de transferència que es 

mantindrà en agitació suau mentre duri la transferència. 

6. Posem el sistema en una safata amb gel i s’hi aplica una corrent de 400 mA 

durant una hora a la cambra freda (a 4ºC).  

7. En finalitzar es desmunta el sistema evitant que la membrana s'assequi.  
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OPCIONAL: Després de la transferència, per assegurar que les proteïnes s’han 

transferit correctament, es tenyeix la membrana amb solució al 0,5% de Roig de 

Ponceau (Sigma) durant 2-5 minuts en agitació. Després es renta 2 vegades amb 

aigua destil·lada per treure l’excés de colorant fins observar el patró de bandes de les 

proteïnes. Un cop comprovem que les proteïnes s’han transferit bé es renta la 

membrana amb PBS 1x.  

2.7.3 Western Blot 

Un cop que les proteïnes s’han transferit a la membrana, es procedeix a la 

identificació d’aquestes, mitjançant la tècnica de la immunodetecció denominada 

Western Blot. És important l’ús d’anticossos primaris que reconeixen de manera 

específica la proteïna d’interès, i la utilització d’anticossos secundaris, específic per 

les immunoglobulines de la espècie on s’ha originat l’anticòs primari. A més l’anticòs 

secundari té incorporat l’enzim peroxidasa que en presencia del seu substrat catalitza 

una reacció de quimioluminescència. El protocol varia en funció del anticòs primari 

que s’utilitzi, normalment es modifica la dilució del anticòs, el tampó que s’utilitzi o 

fins hi tot el temps d’incubació. El protocol general és: 

 

1. Es bloqueja la membrana amb llet en pols o BSA (Bovine Serum Albumin) al 5% 

en TBST 1x (TBST 10x: 99mM Tris base i 1,49M NaCl + 0,05% Tween 20). Durant una 

hora a temperatura ambient en agitació. Així evitem la unió inespecífica da la 

membrana dels anticossos que utilitzarem.  

2. Es dilueix els anticossos (a la concentració que recomani la casa comercial) en 

TBST 1x + llet en pols o BSA al 2%. Posteriorment s’incuba la membrana amb les 

dilucions anticossos primaris durant tota la nit en agitació a la cambra freda.  
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Taula 15: Anticossos primaris 

 
 

3. Al dia següent es fan tres rentats de 10 minuts amb tampó de rentat TBST 1x + 

2% de llet. 

4. S’incuba la membrana amb els anticossos secundaris corresponents, diluïts 

amb TBST 1x + 2% de llet, de 1 a 2 hores a temperatura ambient. 

 

Taula 16: Anticossos secundaris 

 
 

5. Es torna a fer 6 rentats de 10 minuts amb TBST 1x +2% de llet. 

6. Pel revelat, s’incuba la membrana amb el sistema de detecció per 

quimioluminescència en una mescla 1:1 amb les solucions de Pierce™ ECL Western 

Blotting Substrate (Thermo Scientific) i amb pel·lícules fotogràfiques Hyperfilm 

(Amersham Biosciences) amb diferents temps d’exposició.  

 

Anticòs Casa comercial Origen
Dissolució de 

treball

anti-β-catenina
BD- Transduction

Laboratories, Lexington, KY

Monoclonal
Ratoí

(Epítop: AA 571-781)
1/500

Anti-MSH6
BD- Transduction

Laboratories
Clone 44/MSH6

Monoclonal 
Ratolí

1/750

anti-actina
MP Biomedicals, Irvine, CA

C4
Monoclonal 

Ratolí
1/1000

Anticòs Casacomercial Origen Dissolució de Treball

anti-Ratolí IgG HRP BioRad
Policlonal

Cabra
1/5000

anti-Ratolí IgG HRP GE Healthcare
Policlonal

Ovella
1/1000

anti-Conill IgG HRP BioRad
Policlonal

Cabra
1/5000
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2.8 Estudi de la interacció entre els fragments de la proteïna APC i la 

β-catenina amb BIAcore. 

2.8.1 Construcció del pGEX-APC-4x15 amb la mutació APC S1028R 

En el cas del fragment del gen APC amb les 4 repeticions de 15 AA, ja estava 

construït el plasmidi amb el fragment d’APC salvatge (Menendez et al., 2008). Es va 

procedir a fer la mutagènesis de S1028R sobre el fragment d’APC salvatge. 

2.8.2 Construcció de pGEX-APC-3x20 amb les mutacions I1307K E1317Q 

Es va clonar un fragment del gen APC que conté les 3 primeres repeticions de 20 

AA del domini d’unió i regulació de β-catenina (AA 1258-1521) dins del plasmidi 

pGEX-4T1. L’amplificació del fragment APC 3x20 es realitza a partir del gen APC del 

plasmidi mYF-APCfs sobre els que ja s’havien introduït les mutacions mitjançant 

mutagènesi dirigida. Aquesta amplificació es fa utilitzant uns encebadors específics. 

En l’encebador forward s’hi va afegir una diana per l’enzim de restricció EcoRI i en 

l’encebador reverse una diana per l’enzim de restricció XhoI, aquestes dianes es 

troben en el extrem 5’ de cada encebador. La qualitat dels productes amplificats es 

comprova mitjançant l’electroforesi en un gel d’agarosa.  

 

Purificació del DNA a partir de gels d’agarosa: Després de visualitzar els 

fragments amplificats en un gel d’agarosa, es purifica el DNA amplificat i es seqüència 

amb els mateixos encebadors, per comprovar que no tenen mutacions no desitjades. 

Els fragments de DNA poden ser recuperats i purificats dels gels d’agarosa, quan els 

fragments han estat separats es retallen les bandes, corresponents als fragments que 

es vol recuperar, amb un bisturí sota una il·luminació de llum UV de baixa intensitat. 

Una vegada retallada la banda, es purifica amb un kit de purificació de DNA, en el 

nostre cas vam utilitzar el Kit High Pure PCR Product Purification Kit de Qiagen, 

d’acord amb les instruccions del fabricant.  

 

Digestió del DNA amb enzims de restricció i lligació dels fragments de DNA: Tot 

seguit es realitza una digestió doble, tant del plasmidi pGEX-4T1 com dels fragments 
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d’APC 3x20 amb els enzims de restricció EcoRI i XhoI (BioLabs), segons les 

instruccions del fabricant. Els productes digerits es visualitzen en un gel d’agarosa. 

Després de l’electroforesi es talla la banda del plasmidi i de l’insert i es purifiquen, en 

el nostre cas amb el kit High Pure PCR Product Purification Kit, d’acord amb les 

instruccions del fabricant.  

Després de purificar els productes de la digestió, es procedeix a lligar el fragment 

APC 3x20 amb el plasmidi pGEX-4T1 mitjançant el kit Rapid DNA Ligation Kit (Roche), 

segons les instruccions del fabricant. El producte de la lligació es va utilitzar per 

transformar bactèries E.coli competents, tal com s’ha comentat anteriorment. Una 

vegada es va verificar que els bacteris havien incorporat l’insert, es va seqüenciar, 

seguint el protocol ja descrit, per comprovar que aquest no tingués cap mutació 

addicional. 
 

Taula 17: Seqüència dels encebadors utilitzats per la construcció del plasmidi de les proteïnes de fusió i la 

seva seqüenciació. 

 

Encebadors plasmidis 
recombinants Biacore

Seqüència

APC3x20upEcoRI 5’-CCGGAATTCACAATACAGACTTAT-3’

APC3x20dwXhoI 5’-CCGCTCGAGCACATCTTTCTG-3’

APC3x15upEcoRI 5’-CCGGAATTCATGGATGATAATGATGGA-3’

APC3x15dwXhoI 5’-CCGCTCGAGGAATGAAAATGACTGTTTCTGT-3’

pGEX_5_primer up 5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’

pGEX_3_primer dw 5’-CCGGGAGCCTGCATGTGTCAGAGG-3’

Primer GST fw (dentro secuencia) 5’-GGATGCGTTCCCAAAATTAG-3’

pGEX_3_primer dw 5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’

Primer all_GSTfw 5’-GACAATTAATCATCGGCTCGT-3’

Primer GST_APC4X15rv 5’-TGTGAAGGACTTTGCCTTCC-3’

Primer GST_APC3X20rv 5’-TGCTGGATTTGGTTCTAGGG-3’
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2.8.3 Expressió i purificació de proteïnes recombinants en procariotes. 

Es van expressar en E.coli les proteïnes de fusió, GST-APC-4x15-WT, GST-APC-

4x15-S1026, GST-APC-4x15-R1028, GST-APC-3x20-WT, GST-APC-3x20-K1307, GST-

APC-3x20-Q1317 i el GST-lliure. Després les vam purificar per cromatografia 

d’afinitat.  

 

1. Per produir les proteïnes es fa créixer un inòcul de bactèries transformades, 

amb el plasmidi que conté els inserts del gen APC, en 200ml de LB, amb l’antibiòtic de 

selecció corresponent, en agitació a 37ºC tota la nit. 

2. Al matí següent s’hi afegeix 40ml del inòcul en 1L de LB amb antibiòtic, i es 

deixa en agitació a 37ºC fins que el creixement de les bactèries arriba a una densitat 

òptica a 60nm de 0.3-0.6.  

3. En aquest punt, s‘indueix l’expressió de les proteïnes amb IPTG a una 

concentració final de 0.1mM i es deixa incubant durant 3h a 37ºC en agitació. 

4. Passat aquest temps es centrifuguen les bactèries a 3000rpms durant 30 

minuts a 4ºC. 

5. Després es resuspèn el pellet amb 4ml de PBS 1x (10mM EDTA, pH 7.5) amb 

inhibidors de proteases.  

6. Llavors es precedeix a lisar les bactèries per sonicació en dos períodes de 30 

segons, mantenint-les en gel constantment.  

7. A continuació s’hi afegeix en el lisat 1mM de PMSF 

(phenylmethanesilphonyfluoride) i un 1% Tritó X-100 i es deixa incubar 1h en gel. 

8. Passada aquesta hora, es torna a centrifugar el lisat a 10000rpm durant 15 

minuts a 4ºC.  

9. Llavors ens quedem la fracció soluble de on es purifiquen les proteïnes i es 

descarta el pellet. 
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Figura 21: Esquema d’extracció de proteïnes produïdes en bacteris. 

 

10. El sobrenedant s’incuba 2h i 30 minuts a 4ºC en rotació amb 500μl de resina 

Glutathione-Sephrarose 4B (Amersham Biosciences), prèviament rentades amb PBS 

1x suplementat amb inhibidors de proteases.  

11. Després de la incubació es fan tres rentats amb PBS 1x amb inhibidors de 

proteases per eliminar les proteïnes no unides a la resina.  

12. Seguidament s’elueixen les proteïnes que estaven unides a la resina amb 

10mM de glutatió reduït amb 50mM Tris-HCL pH8 i 5mM DTT. 

 

 

Figura 22: Esquema de la purificació de proteïnes produïdes en bacteris. 

 

13. La proteïna obtinguda es va dialitzar amb 5mM HEPES pH 7.6, 1mM DTT, 0,2 

PMSF i 1mM EDTA, durant 18h en agitació a 4ºC.  

14. Finalment, la proteïna dialitzada es va quantificar per la tècnica BCA, i es va 

córrer en un gel de SDS-PAGE per visualitzar-la amb una solució de blau de 

Coomassie. Per a quantificar les proteïnes expressades en bactèries es va seguir el 

mateix protocol descrit anteriorment. 
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Figura 23: Esquema de visualització de les proteïnes purificades produïdes en bacteris. 

 

2.9 BIAcore T100 

La plataforma BIAcore permet estudiar la interacció entre biomolècules a temps 

real. Es basa en el fenomen òptic de ressonància de plasmó superficial (SPR, Surface 

Plasmon Resonance). El SPR es produeix quan la llum polaritzada colpeja una 

superfície elèctricament conductora en la interfase entre dos medis de diferent índex 

de refracció. Això genera ones de densitat de càrrega d'electrons anomenades 

plasmons.  

En el BIAcore, les interaccions entre biomolècules canvien la concentració del 

solut i, per tant, l’índex de refracció. Aquesta variació en l’índex de refracció provoca 

una variació en l’angle, que s’expressa en unitats de ressonància (RUs, Resonance 

Units) i es presenta la seva variació en funció del temps mitjançant un sensograma.  

El fenomen SPR permet mesurar els canvis de massa produïts en una superfície 

entre una molècula unida a aquesta superfície i unes altres en suspensió, en temps 

real, sense necessitat de marcatges i independentment de la naturalesa de les 

molècules que interaccionen. 
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Figura 24: Esquema de del funcionament del BIAcore per l’estudi d’interacció entre biomolècules. 

 

Durant el curs de la interacció, la llum polaritzada es dirigeix cap a la superfície 

del sensor i es detecta l'angle de la llum d'intensitat mínima reflectida. Aquest angle 

canvia a mesura que les molècules s'uneixen i es dissocien i el perfil d'interacció es 

registren en temps real.  

Entre les aplicacions de la SPR destaquen la investigació i el descobriment de 

nous fàrmacs, l’estudi de l'activitat de proteïnes i l’anàlisi d'estabilitat en la producció 

biofarmacèutica. 

En el nostre cas els assajos d’interacció entre proteïnes es van fer amb l’aparell 

BIAcore T100 dels Serveis Cientificotècnics de la UB. Una de les proteïnes 

s'immobilitza sobre una superfície de sensor d'or. Hi ha diferents tipus de xips que es 

diferencien bàsicament en el tipus de superfície on s’immobilitza el lligand; el xip més 

comú és el CM5, que és el que vam utilitzar, en el qual s’ha dipositat una matriu de 

dextrà carboximetilat sobre la superfície d’or. Cada xip consta de quatre canals 

diferents, i a cada canal s’hi pot unir covalentment un lligand diferent. L’analit 

s’injecta sobre la superfície que conté el lligand immobilitzat mitjançant un flux 

continu. Si es produeix interacció, obtindrem una corba d’associació. Posteriorment 

s’atura la injecció de l’analit, però es manté un flux continu del tampó en el què estava 

dissolt l’analit i això ens permet obtenir la corba de dissociació. Finalment, s’injecta 

una solució de regeneració que indueix la dissociació total de l’analit amb el lligand 

sense danyar el lligand.  
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Els passos que vam seguir en el nostre experiment van ser els següents:  
 

1. Primer es va activar la superfície del xip amb 1-ethyil-3-(3-

dimethylaminoropyl)carbodiimide (EDC) i N-hydroxysuccinimide (NHS).  

2. Per assegurar que la unió entre els fragments proteics es produïen en la 

orientació correcte primer vam immobilitzar un anticòs anti-GST covalentment 

0.07pmols/mm2 en els canals del xip CM5 mitjançant la formació d’enllaços amida, a 

una velocitat de flux de 10µl/min, d’acord amb les instruccions del fabricant.  

3. Finalment, l’excés de grups reactius es van desactivar amb 70µl d’1M 

ethabolamine-HCl, pH8,5.  

4. Després passàvem primer les proteïnes de fusió (GST-fragments APC) a 0,05µM 

i ens asseguràvem que s’unia al anticòs.  
 

 

Figura 25: Esquema de la nostre estratègia per l’estudi d’interacció entre proteïnes amb el BIAcore. 

 

5. Un cop units els fragments d’APC al anticòs mitjançant la GST, injectàvem 

diferents concentracions de β-catenina, entre 0,156µM - 10µM, purificada sense GST 

en tampó HBS-EP (0.01M HEPES pH 7.4, 0.15M NaCl, 3mM EDTA, 0.005% Surfactant 

P20). Com a control de que la β-catenina s’unia als fragments d’APC i no la GST o al 

anticòs, també es va passar diferents concentracions de β-catenina en un canal on 

sols estava unit l’anticòs anti-GST o un canal on primer s’havia injectat la proteïna 

GST sense APC. D’aquesta manera es pot afirmar que β-catenina tan sols interactua 

amb APC i no amb l’anticòs o la proteïna GST. 

6. Després de passar cada concentració de β-catenina, regeneràvem el xip, deixant 

en els canals tan sols l’anticòs contra GST. És a dir, que per cada cop que injectàvem la 
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β-catenina, primer havíem de fer la captura dels fragments d’APC o de GST i injectar 

després la β-catenina. 

2.10  Experiments in vivo 

2.10.1 Injecció subcutània 

Es van injectar subcutàniament 5x106 cèl·lules de les línies cel·lulars SW480 

parentals, SW480 estables transfectades amb APCwt, APC N1026S, APC S1028R i APC 

I1307K en 5 ratolins per cada línia i en cada costat del ratolí (n=10). Els ratolins es 

sacrificaven passats uns 30 dies després de la injecció. En el moment del sacrifici que 

es realitzava mitjançant dislocació cervical s’extreien els tumors. Els tumors es 

pesaven, es mesuraven i es guardaven per posteriorment estudiar les seves 

característiques. Es guardaven en blocs de parafina i OCT per realitzar estudis 

histològics, i es congelaven petits fragments directament en tubs amb la major 

velocitat possible per realitzar estudis moleculars. El volum tumoral es va determinar 

seguint la fórmula: ((llarg del tumor) x (Ample del tumor)2)/2  

2.10.2 Extracció de DNA de teixit amb Salí 

El procediment que s’ha de seguir per fer l’extracció de DNA de teixit és el 

següent:  

 

1. Prendre una petita quantitat de teixit i tallar amb un bisturí estèril.  

2. Afegir 700μl de tampó d’extracció (100mM NaCl, 20mM Tris, 25mM EDTA), 

20μl de proteïnasa-K (20 mg/ml) i 80μl de SDS (dodecil sulfat sòdic) al 10%.  

3. Incubar les mostres durant la nit a 56ºC.  

4. Al dia següent s’hi afegeix NaCl 5M per a que sigui una concentració final de 

1,5M i s’agiten les mostres.  

5. Llavors es centrifuguen les mostres a la màxima velocitat (12-14,000 rpm) 

durant 15 minuts a temperatura ambient.  

6. S’aboca el sobrenedant a un tub eppendorfs de 1,5ml nou.  

7. En el sobrenedant s’hi afegeix un volum igual (~800ml) de 100% de 

isopropanol i barrejar suaument invertint el tub fins que es vegi el precipitat de DNA. 
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8. Es torna a centrifugar la mostra a tota velocitat (12-14,000 rpm) durant 10 

minuts.  

9. Després es retira el sobrenedant i es rentar el sediment de DNA amb 200-700μl 

de 70% d'etanol dues vegades.  

10. Es deixa que la mostra s'assequi a l'aire.  

11. I un cop la mostra és ben seca, es resuspèn el DNA en 50-300μl (depenent de 

la mida de la mostra) d'aigua bidestil·lada estèril. 

2.10.3 Seqüenciació del DNA 

El DNA tumoral es va seqüenciar tal i com s’ha descrit anteriorment després 

d’amplificar la regió d’interès. Els encebadors utilitzats per la seqüenciació es 

descriuen a la taula 18. 

 

Taula 18: Seqüència dels encebadors utilitzats per la seqüenciació del DNA extret dels tumors. 

 
 

2.11 Estudi del impacte funcional de l’al·lel I1307K en la progressió 

tumoral  

Per realitzar l’estudi es van escollir 8 casos portadors de l’al·lel APC I1307K, dels 

quals desponíem de DNA genòmic de limfòcits i teixit colònic parafinat normal i 

tumoral. De les mostres de teixit vam extreure DNA i RNA mitjançant el kit d’extracció 

RNA/DNA extracción of FFPE slides: RecoverAll total nucleic acid isolation kit. 

Ambion/RNA by life technologies (seguint les instruccions del fabricant).  

Encebadors Seqüència

APC 15 D up 5’-CTGCCCATACACATTCAAACAC-3’

APC 15 D dw 5’-TGTTTGGGTCTTGCCCATCTT-3’

APC 15 G up 5’-AAGAAACAATACAGACTTATTGT-3’

APC 15 H dw 5’-TATCAGCATCTGGAAGAACCT-3’

APC 15 I up 5’-AGTAAATGCTGCAGTTCAGAGG-3’

APC 15 I dw 5’-TTCTGCCTCTTTCTCTTGGTT-3’
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Tot seguit es va procedir a preparar les llibreries tant de DNA com de RNA per 

posteriorment realitzar la seqüenciació de les mostres per seqüenciació massiva amb 

la plataforma d’Illumina HiSeq 2500.  

2.11.1 Amplificació del DNA  

Per tal de poder verificar els resultats obtinguts per seqüenciació massiva vam 

utilitzar el kit de Sigma SeqPlex Enhanced DNA Amplification-kit per tal d’amplificar 

el DNA, extret de parafina i dels limfòcits, ja que disposàvem de molt poc material.  

 

1. El DNA de limfòcits primer es va fragmentar amb el Fragmentation buffer from 

WGA2 sigma kit seguint les instruccions del fabricant.  

2. El DNA de parafina no s’ha de fragmentar ja que en el procés de parafinar i 

desparafinar el DNA que s’obté ja està fragmentat. El que es va fer va ser reparar-lo 

amb el kit PreCR repair Mix, aquest tractament és un procés que serveix per reparar 

les alteracions (insercions d’uracils) produïdes pel procés de parafinar i desparafinar.  
 

 

Figura 26: Esquema del procés de reparació del DNA de blocs de parafina mitjançant la PreCR repair Mix.  

 

3. Amplificació del DNA. 

4. El material amplificat es va reparar mitjançant l’enzim T4 DNA Polymerase. 

5. La qualitat i la mida dels fragments de DNA es van analitzar amb la plataforma 

Agilent 2100 BioAnalyzer. 

6. Després es va enviar a la plataforma de seqüenciació per tal que acabessin el 

procés de preparació de llibreries seguint el protocol de New England Bio-Lab i la 

posterior seqüenciació.  

2.11.2 RNA de teixit normal i de tumor 

1. Primer es va tractar el RNA amb el kit Ovation RNA-Seq FFPE System from 

Nugen, tal i com indica el fabricant.  
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2. Un cop tractat el RNA es van preparar les llibreries amb el kit Encore Rapid DR 

Multiplex System kit.  

3. La qualitat i la mida de les llibreries de RNA es van analitzar amb la plataforma 

Agilent 2100 BioAnalyzer. 
 

2.12 Estudi mutacional del gen UNC5C 

Es va obtenir DNA genòmic de sang perifèrica dels malalts inclosos en l’estudi. 

L’extracció es va realitzar amb el kit DNA FlexiGene (Qiagen). Per altra banda es va 

extreure DNA de mostres de parafina fixades amb formalina, utilitzant el kit de teixit 

FFPE DNA QIAamp (Qiagen, Hilden, Alemanya), seguint les instruccions del fabricant.  

Es van realitzar l’estudi mutacional del gen UNC5C utilitzant una combinació 

d’amplificacions del DNA per PCR agrupant els pacients i dirigint la seqüenciació 

massiva en paral·lel, tal com va ser descrit prèviament (Puente et al., 2011). Les 

amplificacions de les barreges de DNA es van realitzar amb la polimerasa d’alta 

fidelitat: Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, 

USA), utilitzat encebadors dissenyats per nosaltres, els encebadors es van dissenyar 

utilitzat la web Primer3 (Primer3 Input (versió 0.4.0)). La seqüenciació massiva en 

paral·lel, es va dur a terme en la plataforma HiSeq-2000 (Ilumina) en el Centre 

Nacional d’Anàlisi Genòmica (CNAG, Barcelona, Espanya). 
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Taula 19: Seqüència dels encebadors utilitzats per l’estudi mutacional del gen UNC5C 

 

2.12.1 Seqüenciació automàtica directe 

Es va dur a terme la seqüenciació per Sanger dels exons on s’havia trobat una 

mutació per identificar els individus que eren portadors. La seqüenciació es va 

realitzar tal i com s’ha descrit anteriorment. En aquest cas es van utilitzar els 

mateixos encebadors que es van fer servir pel cribatge mutacional. 

2.12.2 En l'anàlisi de predicció in silico 

Per veure si les variants missense produïen un impacte a nivell proteic, es va fer 

l’anàlisi in silico utilitzant els programes de predicció SIFT, PolyPhen-2 i Condel. 

L’algoritme SIFT s’utilitza per predir l’efecte de la variant no sinònima en la funció de 

la proteïna (Kumar, Henikoff S Fau - Ng, & Ng, 2013) El PolyPhen-2 es va utilitzar per 

predir si hi havia un efecte funcional de les variants missense en humans (Adzhubei, 

Jordan, & Sunyaev, 2013) I per últim, el programa Condel millora l'avaluació dels 

resultats d'SNPs no sinònims amb una puntuació de consens deletèria (Gonzalez-

Perez & Lopez-Bigas, 2011). Els efectes potencials de la variant en el splicing es van 

Anàlisis mutacional
(Exons)

Encebador Fw (5’-3’) Encebador Rv (5’-3’)

1 TCAAACTCCTCCTCGGCGTC GGCCGCGGAGCTTGGCGGAC

2 ATGTGTTAACCATCTTCCAC GTGAATCTTGAAGTGCAATG

3 AGTATGAATCTTGTGTTGAC TGGGATTACAGGCGTGAGTC

4 GCACAGATAAAATACTAAGCCAGAAA CATACCCTAATTCACTGCACCA

5 ATCAGGGGATCCATGCTGAG TGAACTAGATTGAGACCCTG

6 GTGTTGTGCATGCACACATG GGAGATACTTGGAATGAGAG

7 CTCCATCCCTTAAGCAGCTG CCCTCAATGTCTGCAGTTTG

8 TATAAGCAGCTGGTTCAATG AAGTAACAGGGTGTGAAGTG

9a CTGAATGGAGAATGCCAATG GACAGCTTGGACGTAAACTC

9b CAAAGTGTACAACACCTCAG AATATGTTTCAAGCTGCCTC

10 TCATTCCCTTTTACGTGCTG CATTGGTAAAGTCAGTGCAC

11 ACCCAAGTGCATAGTTCATG TGCTCCTGCTTATCTGCATG

12 TCCTGGGTGACTTAGCCATG TTCCAGGTGGAGGTGAAGAG

13 GAGAGCTGACAGAAGTGATC TCTTAGAGATGTCTCCAGAC

14 GGCAGCAGACCATCTGAGAG TTCCTGAGTGTCGCACTCTC

15 TGTCCTCAGAAATAATGCTG ACAGAAAGAAGCTAGTCTTG

16 TAAGTCACACTGTTGAGCAC TCCTTCATTTCCCCTTCCAG
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avaluar mitjançant l'ús del programa: Human Splice Cercador v.3.0 

(www.umd.be/HSF/). 

L'estructura 3D de la proteïna humana UNC5C (O95185, ENSP00000406022) 

estava disponible per a la regió compresa entre els aminoàcids 528 i 928 (plantilla 

MODBASE 3g5b_A, amb un percentatge d’identitat en la seqüència d’aminoàcids del 

62% comparada amb la seqüència d’aminoàcids humana real) i per als aminoàcids 

260-367 (plantilla swissmodel 1lsl_A, amb un percentatge d’identitat en la seqüència 

d’aminoàcids del 41% comparada amb la seqüència d’aminoàcids humana real). 

D'altra banda, l'efecte sobre l'estabilitat de la proteïna de les mutacions missense 

identificades ha estat predita utilitzant els programes PoPMuSIC 

(http://dezyme.com), Eris (http://troll.med.unc.edu/eris/), I-Mutant 2,0 

(http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) i CUPSAT (http://cupsat.tu-

bs.de). 

2.12.3 L'anàlisi de metilació del promotor 

Per tal d’analitzar els nivells de metilació del promotor en el gen UNC5C, es va 

tractar 1µg de DNA genòmic amb bisulfit, usant el kit de metilació de DNA EZ-Gold 

(Zymo Research, Orange, CA, EUA), seguint les instruccions del fabricant. Després es 

va utilitzar un total de 1µl d'DNA convertit amb bisulfit en dues reaccions de PCR per 

a l'amplificació i posterior seqüenciació de la regió de promotor del gen UNC5C. Es 

van analitzar 23 illes CpG. Per tal d’identificar si la metilació del promotor del gen 

UNC5C era especifica de tumor, es van comparar els resultats de seqüenciació de 

bisulfit entre mostres de tumor i mostres de teixit normal (sang o mucosa de còlon 

normal) del mateix pacient.  

 

Taula 20: Seqüència dels encebadors utilitzats per l’estudi de metilació en el promotor del gen UNC5C 

 

 

Anàlisi metilació
(Promotor)

Encebador Fw (5’-3’) Encebador Rv (5’-3’)

UNC5C_1 GGTGTTTGTGTGTGTTTTTTATAGG TTTAAAAATCCCTCTTTCCCAATAC

UNC5C_2 GTATTGGGAAAGAGGGATTTTTAAA AACCCCACTAAACAAAAACTAAATC
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PART I 
 

1. Variants del gen APC 

La variant d’APC I1307K està present en un 6% de la població jueva Askenazi i 

està considerada com un al·lel de risc moderat pel càncer colorectal (Laken et al., 

1997), però hi ha molta controvèrsia sobre la seva patogenicitat. Per la variant APC 

E1317Q hi ha estudis que la consideren com al·lel de risc i altres com a polimorfisme 

(Azzopardi et al., 2008; Dallosso et al., 2009; Lamlum et al., 2000; Liberman et al., 

2007). En aquest estudi també es va incloure en l’anàlisi la variant S1028R detectada 

en un pacient amb AFAP. 

 

Característiques clíniques de la variant APC S1028R 

La variant APC S1028R, prèviament no descrita, es va identificar en una pacient 

de 53 anys afecte d’AFAP (30 adenomes en el moment del diagnòstic; tots ells amb un 

grau lleu de displàsia) i sense antecedents de FAP a la família. El pare i l’àvia paterna 

havien desenvolupat un carcinoma colorectal sense adenomes (figura 27). Aquesta 

variant dóna lloc a un canvi de serina a arginina en un residu altament conservat de 

l’exó 15 del gen APC, localitzat en la primera de les quatre repeticions de 15 AA que 

regulen la unió d’APC amb β-catenina. Degut a la seva localització dins d’un domini 

funcional de la proteïna i pel fet de que es tracta d’una seqüència altament 

conservada en l’evolució fa sospitar que la variant pugui ser la responsable de la 

malaltia. De fet, aquesta mutació està localitzada molt a prop de la posició on es va 

localitzar la mutació N1026S que va ser reportada com a patogènica en una família 

afecta d’AFAP (Menendez et al., 2008). 
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Figura 27: Arbre familiar on va ser identificada la variant missense APC S1028R 

 

2. Estudi de l’activitat transcripcional mitjançada per -catenina 

Per realitzar aquests assajos es va dur a terme transfeccions transitòries i 

estables en les línies cel·lulars SW480 i DLD-1. Ambdues línies cel·lulars, no tenen la 

proteïna APC funcional i l’expressió exògena de la proteïna APCwt en aquestes 

cèl·lules produeix una disminució dels nivells de transcripció del complex β-

catenina/TCF-4 (Korinek, 1997; Morin et al., 1996). Per altra banda, l’expressió 

exògena de la proteïna APC D1309Δ, que també és una variant truncat, no redueix la 

transcripció mitjançant el complex β-catenina/TCF-4 en aquestes cèl·lules. Per tant, 

esperem que les variants amb impacte funcional provoquin una disminució en la unió 

de la proteïna APC amb β-catenina, el que impediria la correcta fosforilació i 

degradació de β-catenina i com a conseqüència, aquesta s’acumularia al citoplasma i 

seguidament al nucli. Per aquest motiu esperem que les cèl·lules transfectades amb 

variants missense mostrin uns valors de transcripció intermedis entre les cèl·lules que 

expressen APCwt i les cèl·lules que expressen APC D1309Δ.  

 

Efecte de les variants S1028R, I1307K i E1317Q en la transcripció mitjançant el 

complex de β-catenina/TCF-4 
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Transfeccions transitòries: Com esperàvem les cèl·lules transfectades amb APCwt 

tenen un nivell de transcripció mitjançat el complex β-catenina/TCF-4 

significativament més baix que les cèl·lules transfectades amb el plasmidi sense APC 

(GFP) i les transfectades amb APC D1309Δ. En la figura 28 s’observa que totes les 

variants missense que vam testar en la línia cel·lular SW480 tenen l’activitat de 

transcripció més elevada, pel que interpretem que totes les variants missense podrien 

tenir un impacte funcional sobreactivant la transcripció mitjançada pel complex β-

catenina/TCF-4. Però a causa de la variabilitat dels resultats, entre els experiments, 

tan sols observem diferències significatives amb les variants APC S1028R i APC 

E1317Q quan les comparem amb els valors obtinguts amb la variant APCwt. 

 

 

Figura 28: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4 a 

les cèl·lules SW480. Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-

relative fold change) de la transcripció en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC 

S1028R, APC I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els experiments es van 

realitzar en sis dies independents i es van analitzar per triplicat obtenint dotze rèpliques. 
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Pel que fa als resultats obtinguts amb la línia cel·lular DLD-1, figura 29, no veiem 

diferències en cap de les variants missense quan les comparem amb la variant 

salvatge. Però sí que hi ha diferències significatives quan comparem les cèl·lules 

transfectades amb APCwt amb les transfectades amb el plasmidi sense APC o amb la 

variant truncant APC D1309Δ. 

 

 

Figura 29: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4 a 

les cèl·lules DLD-1. Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-

relative fold change) de la transcripció en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC 

S1028R, APC I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els experiments es van 

realitzar en 3 dies independents i es van analitzar per duplicat o triplicat obtenint 7 rèpliques.  

 

Transfeccions estables. A la llum dels resultats obtinguts amb transfectants 

transitoris vam decidir produir, amb les línies cel·lulars SW480 i DLD-1, transfectants 

estables amb les variants del gen APC que volíem estudiar, per així intentar disminuir 

la variabilitat intra i interexperimental, que podria estar afectant a la sensibilitat 

analítica de l’assaig. 
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Amb la línia cel·lular DLD-1, figura 30, es van obtenir diferències significatives en 

el nivell de transcripció en totes les variants analitzades. Cal remarcar que, en aquest 

cas, la variant APC N1026S, descrita en un treball anteriorment com a patogènica, i la 

variant APC S1028R, tenen uns valors de transcripció comparables a la variant 

truncant, i per tant clarament patogènica, APC D1309Δ. La variant APC I1307K també 

mostra un valor de transcripció clarament diferent a la variant APCwt, però sense 

arribar al mateix nivell que la variant truncant. 

 

Figura 30: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4 a 

les cèl·lules DLD-1 transfectants estables. Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en 

escala logarítmica (log-relative fold change) de la transcripció en les cèl·lules transfectades amb APC 

E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. 

Els experiments es van realitzar en tres dies independents per triplicat i es van obtenir nou rèpliques. 

 

En el cas de la línia SW480 transfectada de forma estable, figura 31, també 

observem diferències significatives quan comparem les variants amb la variant 

salvatge, excepte en el cas de la variant APC E1317Q. 
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Figura 31: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4 a 

les cèl·lules SW480 transfectants estables. Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en 

escala logarítmica (log-relative fold change) de la transcripció en les cèl·lules transfectades amb APC 

E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. 

Els experiments es van realitzar en tres dies independents per duplicat i triplicat i es van obtenir vuit 

rèpliques. 

 

3. Estudi dels nivells de β-catenina i la seva distribució cel·lular a les 

cèl·lules SW480 transfectades de forma estable. 

A continuació es va analitzar si l’activació de la transcripció mitjançada pel 

complex β-catenina/TCF-4 en les cèl·lules SW480 transfectades de forma estable amb 

les variants APC I1307K i APC S1028R estava associada amb canvis en els nivells de β-

catenina cel·lular i/o en la seva distribució subcel·lular.  

En la figura 32 observem un exemple de Western Blot, on es va detectar els nivells 

de la proteïna MSH6, com a marcador de la fracció nuclear, per tal de comprovar si 

érem capaços de separar les proteïnes citoplasmàtiques (escrit com a “Cito.”) de les 

nuclears (escrit com a “Nucli”). Com es pot observar no acabem de separar del tot la 

fracció citoplasmàtica de la nuclear, sobretot en el cas de les cèl·lules transfectades 
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amb la variant salvatge, però sí que tenim un enriquiment de MSH6 en la fracció 

nuclear. En la segona franja de la figura 32, observem que els nivells de β-catenina 

citoplasmàtica baixen en les cèl·lules transfectades amb la variant APCwt mentre que 

no es modifiquen els nivells de -catenina nuclear el que suggereix que la 

sobreexpressió de APCwt promou la degradació de β-catenina citoplasmàtica. La 

transfecció de les variants APC estudiades no comporta cap canvi en l’expressió de   

β-catenina citoplasmàtica o nuclear quan es comparen amb les parentals.  

 

Figura 32: Western Blot de les línies cel·lulars SW480 parentals i les transfectades de forma estable amb les 

variants d’APCwt, APC S1028R i APC I1307K. (Cito. = fracció citoplasmàtica; Nucli= fracció nuclear). Com a 

control de càrrega vam utilitzar l’anticòs contra α-actina. 

 

A la gràfica de sota (figura 33) es mostra la valoració quantitativa de les 

diferències observades normalitzant per l’efecte observat per la reintroducció 

d’APCwt. Tot i que la interpretació dels experiments ha de ser cautelosa no veiem que 

la variant I1307K es comporti com l’al·lel wt quant a la seva capacitat de disminuir i 

de redistribuir la quantitat de β-catenina nuclear i citoplasmàtica. 
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Figura 33: Gràfica de la intensitat de β-catenina observada en el Western Blot de les línies cel·lulars SW480 

parentals i les transfectades de forma estable amb les variants d’APCwt, APC S1028R i APC I1307K (N=2).  

 

4. Estudi dels nivells d’expressió dels gens APC, c-myc i Axin2 

Pel que fa a l’expressió dels gens c-myc i Axin2, línies cel·lulars SW480 i DLD-1, al 

tenir la proteïna APC truncada, tenen la via Wnt activa i per tant uns nivells 

d’expressió elevats d’aquests gens, ja que són gens diana de la via β-catenina/TCF-4 

(He et al., 1998). En aquest cas també esperem que les nostres variants missense 

mostrin nivells intermedis entre l’efecte de la variant APCwt i la variant truncant, 

d’APC D1309Δ. 

 

Efecte de les variants I1307K, S1028R i E1317Q en l’expressió dels gens APC, c-

myc i Axin2. 

 

Transfeccions transitòries: Mitjançant l’assaig qPCR es va estudiar l’efecte de les 

variants a nivell transcripcional dels gens implicats en la via Wnt.  
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4.1. APC 

L’expressió d’APC en les cèl·lules transfectades de forma transitòria, tant en la 

línia cel·lular SW480 com en la DLD-1, figures 34 i 35 respectivament, amb el 

plasmidi buit és significativament menor a la resta, tal i com era d’esperar. En 

canvi, entre les diferents variants missense o la variant truncant, no observem 

diferències significatives quan les comparem amb les cèl·lules transfectades amb 

APCwt. Per tant, es pot interpretar que les diferències que observem en els nivells 

de transcripció i expressió entre variants no poden ser atribuïdes a diferències en 

la dosi d’APC. 

 

Figura 34: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció del gen APC en les cèl·lules SW480. 

Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-relative fold change) 

de l’expressió d’APC en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC I1307K, 

APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els resultats mostren la mitjana de 6 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat (n=11). 
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Figura 35: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció del gen APC en les cèl·lules DLD-1. Es 

mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-relative fold change) de 

l’expressió d’APC en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC I1307K, 

APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els resultats mostren la mitjana de 2 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat (n=6). 

 

4.2. c-myc 

En la línia cel·lular SW480, figura 36, els nivells de transcripció del gen c-myc són 

significativament més alts en les transfeccions amb el plasmidi APC 1309Δ quan es 

compara amb APCwt (p-valor= 3.402e-05).  

 



RESULTATS 

113 

 

 

Figura 36: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció del gen c-myc en les cèl·lules SW480. 

Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-relative fold change) 

de l’expressió de c-myc en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC 

I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els resultats mostren la mitjana de 6 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat (n=11). 

 

Cap de les variants d’interès era capaç de disminuir els nivells d’expressió de        

c-myc tant com l’al·lel salvatge. No obstant, només la variant APC I1307K presenta uns  

nivells d’expressió del gen c-myc significativament més elevats que la variant 

salvatge. Pel que fa als resultats amb la línia cel·lular DLD-1, figura 37, també 

segueixen la mateixa tendència que la línia SW480 però no veiem diferències 

significatives quan comparem les variants missense amb la variant APCwt.  

N=11

*

* *SW480 



RESULTATS 

114 

 

 

Figura 37: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció del gen c-myc en les cèl·lules DLD-1. 

Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-relative fold change) 

de l’expressió de c-myc en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC 

I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els resultats mostren la mitjana de 2 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat (n=6). 

 

4.3. Axina2 

Quan analitzem els resultats obtinguts pel gen Axin2, figures 38 per la línia 

SW480 i figura 39 per la línia cel·lular DLD-1, cap de les variants que s’estudiaven 

mostraven diferències significatives en el nivell d’expressió d’Axina2 quan les 

comparàvem amb la variant salvatge tot i que el patró d’expressió era el mateix que 

l’observa’t per c-myc. L’únic resultat discordant era el resultat de la variant I1307K 

mostrava, de manera reproduïble, nivells d’expressió semblants al WT. Aquest patró 

el vam observar en ambdues línies cel·lulars. 
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Figura 38: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció del gen Axina2 en les cèl·lules 

SW480. Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-relative fold 

change) de l’expressió d’Axina2 en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, 

APC I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els resultats mostren la mitjana de 

6 experiments independents realitzats per duplicat o triplicat (n=11). 
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Figura 39: Efecte de l’expressió de les variants d’APC en la transcripció del gen Axina2 en les cèl·lules DLD-1. 

Es mostra un box plot representant el nivell de canvi relatiu en escala logarítmica (log-relative fold change) 

de l’expressió d’Axina2 en les cèl·lules transfectades amb APC E1317Q, APC N1026S, APC S1028R, APC 

I1307K, APC 1309Δ i pGFP respecte a les transfectades amb APCwt. Els resultats mostren la mitjana de 2 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat (n=6). 

 

5. Anàlisis in silico de l’efecte en la funció i estabilitat de les variants 

missense en la proteïna APC.  

De forma paral·lela es va fer l’estudi de la predicció de funció de com afectaven els 

canvis missense en la proteïna APC. els tres programes de predicció in silico el Condel, 

el Polyphen (PPH2) i el SIFT classifiquen les variants I1307K i E1317Q com a neutres, 

és a dir que no afecten la funció de la proteïna. En canvi per la variant S1028R els tres 

programes la classifiquen com a patogènica (Condel: 0,56; PPH2: 0,999; SIFT:0,0). 

Per les variants S1028R i N1026S s’ha pogut fer l’estudi d’estabilitat de la 

proteïna, ja que es troben en una regió de la proteïna APC que va ser cristal·litzada. 

Aquest anàlisi està basat en un model 3D de la interacció entre β-catenina i la 

proteïna APC humana. Per realitzar l’estudi es va utilitzar les estructures 

cristal·litzades del complex murine β-catenina:human APC (PDB ID: 1JPP), el qual ja va 
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ser utilitzar en el treball anterior per estudiar el canvi N1026S (Menendez et al., 

2008), i que hem tornat a utilitzar. També s’ha utilitzat el complex human β-

catenin:human HTCF-4 (PDB ID: 1JDH), on es reemplaça l’estructura de la β-catenina 

de ratolí per la humana, assumint que l’orientació de la proteïna APC humana en el 

complex amb β-catenina és la mateixa. En la figura 40 es pot veure que no existeixen 

canvis de conformació en la β-catenina amb la unió d’un lligant o l’altre (hAPC o 

hHTCF-4). A més el percentatge d’identitat en la seqüència entre la β-catenina de 

ratolí i la humana és del 99% per la regió de la seqüència que està cristal·litzada. 

 

Figura 40: Estructures cristal·litzades del complex murine β-catenina (gris): human APC (blau)(PDB ID: 

1JPP) i human β-catenin (verd):human HTCF-4 (taronja) (PDB ID: 1JDH) 

 

Per les dues mutacions (N1026S i S1028R) les prediccions suggereixen que 

desestabilitzen l’estructura del pèptid hAPC. Tot i així l’efecte desestabilitzador 

sembla més clar per la variant N1026S, prèviament descrita, que per la variant 

S1028R (taula 20) segons la majoria dels programes emprats. 
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Taula 20: Predicció de l’estabilitat de la proteïna (Kcal/mol) 

 

*(1D) Basat en la seqüència d’AA; (3D) Basat en l’estructura cristal·litzada 

 

Cal esmentar que l’efecte més important de les variants és l’efecte que tenen 

sobre l’afinitat en la unió amb la β-catenina. Les dues variants estan en la interfície 

d’interacció amb hAPC:β-catenina i el model BeAtMuSiC v1.0 prediu que aquestes 

dues variants disminueixen l’afinitat d’unió amb β-catenina (taula 21). Quant a 

l’impacte sobre l’afinitat sembla que S1028R l’afecta més que no pas N1026R. Cal 

destacar que els canvis N1026S i S1028R eliminen varis contactes amb les cadenes 

laterals Lys354 i Asp390 de la β-catenina, i també els contactes existents entre les 

posicions 1026 i 1028 d’APC.  

 

Taula 21: Predicció de l’afinitat d’unió amb β-catenina 

 
 

En resum els diferents mètodes utilitzats suggereixen que la variants S1028R 

afecta l’estabilitat d’hAPC (pèptid) i la seva unió amb la β-catenina de manera 

semblant a la variant N1026S. És important destacar que els resultats obtinguts amb 

la variant N1026S estan d’acord amb els que van ser reportats en el treball realitzat 

anteriorment en el nostre grup (Menendez et al., 2008). 
 

 

 

 

 

 

Mutació CUPSAT: ERIS (Fixa): ERIS (Flexible): I-Mutant (3D): I-Mutant (1D): PoPMuSIC: 

p.N1026S
Estabilitza

(0,58)
Desestabilitza

(1,09)
Desestabilitza

(1,17)
Desestabilitza

(-1,48)
Desestabilitza

(-0,79)
Desestabilitza

(0,82)

p.S1028R
Estabilitza

(2,52)
Estabilitza

(-3,11)
Estabilitza

(-1,67)
Desestabilitza

(-0,42)
Desestabilitza

(-0,58)
Desestabilitza

(1,30)

Mutació BeAtMuSiC v1.0

p.N1026S 1.04 (disminueix afinitat d’unió)

p.S1028R 1.42 (disminueix afinitat d’unió)
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6. BIAcore T100: Estudi de la interacció de β-catenina amb els 

dominis de la proteïna APC  

Per poder analitzar si les mutacions tenien un efecte en la unió de la β-catenina 

amb la proteïna APC, de forma més directa, vam fer l’estudi d’interacció entre les dues 

molècules mitjançant la plataforma de BIAcore T100. Aquesta plataforma es basa en 

el fenomen de ressonància de plasmon de superfície (SPR, Surface Plasmon 

Resonance) que permet mesurar els canvis de massa produïts en una superfície entre 

una molècula unida a aquesta superfície i una altra que està en suspensió a 

l’interaccionar entre elles.  

Primer vam immobilitzar en tots els canals del xip l’anticòs anti-GST. Després, en 

canals independents, hi injectàvem les proteïnes de fusió de GST amb el fragment 

d’APCwt o els fragments d’APC amb les diferents variants missense. Per cada mutació 

d’APC analitzada, comparàvem el grau d’interacció de la β-catenina amb el fragment 

APCwt amb el grau d’interacció amb el fragment APC mutat, tenint en compte tant 

l’associació com la dissociació. Per analitzar si les mutacions feien variar el grau 

d’afinitat que tenen les dues molècules es calculava la constant de dissociació (KD). 

Aquest constant és una constant d’equilibri que mesura la propensió que te un 

complex a separar-se (dissociar-se de forma reversible). Com més baixa sigui la 

constant de dissociació, més fortament està unida la molècula al seu lligand, és a dir, 

més gran és l'afinitat entre elles. 

Com hem esmentat anteriorment, vam produir dos fragments de la proteïna APC 

diferents, ja que les mutacions estaven localitzades en diferents dominis d’interacció 

de la proteïna APC amb la β-catenina. Les variants N1026S, S1028R i L1129S estan 

localitzades a la regió de 4 repeticions de 15 AA (figura 41), que com hem comentat 

és el domini d’unió a β-catenina, i les variants I1307K i E1317Q estan localitzades 

entre les dues primeres repeticions de 20 AA (figura 48), que és el domini d’unió i 

regulació a la baixa dels nivells citoplasmàtics de β-catenina. Per tant, els resultats 

obtinguts s’expliquen en funció de quin sigui el fragment d’APC analitzat.  
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6.1 Fragments GST-APC-4X15 

 

Figura 41: Representació esquemàtica dels fragments d’APC utilitzats en el estudi d’interacció entre APC i 

β-catenina i localització de les variants estudiades.  

 

 Variant N1026S 

La primera variant que vam estudiar en l’anàlisi d’interacció va ser la variant APC 

N1026S, que va ser caracteritzada pel mateix mètode en un treball anterior 

(Menendez et al., 2008) i que ens servia com a control dels nostres experiments. Es va 

confirmar que la cinètica d’associació-dissociació de β-catenina està afectada per la 

mutació N1026S en presència de les altres quatre repeticions de 15 AA (color verd) 

comparat amb l’APCwt (color vermell). En la figura 42 es pot observar, que a la 

mateixa concentració de β-catenina (10µM) es detecten 180 RU (unitats de 

ressonància) pel fragment APCwt, i en canvi pel fragment amb la variant N1026S les 

unitats de ressonància baixen a 140 RU. Aquest patró es reprodueix de manera 

coherent per totes les concentracions de β-catenina estudiades. 

 

COOHNH2

N1026S/S1028R
L1129S

Fragment APC 4X15
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Figura 42: Sensograma que mostra la cinètica d'associació i dissociació de N1026S. Es mostren els resultats per diferents injeccions de concentració β-catenina 

sobre la superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-4x15 (vermell) o APCN1026S-4x15 (verd). La resposta en unitats de ressonància es va 

registrar com una funció del temps 
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L’afectació en la cinètica d’associació-dissociació induïda per N1026S té un 

correlat en l’afinitat del fragment APC per la β-catenina. En el sensograma d’afinitat 

(figura 43) està representat el valor de KD per a cada molècula, com una línia vertical. 

Si el valor de KD indicat és major que la meitat de la concentració més alta utilitzada, 

aquesta línia es mostrarà de forma discontinua, advertint que serien necessàries 

concentracions més elevades d’analit per poder calcular millor la KD de forma 

precisa. Per tant, observem que per una concentració màxima de 10 µM de β-catenina 

es pot calcular l’afinitat pel fragment APCwt (línia negra continua de la figura). En 

canvi pel fragment proteic APCN1026S, la línia és discontinua, ja que al tenir menys 

afinitat serien necessàries concentracions més elevades de β-catenina per a calcular 

de forma exacte el valor de KD. Aquest resultats posen de manifest que el fragment 

d’APC amb la mutació té menys afinitat per la β-catenina que el fragment APCwt 

 

Figura 43: Sensograma que mostra els perfils d'afinitat de diferents injeccions de concentració β-catenina 

sobre la superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-4x15 o APCN1026S-4x15. La 

resposta en unitats de ressonància es va registrar com una funció del temps. Les línies verticals representen 

els valors de KD, la continua pel fragment d’APCwt i la discontinua pel fragment mutat. 
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 Variant L1129S  

Una altra variant que vam estudiar en l’assaig d’interacció va ser la variant APC 

L1129S, que també va ser caracteritzada amb el mateix mètode en el treball anterior 

(Menendez et al., 2008). En aquest cas ens servia com a control negatiu, ja que els 

resultats obtinguts en l’estudi anterior van ser que no afectava a la capacitat 

d’interacció amb β-catenina. En aquest cas, figura 44, el fragment d’APC amb la 

mutació L1129S (color blau cel) mostra unes RU més elevades que el fragment WT 

(color vermell), encara que la diferència entre les RUs és menor que per la variant 

N1026S. Aquest resultats ens indiquen que la variant L1129S, en presència de les 

altres quatre repeticions de 15 AA, no disminueix la interacció d’APC 4x15 amb la β-

catenina..  
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Figura 44: Sensograma que mostra la cinètica d'associació i dissociació de L1129S. Es mostren els resultats per diferents injeccions de concentració β-catenina 

sobre la superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-4x15 (vermell) o APCL1129S-4x15 (blau cel). La resposta en unitats de ressonància es 

va registrar com una funció del temps. 
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Pel fragment amb la mutació L1129S tampoc es va veure afectació en l’afinitat del 

fragment APC per la β-catenina. En aquest cas, a la figura 45, es pot observar que el 

fragment de la proteïna APCwt té menys afinitat per β-catenina que el fragment APC 

L1129S. A més a més, en ambdós casos es pot calcular de manera precisa, amb una 

concentració màxima de 10µM de β-catenina el valor de la KD, ja que aquesta 

constant està representada pels dos fragments amb una línia continua de color negra.  

 

 

Figura 45: Sensograma que mostra els perfils d'afinitat de diferents injeccions de concentració β-catenina 

sobre la superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-4x15 o APCL1129S-4x15. La 

resposta en unitats de ressonància es va registrar com una funció del temps Les línies verticals representen 

els valors de KD. 

 

 Variant S1028R  

Pel fragment d’APCS1028R-4x15, figura 46, observem una disminució de la interacció 

de β-catenina amb el fragment mutat (color rosa) quan es compara amb el fragment 

APCwt (color vermell). A més, en aquest cas sembla que l’afectació de la interacció és 

més clara per S1028R que per N1026S.  
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Figura 46: Sensograma que mostra la cinètica d'associació i dissociació de S1028R. Es mostren els resultats per diferents injeccions de concentració β-catenina 

sobre la superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-4x15 (vermell) o APCS1028R-4x15 (rosa). La resposta en unitats de ressonància es va 

registrar com una funció del temps. 
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En consonància amb les observacions prèvies es veu clarament que la mutació 

S1028R disminueix l’afinitat amb la β-catenina, com s’observa en la figura 47. La 

representació de la KD de la variant és una línia discontinua (rosa). En aquest cas la 

KD també està dibuixada amb una línia discontinua perquè serien necessàries 

concentracions de β-catenina més elevades per poder calcular de forma més acurada 

el valor de la KD per la mutació. Quan comparem la KD de la variant S1028R amb la 

KD obtinguda amb la variant N1026S. Observem que la variant S1028R té encara 

menys afinitat per β-catenina que la variant N1026S (figura 42). 

 

Figura 47: Sensograma que els perfils d'afinitat de diferents injeccions de concentració β-catenina sobre la 

superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-4x15 o APCS1028R-4x15. La resposta en 

unitats de ressonància es va registrar com una funció del temps. Les línies verticals representen els valors 

de KD, la continua pel fragment d’APCwt i la discontinua pel fragment mutat.  

 

A la taula 23 hem resumit els resultats d’interacció entre els fragments d’APC amb 

les 4 repeticions de 15 aminoàcids i les diferents concentracions de β-catenina  
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Taula 23: Valors de les KD de la cinètica com de l’afinitat dels fragments de GST-APC 4x15 amb β-catenina 

 
 

6.2 Fragments GST-APC-3X20 

 

Figura 48: Representació esquemàtica dels fragments d’APC utilitzats en el estudi d’interacció entre APC i 

β-catenina i localització de les variants estudiades.  

 

 Variant I1307K  

La mutació I1307K afecta de manera clara la cinètica d’associació-dissociació del 

fragment d’APC I1307K-3x20 (color blau fosc; 60 RU) quan es compara amb el 

fragment wt (color vermell; 90 RU) (figura 49).  

Cinètica Afinitat

KD (M) Rmax (RU) Chi² (RU²) KD (M) Rmax (RU) Chi² (RU²) 

APCwt 4x15 2.97E-06 182.8 8 4.20E-06 243.9 6.63

APC1129 4x15 2.81E-06 207.5 9.08 4.24E-06 288.2 5.96

APC1026 4x15 4.78E-06 222 10.3 6.68E-06 302.6 3.52

APC1028 4x15 4.34E-06 304 10.7 5.83E-06 397.9 2.08

KD =         Afinitat

COOHNH2

I1307K/E1317Q

Fragment APC 3X20
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Figura 49: Sensograma que mostra la cinètica de l'associació i dissociació de I1307K,. Es mostren els resultats per diferents concentracions de β-catenina sobre la 

superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-3x20 (vermell) o APCSI1307K-3x20 (blau). La resposta expressada en unitats de ressonància, es 

va registrar com una funció del temps. 
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També, hem observat que l’afinitat de la variant I1307K per β-catenina és 

clarament menor a la del fragment APCwt, tal i com es veu a la figura 50. La KD de la 

variant també està representada amb una línia discontinua (blava) indicant que es 

necessitarien concentracions de β-catenina més elevades per poder-la calcular de 

forma més exacta.  

 

Figura 50: Sensograma que mostra la cinètica de l'associació i dissociació de I1307K,. Es mostren els 

resultats per diferents concentracions de β-catenina sobre la superfície de sensor on havíem immobilitzat 

els fragments APCwt-3x20 (vermell) o APCSI1307K-3x20 (blau). La resposta expressada en unitats de 

ressonància, es va registrar com una funció del temps 

 

 Variant E1317Q  

Pel que fa a la variant E1317Q, no hi ha diferències en la cinètica d’associació-

dissociació entre el fragment amb la mutació E1317Q (color marró) i el fragment 

APCwt (color vermell). Tot hi que sí que sembla que la β-catenina s’hi uneixi amb 

menys afinitat a la variant (figura 51).  
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Figura 51: Sensograma que mostra la cinètica de l'associació i dissociació de E1317Q. Es mostren els resultats per diferents concentracions de β-catenina sobre la 

superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-3x20 (vermell) o APCSE1317Q-3x20 (marró). La resposta expressada en unitats de ressonància, 

es va registrar com una funció del temps. 
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Igual passa amb el sensograma de l’afinitat, on no sembla que la variant E1317Q 

disminueixi l’afinitat amb la β-catenina si la comparem amb el fragment APCwt 

(figura 52).  

 

 

Figura 52: Sensograma que els perfils d'afinitat de diferents injeccions de concentració β-catenina sobre la 

superfície de sensor on havíem immobilitzat els fragments APCwt-3x20 o APCE1317Q-3x20. La resposta en 

unitats de ressonància es va registrar com una funció del temps. Les línies verticals representen els valors 

de KD, la continua pel fragment d’APCwt i la discontinua pel fragment mutat 

 

De totes maneres quan veiem els valors d’interacció entre els diferents fragments 

de GST-APC-3x20 i la β-catenina (taula 24) veiem que no hi ha diferències clares 

entre I1307K i E1317Q mentre que les dues variants difereixen d’APCwt. Intrepretem 

aquests resultats com que les dues variants afecten l’afinitat per la β-catenina de 

manera moderada.  
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Taula 24: Valors de les KD de la cinètica com de l’afinitat dels fragments de GST-APC 3x20 amb β-catenina 

 
 

7. Experiments in vivo 

Per analitzar si la transfecció amb les variants del gen APC modificava la seva 

capacitat tumorogènica, vam decidir injectar-les de forma subcutània en ratolins 

nu/nu. Aquest experiment el vam decidir realitzar basant-nos en resultats previs que 

mostraven que la línia cel·lular SW480 transfectada de forma estable amb el gen 

APCwt disminuïa la seva capacitat tumorogènica quan s’injectava de forma 

subcutània en ratolins (Faux et al., 2004).Vam injectar les línies cel·lulars SW480 i 

DLD-1 transfectades amb el gen APCwt, APCN1026S i APCI1307K, i com a control les 

línies cel·lulars sense transfectar amb el gen APC. 

7.1. DLD-1 

Un cop injectades les cèl·lules vam deixar créixer els tumors durant 5 setmanes. 

La figura 53 es pot observar que no hi ha diferències entre les diferents cèl·lules 

estudiades. Per interpretar aquests resultats negatius vam fer extracció de DNA de 

tumor i vam comprovar si detectàvem el transgen. Al seqüenciar el DNA dels tumors 

ortotòpics no vam detectar les mutacions del gen exogen. Això ens fa pensar que el 

transgen es perd durant el creixement dels tumors, i per tant fan que aquests 

resultats no siguin informatius.  
 

Cinètica Afinitat

KD (M) Rmax (RU) Chi² (RU²) KD (M) Rmax (RU) Chi² (RU²) 

APCwt 3x20 3.11E-06 97.3 2.28 4.44E-06 123.8 0.817

APC1307 3x20 3.96E-06 99.5 1.56 6.83E-06 141.4 1.49

APC1317 3x20 4.19E-06 104.3 1.56 6.41E-06 137.1 0.651

KD =         Afinitat
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Figura 53: Representació gràfica del creixement tumoral de les cèl·lules DLD-1 injectades en els ratolins.  

 

7.2. SW480  

Pel que fa a les línies estables amb les cèl·lules SW480 també les vam deixar 

créixer durant 5 setmanes. Per aquesta línia cel·lular vam incloure els transfectants 

estables amb el gen APCS 1028R que no s’havien injectat per DLD-1. A la figura 54 es 

pot observar que la línia cel·lular transfectada amb la variant APCwt semblava créixer 

més ràpidament que les cèl·lules SW480 parentals (sense transfectar amb el gen APC) 

sense arribar a la significació estadística. Pel que fa a les cèl·lules transfectades amb la 

resta de variants no es van observar diferències significatives malgrat la tendència a 

incrementar la tumorogenicitat d’APC N1026S. Interpetem que la variabilitat 

intrínseca de l’experiment impedeix veure diferències en el cas que hi fossin., En 

contrast amb DLD-1. 
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Figura 54: Representació gràfica del creixement tumoral de les cèl·lules SW480 injectades en els ratolins.  

 

l’experiment aquí era informatiu ja que detectàvem les mutacions del transgen al 

DNA dels tumors ortotòpics en el moment del sacrifici. La figura 55 mostra les 

seqüències de la línia estable SW480 – APCwt, on veiem que tenim en heterozigosis el 

pic de la mutació del gen APC endogen c.4348C>T i el gen APCwt exogen. Per altra 

banda la seqüència del DNA del tumor ortotòpic també es veu que està en 

heterozigosis, per tant les cèl·lules mantenien el transgen durant el creixement 

tumoral. 
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Figura 55: Seqüències del DNA de la línia cel·lular SW480-APCwt, del tumor ortotòpic a partir d’aquesta 

línia cel·lular i el DNA del tumor ortotòpic derivat de cèl·lules SW480 sense transfectar amb APC 

(parentals). 

 

A les cèl·lules estables SW480-APC N1026S detectem més clarament el transgen 

que el DNA del gen endogen, ja que la mutació de la línia parental c.4348C>T, que 

provoca un canvi a la proteïna p.Q1338Δ, pràcticament no es detecta ni a la línia 

cel·lular ni al tumor ortotòpic. Això permet detectar l’al·lel N1026S del gen exogen 

més clarament. (figura 56) 

 

 

Figura 56: Seqüències del DNA de la línia cel·lular SW480-APC N1026S del tumor ortotòpic a partir 

d’aquesta línia cel·lular i el DNA del tumor ortotòpic derivat de cèl·lules SW480 sense transfectar amb APC 

(parentals). 

 

DNA tumor ortotòpic:
Línia cel·lular parental 
(SW480) 

DNA tumor ortotòpic:
SW480-APC wt

DNA línia cel·lular:
SW480-APC wt

DNA línia cel·lular:
SW480-APC N1026S

DNA tumor ortotòpic:
SW480-APC N1026S

DNA tumor ortotòpic:
Línia cel·lular parental 
(SW480) 
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Pel que fa a SW480-APC S1028R el transgen es detecta de manera semblant a la 

línia cel·lular i al tumor ortotòpic (figura 57). 
  

 

Figura 57: Seqüències del DNA de la línia cel·lular SW480-APC S1028R, del tumor ortotòpic a partir 

d’aquesta línia cel·lular i el DNA del tumor ortotòpic derivat de cèl·lules SW480 sense transfectar amb APC 

(parentals). 

 

Pel que fa a SW480-APC I1307K el transgen en la línia cel·lular està en 

heterozigosis amb el DNA del gen endogen i el tumor també està en heterozigosi. De 

totes maneres en aquest cas hi havia àrees del tumor que perdien el transgen (dades 

no mostrades). (figura 58) 

 

 

Figura 58: Seqüències del DNA de la línia cel·lular SW480-APC I1307K, del tumor ortotòpic a partir 

d’aquesta línia cel·lular i el DNA del tumor ortotòpic derivat de cèl·lules SW480 sense transfectar amb APC 

(parentals). 

DNA línia cel·lular :
SW480-APC S1028R

DNA tumor ortotòpic:
SW480-APC S1028R

DNA tumor ortotòpic:
Línia cel·lular parental 
(SW480) 

DNA línia cel·lular:
SW480-APC I1307K

DNA tumor ortotòpic:
SW480-APC I1307K

DNA tumor ortotòpic:
Línia cel·lular parental 
(SW480) 
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8. Resum dels experiments de caracterització funcional de les 

variants missense del gen APC.  

Les taules següents (25 i 26) resumeixen tots els resultats obtinguts amb en els 

experiments realitzats per la caracterització funcional de les variants missense 

estudiades. 
 

Taula 25: Resum dels experiments realitzats amb les línies cel·lulars. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cèl·lules Transfeccions Experiments Resultats

DLD-1

Transitòries

Assaig Luciferasa No s’han observat diferències entre les variants.

Expressió de gens de la 
via WNT

Sembla que els nivells c-myc són més elevats a les 
cèl·lules transfectades amb les variants missense però 
no observem diferències significatives.

Estables

Transcripció
Totes les variants tenen la transcripció 
significativament més elevada que la variant salvatge.

WB
No  observem diferències en el nivell de β-catenina 
entre les cèl·lules transfectades amb les variants i les 
transfectades amb la variant salvatge.

Ratolins Els resultats no han estat informatius. 

SW480

Transitòries

Assaig Luciferasa

Totes les variants semblen tenir una transcripció més 
elevada que la variant salvatge, però tan sols les 
variants S1028R i E1317Q mostren diferències 
significatives.

Expressió de gens de la 
via WNT

Sembla que els nivells c-myc són més elevats a les 
cèl·lules transfectades amb les variants missense,  a 
més per la variant I1307K  aquestes diferències són 
significatives

Estables

Transcripció
Totes les variants tenen la transcripció 
significativament més elevada que la variant salvatge, 
menys la variant E1317Q.

WB

Els nivells de β-catenina citoplasmàtica a les cèl·lules 
transfectades amb la variant salvatge són 2-3 cops 
més baixos que les cèl·lules parentals i les 
transfectades amb les variants S1028R i I1307K

Ratolins
El creixement tumoral no va ser informatiu, però les 
mutacions es mantenen durant el creixement 
tumoral. 
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Taula 26: Resum dels experiments realitzats amb el BIAcore T100. 

 
 

9. Avaluació de l’impacte funcional de l’al·lel I1307K en la progressió 

tumoral. 

Es va voler avaluar l’impacte funcional de la variant I1307K en la progressió 

tumoral de càncer de còlon en tumors desenvolupats en pacients que se’ls havia 

identificat la mutació. Es volia fer una comparació de mostres de teixit normal i 

tumoral del mateix pacient i comprovar si tumors dels pacients que compartien el 

mateix al·lel compartien el mateix espectre mutacional del gen APC així com el dels 

altres gens.  

Per realitzar l’estudi es van escollir 8 casos portadors de l’al·lel APC I1307K, dels 

quals disposàvem de DNA genòmic de limfòcits i teixit colònic parafinat normal i 

tumoral. De les mostres de teixit vam extreure DNA i RNA, a la taula 27 es mostra les 

quantitats de material que es va obtenir un cop realitzada l’extracció.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fragments proteics Mutació Resultats

APC 4x15 AA

N1026S El fragment amb la mutació té menys afinitat per β-catenina

L1129S
El fragment amb la mutació té la mateixa afinitat per β-catenina
que el fragment salvatge

S1028R El fragment amb la mutació té menys afinitat per β-catenina

APC 3x20 AA

I1307K El fragment amb la mutació té menys afinitat per β-catenina

E1317K
Les gràfiques semblen mostrar que la variant no afecta la
interacció amb β-catenina. Però la KD del fragment amb la variant
és semblant al de la variant I1307K.
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Taula 27: Quantitats totals de DNA i RNA extrets de les mostres dels 8 portadors de la variant APC I1307K. 

 

Tot seguit es va procedir a preparar les llibreries tant de DNA com de RNA per 

posteriorment realitzar la seqüenciació de les mostres per seqüenciació massiva amb 

la plataforma d’Illumina HiSeq 2500.  

Malauradament els resultats obtinguts no van ser informatius, ja que hi havia 

molta contaminació de seqüències repetitives i el coverage de les regions de més 

interès, com ara el gen APC no era suficient com per arribar a cap conclusió. 

Com malauradament l’anàlisi del espectre mutacional en pacients no va poder ser 

possible, vam analitzar mitjançant la seqüenciació per tècniques convencionals 

(Sanger) la regió MCR dels tumors induïts en ratolins amb els transfectants estables 

amb la variant APC I1307K, per comprovar si la variant induïa una hipermutació 

d’aquesta regió degut a la generació de 8 adenosines consecutives. Per fer aquest 

anàlisi vam seleccionar entre 4 i 6 àrees diferents de 4 tumors diferents derivats de 

cadascun dels transfectants. En cap d’aquestes mostres es van detectar mutacions 

addicionals en la seqüència polyA. Cal tenir en compte que en aquests models 

cel·lulars el gen APC endògen està inactivat i representen estadis avançats de la 

progressió tumoral on la presència d’inestabilitat genètica és inequívoca. Interpretem 

aquest resultat negatiu com una evidència indirecta però clara de que la seqüència 

Mostres

Normal Tumor

DNA 
Limfòcits

RNA 
Bloc de parafina

DNA
Bloc de parafina

RNA
Bloc de parafina

10749 40ng 582.5ng 130ng 120ng

12621 88ng 363.2ng 113ng 2745ng

12632 47ng 933.3ng 143ng 1834ng

12952 14ng 198.1ng 253ng 1006.5ng

13090 26ng 461ng 72ng 1021.6ng

13500 12ng 485ng 132ng 1716.5ng

14166 458ng 626.8ng 169.7ng 2247ng

14222 478ng 651.8ng 124.6ng 2646ng
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generada per la mutació I1307K no és extraordinàriament procliu a adquirir 

mutacions somàtiques addicionals. 

 

Part II.  
 

10. Estudi mutacional del gen UNC5C: gen candidat de predisposició 

a càncer colorectal 

En els últims anys s’han descrit mutacions germinals en el gen UNC5C com a 

possibles causes de la agregació de càncer de còlon en una porció petites de famílies 

(Coissieux et al., 2011). Basat en aquests fets vam decidir estudiar l’estat mutacional 

d’aquest gen en la nostre sèrie (descrita en la taula 11 del apartat de materials i 

mètodes) de casos familiars en els quals encara no s’hi ha trobat la causa genètica de 

la seva agregació de CCR.  

Al cribatge inicial es van identificar un total de 13 variants en els 562 casos 

analitzats (474 càncer no polipós familiar o càncer colorectal a edats joves i 88 

poliposis) que bé s’havien detectat prèviament a molt baixa freqüència a la població 

general (MAF<1%) o bé no havien estat reportades prèviament. En l’anàlisi 

mutacional del gen UNC5C mitjançant la seqüenciació per Sanger es van confirmar 7 

d’aquestes variants: T311M, D353N, D412A, R603C, A668T, S737N i la D747G. Cal 

afegir que durant la seqüenciació directa de les mostres es va identificar una variant 

addicional, la A628K. En la figura 59 està representada la localització en la proteïna 

UNC5C de les mutacions identificades. Aquestes 8 variants confirmades eren 

mutacions missense de les quals es van realitzar l’estudi in-silico a nivell de RNA i de 

proteïna. També es va realitzar l’estudi de co-segregació de la mutació amb la malaltia 

en aquelles famílies de les quals disposàvem de DNA dels familiars afectes i no afectes 

de càncer. Per altra banda, d’aquells casos que es disposava de mostra tumoral es va 

realitzar l’estudi dels nivells de metilació de les illes CpG del promotor del gen. 
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Figura 59: Representació de les mutacions trobades en la proteïna UNC5C. 

  

En la taula 28 es fa un resum de les característiques de les 8 variants missense del 

gen UNC5C trobades en la nostre sèrie: cinc d’elles són variants rares; dues són 

variants noves (p.D412A i la p.S737N) que no han estat reportades, ni en el 1000G 

(1000 Genome Project) (http://www.1000genomes.org/) ni en el ESP (Exome 

Sequencing Project) (https://esp.gs.washington.edu/drupal/). La vuitena mutació 

(p.A628K) no es troba en les bases de dades dels 1000G ni ESP, però ja havia estat 

reportada en un treball anterior pel grup de Coissieux et al. (Coissieux et al., 2011). A 

continuació es detalla per cadascuna de les mutacions trobades les característiques 

clíniques i les prediccions in silico. 

Death Domain

Ig-like

Ig-like C2-type 

ZU5

Transmembrane Helix

TSP type-1 1 

TSP type-1 2

COOHNH2



 

 

 

1
4

3
 

Taula 28: Efecte de les mutacions trobades en el gen UNC5C. 

 

*N: Neutre; PrD: probablement patogènica; D: Deletèria; n.d: no disponible; MAF: minor allel frequency 

Mutació
Freqüència

al·lèlica MAF 

(1000G / ESP)

Predicció de la funció de la proteïna 
(puntuació)

Predicció de la estabilitat de la proteïna
(ddG, Kcal/mol) Predicció lloc 

d’splicing
(HSF v3.0)

Estat 
somàtic

PPH2 SIFT Condel CUPSAT ERIS I-Mutant3 PoPMuSIC Metilació

c.932C>T 
(p.T311M)

rs200437262 
(0.046%)

PrD (0.983) / 
PsD (0.765)

N (0.001) D (0.531)
Desestabilitza 

(-0.69)
Estabilitza

(-5.56)
Desestabilitza

(-0.28)
Desestabilitza 

(0.48)

Crea zona 
donadora i 
altera ESE

n.d.

c.1057G>A
(p.D353N)

rs145155041 
(0.15%)

PsD (0.613) / 
N (0.166)

N (0.236) N (0.492) 0.00
Desestabilitza

(0.07)
Estabilitza

(+0.01)
Estabilitza

(-0.18)
Altera ESE Sí (III.1)

c.1235A>C 
(p.D412A)

-
PrD (0.999 / 

0.994)
D (0.001) D (0.611) n.d. n.d.

Desestabilitza
(-3.14)

n.d. Disrupts ESE Sí (II.3)

c.1807C>T 
(p.R603C)

rs139568380 
(0.15%)

PrD
(1 / 0.975)

N (0.114) N (0.467)
Desestabilitza

(-9.32)
Desestabilitza

(1.38)
Desestabilitza

(-0.89)
Desestabilitza

(1.04)
No afecta Sí (III.1)

c.1882_1883GC>AA
(p.A628)

-
N (0.042 / 

0.042)
N (0.87) n.d.

Estabilitza
(4.63)

Desestabiliza
(5.71)

Desestabilitza
(-1.46)

Desestabiliza
(0.09)

n.d. n.d.

c.2002G>A 
(p.A668T)

rs187196396 
(0.02%)

PsD (0.813) / 
N (0.083)

D (0.003) D (0.536)
Desestabilitza

(-3.41)
Desestabilitza

(3.48)
Desestabilitza

(-0.58)
Desestabilitza

(0.40)
No afecta n.d.

c.2210G>A 
(p.S737N)

-
PrD (0.981) / 
PsD (0.843)

N (0.699) N (0.461)
Desestabilitza

(-0.77)
Desestabilitza

(>10)
Desestabilitza

(-0.24)
Desestabilitza

(0.36)
No afecta Sí (II.3 i III.1)

c.2240A>G 
(p.D747G)

rs146792764 
(0.0077%)

PrD (0.983 / 
0.982)

D (0.001) D (0.582)
Desestabilitza

(-0.44)
Estabilitza
(-26.61)

Desestabilitza
(-1.14)

Desestabilitza
(0.28)

Creates donor
site and 

disrupts ESE
Sí (II.2)
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 UNC5C p.T311M 

Aquest canvi va ser identificat en una família diagnosticada de poliposi. El cas 

índex era un pacient amb diagnòstic de CCR i 40-50 pòlips al còlon als 53 anys. Per 

altra banda aquest pacient presentava una variant patogènica (p.G382D) i una VSD 

(p.R83Q) en el mateix al·lel de gen MUTYH. El seu pare va ser diagnosticat amb un 

CCR als 79 anys i d’un càncer de pell als 83 anys (figura 60). L'estudi de co-segregació 

va revelar que el pare no era portador de la variant p.T311M. No es va poder fer 

l’estudi a la mare, que va patir un càncer de mama als 67 anys, perquè no hi havia 

mostra disponible. Tampoc es va poder fer l’anàlisi a una tieta que va patir una 

leucèmia als 75 anys. Se li va realitzar l’estudi a la filla del cas índex de 29 anys, la 

qual no és portadora de la mutació, ni tampoc ha desenvolupat cap tumor. Pel que fa 

el fill de 23 anys no s’ha pogut fer l’estudi genètic. 

Tal i com està resumit a la taula 28, per aquesta mutació, 2 dels 3 programes de 

predicció in silico de funció de la proteïna, la classifiquen com que la pot alterar, i a 

més 3 de 5 programes in silico de predicció de l’estabilitat de la proteïna la 

classifiquen com a desestabilitzadora. A més a més, sembla que altera i pot crear una 

zona activadora de splicing (ESE: Exonic Splicing Enhancer). Tot i així, es va realitzar 

l’estudi d’splicing en limfòcits del pacient, i no es va veure una alteració en el 

processament del RNA. No es va disposar de mostra tumoral d’aquest pacient, per la 

qual cosa, no es va poder fer l’estudi de l’estat de metilació del tumor.  
 

 

Figura 60: Arbre de la família amb la mutació p.T311M 
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 UNC5C p.D353N 

Aquesta variant es va detectar en una família que complia criteris de Bethesda i 

que el tumor analitzat va ser MSS. La proband va ser diagnosticada d’un CCR als 44 

anys amb pòlips. En l’estudi de co-segregació no es va detectar la mutació en els tres 

familiars afectes, el pare diagnosticat de CCR als 71 també amb pòlips, i dos tiets, un 

diagnosticat també de CCR als 68 anys i també presentava pòlips, i un altra tiet 

diagnosticat de càncer de pell als 56, de pròstata als 69 i CCR als 70 (Figura 61). A 

més a més aquesta mutació havia estat reportada per Coissieux et al., (Coissieux et al., 

2011) i va ser classificada com no patogènica.  

En aquest cas tan sols el programa Polyphen-2 la classifica com que pot alterar la 

funció de la proteïna, els altres dos programes la classifiquen com a neutra. Per altra 

banda, només un programa de predicció de l’estabilitat de la proteïna la considera 

com desestabilitzadora. Tot i així, el programa de predicció del splicing considera que 

altera un lloc ESE. En aquest cas el tumor del pacient presentava metilació del 

promotor del gen UNC5C. 

 

 

Figura 61: Arbre de la família amb la mutació p.D353N 

 

 UNC5C p.D412A 

El canvi p.D412A va ser detectat en un malalt que complia criteris de Bethesda i 

on el tumor analitzat va ser MSS. El cas índex era un pacient diagnosticat de CCR als 

59 anys. Aquest pacient té un germà que va ser diagnosticat amb CCR als 52 anys i 
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una filla també diagnosticada de CCR amb 39 anys (figura 62). L’anàlisi de co-

segregació realitzat a la filla va revelar que ella no era portadora de la mutació però 

en el germà no es va poder realitzar l’estudi genètic. Per tant aquesta mutació no co-

segrega amb la malaltia. 

Tots els programes in silico prediuen que aquesta variant altera la funció de la 

proteïna, tot hi que no es troba en cap domini funcional. Pel que fa a la predicció de 

l’estabilitat de la proteïna tan sols un dels programes va poder valorar l’efecte de la 

variant i la classifica com a desestabilitzadora. I a més la predicció d’splicing prediu 

que destrueix un lloc ESE. En aquest pacient també es va detectar metilació en el 

promotor del gen UNC5C. 

 

 

Figura 62: Arbre de la família amb la mutació p.D412A 

 

 UNC5C p.R603C 

Aquesta variant va ser detectada en una família diagnosticada de poliposi. El 

pacient, un home diagnosticat de CCR als 33 anys tenia al voltant de 33-49 pòlips 

petits i 2 pòlips adenomatosos túbul-vellosos amb displàsia moderada. Una tieta 

materna va patir un càncer cerebral als 68 anys i un tiet matern va tenir un càncer de 

tiroides als 40 anys (figura 63). En aquesta família no s’ha pogut fer l’estudi de co-

segregació ja que no disposàvem de mostra dels familiars afectes de càncer. 

Aquesta variant també va ser reportada anteriorment per Coissieux et al. 

(Coissieux et al., 2011) i la van classificar com no patogènica. El programa PolyPhen-2 

la classifica com que pot alterar la funció de la proteïna, tot hi que es troba dins del 
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domini funcional pro-apoptòtic ZU5. El programa de predicció d’splicing la classifica 

com que no té cap efecte, però en canvi tots els programes de predicció de 

l’estructura de la proteïna la classifiquen com a desestabilitzadora. En aquest cas el 

tumor del pacient també presentava metilació del promotor del gen UNC5C. 
 

 

Figura 63: Arbre de la família amb la mutació p.R603C 

 

 UNC5C p.A628K 

Aquesta variant va ser detectada en una família diagnosticada de poliposi. El cas 

índex era un pacient que al moment del diagnòstic li van trobar 15 pòlips als 42 anys, 

però sense CCR. La seva mare va patir una neoplàsia de vesícula biliar als 63 anys 

(figura 64). L’estudi de co-segregació no es va poder realitzar, ja que no disposàvem 

de mostra dels familiars efectes, ni tampoc dels fills del pacient, dels quals tampoc es 

disposa d’informació addicional.  

Tan sols dos dels programes de predicció in silico han pogut realitzar la predicció i 

la classifiquen com a neutra. Per altra banda, 3 dels 4 programes de predicció 

d’estabilitat de la proteïna la classifiquen com desestabilitzadora. Aquesta mutació va 

ser reportada com a patogènica pel grup de Coissieux (Coissieux et al., 2011). Ja que 

van comprovar que en tres famílies la mutació co-segregava amb la malaltia i que en 

estudis funcionals alterava la funció pro-apoptòtica del receptor, ja que està 

localitzada dins del domini funcional ZU5.  
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Figura 64: Arbre de la família amb la mutació p.A628K 

 

 UNC5C p.A668T 

La variant p.A668T va ser identificada en un cas dins d’una família diagnosticada 

de poliposis. El cas índex era un pacient amb 50 pòlips diagnosticats als 50 anys, però 

sense CCR. A més, la família hi ha un cas de CCR, un tiet per via paterna a la edat de 78 

anys (figura 65), però del qual no disposàvem de mostra per poder realitzar l’estudi 

de co-segregació. 

Aquesta variant es prediu com que no altera l’splicing de la proteïna. Per altra 

banda, tots els programes de predicció de funció la classifiquen com que altera la 

funció, i a més els 4 programes utilitzats per predir l’estabilitat de la proteïna la 

classifiquen com a desestabilitzadora. En aquest cas no es va poder valorar l’estat de 

la metilació del promotor del gen. 

 

Figura 65: Arbre de la família amb la mutació p.A668T 
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 UNC5C p.S737N 

Aquesta variant va ser detectada en un malalt que complia criteris de Bethesda i 

on el tumor analitzat va ser MSS. El pacient va ser diagnosticat de CCR als 71 anys. La 

seva germana bessona també va ser diagnosticada de CCR als 69 anys, i a més també 

té dos germans diagnosticats de CCR als 60 i 69 anys. El cas índex té un fill que se li va 

detectar un adenoma vellós amb displàsia d’alt grau amb 41 anys (figura 66). L’estudi 

de co-segregació va revelar que el fill era portador de la mutació, però no disposàvem 

de mostra dels altres membres de la família afectes de càncer. 

Aquesta variant tampoc es considera que alteri l’splicing de la proteïna, i tan sols 

el programa de predicció PolyPhen-2 la classifica com que pot alterar la seva funció. 

Tots els programes de predicció de l’estabilitat de la proteïna la classifiquen com 

desestabilitzadora. En els estudis de metilació va trobar metilació en el promotor del 

gen UNC5C.  

 

 

Figura 66: Arbre de la família amb la mutació p.S737N 

 

 UNC5C p.D747G 

Aquesta variant es va detectar en un malalt que complia criteris de Bethesda i on 

el tumor analitzat va ser MSS. El cas índex era un pacient amb 4 pòlips a l’edat de 39 

anys. Un era un pòlip adenomatós i mixta amb hiperplàsia i un altre dels pòlips era un 

adenoma túbulo-vellós amb displàsia de baix grau. El seu pare va ser diagnosticat 
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amb CCR als 62 anys i d’un càncer de pròstata als 69 anys (figura 67). Malauradament 

en aquesta família no es va poder realitzar l’estudi de co-segregació.  

Tots els programes classifiquen aquesta mutació com que altera la funció de la 

proteïna i a més només un dels programes de predicció de l’estabilitat la classifica 

com no desestabilitzadora. A més a més el programa de predicció d’splicing la 

classifica com que altera un lloc ESE. Per altra banda el tumor del pacient també 

presentava metilació en el promotor del gen.  

 

 

Figura 67: Arbre de la família amb la mutació p.D747G 

 

En total hem identificat 8 variants missense de les quals sis havien estat 

prèviament reportades. De les cinc ja reportades a bases de dades públiques la 

freqüència ha estat sempre molt baixa, així que no es pot descartar que siguin 

polimorfismes poc freqüents. Tres d’aquestes mutacions p.D353N, la p.R603C i 

p.A628K, havien estat identificades per Coisseux en famílies amb càncer colorectal 

familiar (Coissieux et al., 2011). Cal remarcar que la mutació A628K la van classificar 

com a patogènica ja que co-segregava amb la malaltia i van comprovar que afecta la 

funció pro-apoptòtica de la proteïna. Malauradament, nosaltres no hem pogut 

comprovar si en la nostra família la mutació co-segrega amb la malaltia ja que no 

disposàvem de mostra per fer l’estudi.  

En els estudis de co-segregació tan sols la mutació p.S737N sembla que co-

segrega amb la malaltia. Com que els programes in silico no prediuen que aquesta 
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mutació pugui alterar la funció de la proteïna no podem postular que aquesta variant 

sigui la causa de CCR en aquesta família.  

Per les variants p.A668T i p.D747G no es va poder fer cap anàlisi de co-segregació 

ja que no disposàvem de mostra dels familiars efectes. Totes dues però ja havien estat 

reportades amb anterioritat i encara que els programes de predicció in silico prediuen 

que poden tenir un efecte tant en la funció de la proteïna com en la seva estabilitat, 

cap de les dues es troben en un domini funcional. En el cas de la mutació p.D747G el 

programa de predicció d’splicing la classifica com que altera un lloc acceptor 

d’splicing, però com no disposàvem de limfòcits no es va poder fer l’estudi d’splicing 

per poder-ho comprovar. Per altra banda, tots els tumors analitzats han presentat alts 

nivells de metilació del promotor del gen UNC5C, suggerint que els dos al·lels són 

silenciats durant la progressió tumoral, tal com van reportar en l’estudi de Coissieux 

et al, 2011. Per tant, dins de la nostra sèrie tan sols hem trobat una variant, la 

p.A628K, ja reportada, en el gen UNC5C que pugui explicar l’agregació familiar de CCR 

en les nostres famílies. 
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1. Caracterització funcional de l’al·lel I1307K del gen APC 

El primer objectiu principal del nostre treball ha estat intentar esbrinar si el 

mecanisme patogènic que explicaria el risc augmentat de I1307K del gen APC està 

lligat a un increment de l’activació de la via de senyal Wnt o bé, a una hipermutabilitat 

en el gen APC. La variant APC I1307K ha estat identificada en el 6% dels controls 

jueus Ashkenazi (Laken et al., 1997) i al voltant del 28% de les famílies Ashkenazi 

amb historia de CCR. Són molts els estudis epidemiològics que han aprofundit en el 

rol de l’al·lel I1307K en el risc de càncer colorectal (resumits a la taula 29). L’efecte de 

la variant oscil·la entre 1,4 a 2,17 i la major part d’aquests estudis epidemiològics 

coincideixen en que l’efecte de la variant I1307K és moderat, i que aquest risc està 

associat al desenvolupament de CCR i no pas al desenvolupament d’adenomes. També 

remarquen que és molt probable que aquest al·lel tingui un origen comú en totes les 

poblacions jueves, ja que s’ha comprovat que comparteixen un haplotip entre elles, i 

no tan sols es troba en la població jueva Ashkenazi. 
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Taula 29: Resum dels estudis epidemiològics sobre la variant d’APC I1307K i el risc de desenvolupar càncer colorectal i/o adenomes 

Autors Any Títol
Tipus 

d’estudi
Conclusions

Steve J. Laken et al. 1997
Familial colorectal cancer in 
Ashkenazim due to a hypermutable 
tract in APC

Epidemiològic
La variant es va trobat en el 6% dels controls 
jueus Ashkenazi i al voltant del 28% de les 
famílies Ashkenazi amb historial de CCR.

Trevor Woodage et al. 1998
The APCI1307K allele and cancer risk 
in a community-based study of 
Ashkenazi Jews

Epidemiològic
Portadors I1307K tenen un risc 
lleugerament  més elevat de desenvolupar 
càncer

Rozen P. et al. 1999

Prevalence of the I1307K APC gene 
variant in Israeli Jews of differing 
ethnic origin and risk for colorectal 
cancer

Epidemiològic

La variant I1307K  pot representar un gen de 
susceptibilitat per CCR, o altres tipus de 
càncer en Jueus Ashkenazi. També explica, 
en part, la major incidència de càncer 
colorectal en els israelians europeus.

Prior TW. et al. 1999
The I1307K polymorphism of 
the APC gene in colorectal cancer

Epidemiològic
La mutació I1307K es troba només en
poblacions Jueves Ashkenazi

Yaek Patael et al. 1999
Common origin of 
the I1307K APC polymorphism in 
Ashkenazi and non-Ashkenazi Jews

Epidemiològic

El polimorfisme I1307K en els individus 
jueus, no es limita als ashkenazi i 
probablement reflecteix una mutació 

fundadora

Jing Yin et al. 1999

Low prevalence of 
the APC I1307K sequence in Jewish 
and non-Jewish patients with 
inflammatory bowel disease

Epidemiològic
És poc probable que I1307K contribueixi 
significativament a l'augment del risc de 
càncer colorectal associat a IBD

Drucker L. et al. 2000

Adenomatous polyposis
coli I1307K mutation in Jewish 
patients with different ethnicity: 
prevalence and phenotype

Epidemiològic

El fenotip i la taxa d'incidència diferencial 
del CCR entre els portadors d'APC I1307K de 
diversos grups ètnics suggereixen baixa 
penetrància
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Autors Any Títol
Tipus 

d’estudi
Conclusions

Johnson KA. et al. 2000
Response to genetic counseling and 
testing for the APC I1307K mutation

Epidemiològic

L’associació entre la mutació APC I1307K  el 
risc de càncer de còlon va ser recolzat per una 
correlació entre  les dades d’antecedents 
personals o familiars de CCR o pòlips i  la 
mutació.

Sapna Syngal et al. 2000

Phenotypic characteristics associated 
with the APC gene I1307Kmutation in 
Ashkenazi Jewish patients with 
colorectal polyps.

Epidemiològic
La mutació s'associa amb un augment moderat 
risc de neoplàsia

Stern HS. et al. 2001
APC I1307K increases risk of transition 
from polyp to colorectal carcinoma in 
Ashkenazi Jew

Epidemiològic
I1307K està associat amb una predisposició 
significativa al carcinoma però no a l’adenoma

Evertsson S. et al. 2001
APC I1307K and E1317Q variants are 
rare or do not occur in Swedish 
colorectal cancer patients

Epidemiològic No es troba la variant a la població Sueca

Silverberg MS. et al. 2001

Carrier rate of APC I1307K is not 
increased in inflammatory bowel 
disease patients of Ashkenazi Jewish 

origin

Epidemiològic
Aquesta mutació no explica l'augment de la 
susceptibilitat CRC associada a IBD

Bahar AY. et al. 2001

The frequency of founder mutations in 
the BRCA1, BRCA2, and APC genes in 
Australian Ashkenazi Jews: 
implications for the generality of U.S. 
population data

Epidemiològic
La mutació es troba en el mateix percentatge 
en la població Canadenca que en la Nord 
Americana. 

Shtoyerman-Chen 
R. et al.

2001
The I1307K APC polymorphism: 
prevalence in non-Ashkenazi Jews and 
evidence for a founder effect.

Epidemiològic
La variant I1307K comparteixen un haplotip
comú en totes les poblacions jueves 
independentment del seu origen ètnic.
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Autors Any Títol
Tipus 

d’estudi
Conclusions

Rozen P, et al. 2002

Clinical and screening implications of 
the I1307K adenomatous polyposis
coli gene variant in Israeli Ashkenazi 
Jews with familial colorectal neoplasia. 
Evidence for a founder effect.

Epidemiològic

I1307K es va trobar en el 6,2% dels 
participants d'Ashkenazi, en l'1,5% dels 
participants del grup control no-Ashkenazi (P 
= 0,02), i en el 10,7% dels Ashkenazíes amb 
neoplàsia en la família.

Strul H., et al. 2003

The I1307K adenomatous polyposis
coli gene variant does not contribute in 
the assessment of the risk for 
colorectal cancer in Ashkenazi Jews.

Epidemiològic
Els portadors de la variant no tenen un risc 
incrementat de CCR. OR de 1,4 (95% CI, 0.89–
2.3) .

Fidder HH. et al. 2005
Genetic analyses in consecutive israeli
jewish colorectal cancer patients.

Epidemiològic

La mutació I1307K està associada a un risc 
moderat  de CCR, però l'edat d'inici no sembla 
ser anterior i aquesta variant no està associada 
amb un fenotip de múltiples pòlips del còlon.

Rennert G ,et al. 2006
Colorectal polyps in carriers of 
the APC I1307K polymorphism

Epidemiològic
Portadors de la variant van ser 
significativament més propensos que els no 
portadors de tenir pòlips.

Liang J. et al. 2013
APC polymorphisms and the risk of 
colorectal neoplasia: a HuGE review 
and meta-analysis

Epidemiològic

Jueus Ashkenazi portadors de la variant 
I1307K presenten un risc significativament 
major de neoplàsia colorectal, amb una OR de 

2,17

Boursi B. et al. 2013
The APC p.I1307K polymorphism is a 
significant risk factor for CRC in 
average risk Ashkenazi Jews

Epidemiològic

La variant APC p.I1307K és un factor de risc 
important per a CCR en risc mitjà en els Jueus 
Ashkenazi, similar a  tenir una història familiar 

de CCR.
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Aquesta mutació provoca un canvi d’aminoàcid d’una isoleucina a una lisina, i està 

localitzada entre les dues primeres repeticions de 20 AA del domini funcional 

d’interacció i regulació de la β-catenina citoplasmàtica. Per aquest motiu, vam decidir 

estudiar l’efecte que té aquest canvi en la regulació dels nivells de β-catenina. Hem 

evidenciat que la variant APC I1307K mostra un nivell d’activació de la via Wnt 

augmentat, probablement mediat per una menor afinitat per β-catenina, pel que pot 

incrementar el risc de desenvolupar càncer colorectal.  

Per analitzar l’impacte de la variant en la funció de la proteïna vam utilitzar varies 

estratègies (assajos de transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4, expressió de 

gens de la via Wnt, estudi de la interacció APC-β-catenina i estudis d’expressió de la 

proteïna), ja que havien estat utilitzades en un treball anterior per avaluar la 

patogenicitat d’una variant missense, la variant N1026S que havia estat identificada 

en una família amb poliposi atenuada (Menendez et al., 2008).  

Els assajos de la transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4 amb la tècnica del 

gen reporter Luciferasa els vam realitzar tant amb transfectants transitoris com 

estables. En els experiments fets amb la línia cel·lular SW480 la proteïna APC amb la 

mutació I1307K no semblava tenir la mateixa capacitat de disminuir els nivells de 

transcripció que la variant salvatge. Malgrat que en tots els experiments es veia la 

mateixa tendència, els resultats no eren significatius, ja que les desviacions 

estàndards eren molt elevades. Malauradament, quan es van fer els experiments amb 

les cèl·lules DLD-1 no es va evidenciar cap diferència.  

Això ens va portar a considerar que l’assaig no era prou sensible a les nostres 

mans per evidenciar de manera inequívoca un efecte activador moderat de la variant 

sobre l’activitat transcripcional del complex β-catenina/TCF-4. Així que, vam produir 

unes cèl·lules transfectades amb les variants del gen APC de forma estable, i on 

esperàvem obtenir uns resultats entre els experiments amb menys variabilitat. Els 

resultats obtinguts amb la variant APC I1307K transfectada de forma estable, amb 

ambdues línies cel·lulars, DLD-1 i SW480, van mostrar que la variant augmentava els 

nivells de transcripció mitjançada pel complex β-catenina/TCF-4 quan es compara 

amb la variant salvatge. 
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S’ha de tenir en compte, que el sistema TOP/FOP inicialment desenvolupat al 

laboratori de H. Clevers no és un sistema fàcil d’estandarditzar. Aquest sistema inclou 

la utilització de tres plasmidis, el de la mutació d’interès, el plasmidi TOP o FOP (que 

és el control de transcripció basal) i el de la renilla que permet analitzar la eficiència 

de la transfecció. Per tant els resultats s’expressen després de corregir pels nivells de 

transcripció basal de les línies cel·lulars amb els plasmidis TOP/FOP i la renilla. A 

més, tant en els transfectants estables com els transitoris es tenia en compte el 

percentatge de cèl·lules positives per APC evidenciades per fluorescència, ja que el 

plasmidi d’APC utilitzat produïa una proteïna de fusió d’APC amb florescència. És 

evident que tots aquests passos introdueixen molta variabilitat i que aquesta pot 

emmascarar efectes modestos com els que anticipàvem per la variant I1307K. El 

nostre desenvolupament metodològic ens ha permès evidenciar de manera clara 

aquest efecte moderat sobre la transcripció quan hem utilitzat transfectants estables 

en dues línies cel·lulars.  

Si aquest impacte sobre la transcripció és cert, s’hauria de correlacionar amb un 

augment dels nivells de β-catenina tant citoplasmàtica com nuclear. Per determinar si 

realment aquest efecte es podria explicar per una major concentració de β-catenina 

en les cèl·lules SW480 transfectades de forma estable, vam realitzar Westerns Blots 

d’extractes de citoplasma i nuclears. En aquest assaig hem vist que realment les 

cèl·lules SW480 transfectades amb la variant APC I1307K presenten gairebé tres cops 

més de β-catenina en el seu citoplasma el que implica que la introducció del nou al·lel 

no canvia la expressió respecte a les cèl·lules parentals. En canvi a les cèl·lules 

transfectades amb la variant salvatge la quantitat de -catenina citoplasmàtica 

baixava de manera important. Cal destacar la rellevància del model cel·lular escollit ja 

que aquest efecte no el vam veure a les cèl·lules DLD-1 i en cap cas vam poder 

evidenciar diferències en la concentració de β-catenina nuclear. Atribuïm aquests 

resultats negatius a la manca de sensibilitat analítica del nostre assaig, doncs 

ambdues cèl·lules (SW480 i DLD-1) tenen una mutació truncant d’APC amb pèrdua de 

l’al·lel salvatge, el que comporta una gran acumulació de β-catenina citoplasmàtica i 

nuclear. És lògic assumir que una transfecció transitòria no pugui evidenciar canvis 
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subtils que potser són més fàcils de detectar en transfeccions estables. En les nostres 

mans només vam ser capaços d’evidenciar canvis en la transfecció estable de SW480 i 

no en DLD-1, fet que atribuïm a diferències entre els dos models cel·lulars. Aquests 

resultats demostren la importància i necessitat d’utilitzar diferents sistemes cel·lulars 

per poder evidenciar canvis funcionals en mutacions missense i alhora entendre la 

magnitud d’aquests canvis. En les nostres mans SW480 ha funcionat mentre que DLD-

1 no ha estat informatiu. Per tal de guanyar coherència experimental fora bo repetir 

els experiments amb una nova línia cel·lular on es reproduïssin els resultats de 

SW480. Cal insistir en la necessitat de millorar la reproductibilitat dels resultats en 

aquests assajos. La possibilitat d’utilitzar transfeccions estables amb vectors vírics 

pot ser una alternativa a considerar. Val a dir que Azzopardi et al., van observar 

també un molt modest increment en l’activitat transcripcional mitjançada per β-

catenina per l’al·lel I1307K en un sistema experimental menys sofisticat i utilitzant 

una sola línia cel·lular (Azzopardi et al., 2008). 

De forma paral·lela vam mirar els nivells d’expressió dels gens relacionats en la 

via Wnt. Primer vam comprovar que els nivells d’expressió del gen APC fossin 

comparables entre totes les cèl·lules transfectades, DLD-1 i SW480, ja que d’aquesta 

manera veiem si els resultats obtinguts en l’assaig de transcripció i d’expressió dels 

gens de la via Wnt es podien atribuir a l’efecte funcional de la variant i no als seus 

nivells d’expressió. Pel que fa els nivells d’expressió de c-myc, en l’anàlisi en la línia 

cel·lular SW480, la variant APC I1307K té uns nivells d’expressió significativament 

superior dels que tenen les cèl·lules transfectades amb la variant APCwt. I en les 

cèl·lules DLD-1 també mostra una tendència a ser més elevat el nivell de c-myc per la 

variant missense que per la variant salvatge. Aquesta és una altra evidència que la 

variant pot tenir un efecte activador de la proliferació cel·lular. En canvi, els nivells 

d’expressió del gen Axin2 eren inhibits per I1307K en les cèl·lules SW480 malgrat que 

la sobrexpressió de β-catenina hauria d’activar la seva expressió. No tenim una 

explicació plausible per aquests resultats d’axina més enllà de les possibles 

limitacions del model emprat.  
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Figura 68: La via Wnt indueix la transcripció d’Axin2, que al mateix temps actua de regulador negatiu de la 

mateixa. (Extreta de (Jho et al., 2002)) 

 

Prova de la dificultat de disposar de models reproduïbles va ser la observació de 

que als transfectants estables amb APCwt es produïa una sobrexpressió molt evident 

del gen c-myc. Aquest resultat en el control ens impedia treure conclusions de la resta 

de transfectants. Finalment, hem optat per prescindir d’aquestes observacions.  

Un cop evidenciat que I1307K semblava tenir un efecte moderat sobre la 

transcripció mitjançada per β-catenina/TCF-4 vam estudiar si aquest efecte 

s’associava a un descens de l’afinitat de proteïna APC mutada per la β-catenina. La 

mutació I1307K està localitzada en el bell mig del domini d’interacció i regulació 

d’APC amb β-catenina, que queda totalment alterat en les mutacions truncants del 

gen APC. No és una regió cristal·litzable, però sí que es podia anticipar que es podria 

sintetitzar in vitro i analitzar la interacció amb β-catenina ja que teníem experiència 

en la síntesi del domini d’interacció d’APC amb β-catenina format per 4 repeticions de 

15 AA on està ubicada la mutació N1026S. Afortunadament, va resultar relativament 

senzill la síntesi del domini de les tres primeres repeticions de 20 AA i avaluar si 

canvis en aquesta zona del domini tenen una repercussió directa amb la capacitat 

d’interacció de la proteïna APC amb la β-catenina. Hem observat que I1307K 

interfereix de manera clara amb la interacció d’APC per β-catenina amb diferències 

tant en l’afinitat com en la cinètica de la interacció entre les dues molècules, el que 

reforça la solidesa de les nostres observacions. Val la pena destacar que totes 

aquestes alteracions no es reflecteixen en canvis predits pels programes in silico 

Polyphen, Condel o SIFT. Aquesta discrepància és una altra prova de la necessitat de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=An external file that holds a picture, illustration, etc.
Object name is mb0421431008.jpg [Object name is mb0421431008.jpg]&p=PMC3&id=134648_mb0421431008.jpg
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disposar de múltiples evidències abans de classificar una variant. L’impacte sobre 

l’afinitat i la cinètica d’associació-dissociació estan en concordança amb els assajos 

dels nivells de transcripció mitjançada pel complex β-catenina/TCF-4 en ambdues 

líniis cel·lulars.  

L’assaig BIAcore és un mètode potent i sensible per estudiar interaccions, però 

que no està exempt de limitacions experimentals. En les nostres mans ha estat clau 

immobilitzar els fragments d’APC per mitjà d’un anticòs anti-GST el que permetia 

exposar el domini d’interacció d’una manera clara sense modificar la proteïna 

sintetitzada. Un cop assolides les condicions experimentals idònies vam obtenir 

resultats coherents i significatius fent tres rèpliques per totes les concentracions de 

β-catenina utilitzades. En conjunt els assajos in vitro evidenciaven que hi havia un 

impacte modest però clar de l’al·lel I1307K sobre la funció reguladora de la proteïna 

APC sobre la via Wnt.  

Vam voler complementar aquests estudis in vitro amb estudis in vivo per tal 

d’avaluar el possible impacte sobre la tumorogenicitat. En resultats publicats 

anteriorment, les cèl·lules SW480 transfectades de forma estable amb l’’APCwt, quan 

eren injectades de forma subcutània en ratolins no produïen creixement tumoral. Per 

contra les cèl·lules parentals (SW480 sense transfectar amb el gen APC) sí que eren 

capaces de formar tumor quan eren injectades a ratolins (Faux et al., 2004). Així vam 

injectar en el subcutani de ratolins atímics els transfectants estables esperant obtenir 

resultats similars per la línia cel·lular transfectada amb APCwt. Per altra banda 

esperàvem que les cèl·lules transfectades amb el gen APC amb la mutació missense 

tingués un creixement intermedi entre les cèl·lules parentals i les transfectades amb 

el gen APCwt. En les nostres mans totes les cèl·lules transfectades, tant amb el gen 

APCwt com amb la variant, creixen més ràpidament que les cèl·lules parentals el que 

implica que no hem estat capaços de reproduir el model descrit per Faux et al., 2004.  

Això podria ser degut a que el nostre model experimental no és exactament igual 

ja que no hem seleccionat clons. Nosaltres hem utilitzat un plasmidi diferent que 

produïa una proteïna de fusió amb fluorescència. Varem injectar cèl·lules positives 

per la proteïna fluorescent, que varen ser seleccionades per citometria de flux, 
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mitjançant la tècnica de sorting i per tant ja partíem d’una mostra cel·lular més 

heterogènia que en l’estudi previ. Això podria explicar, en part, la gran heterogeneïtat 

en el creixement tumoral dins dels mateixos grups, que pot emmascarar possibles 

efectes sobre el creixement tumoral. En qualsevol cas, considerem que, a les nostres 

mans, el nostre sistema experimental no és capaç d’evidenciar diferències en el 

creixement in vivo de les variants.  

Si bé l’assaig tumorogènic no el considerem interpretable es poden obtenir més 

dades d’aquest experiment. Per exemple, és intrigant la progressiva desaparició del 

transgen amb la variant APC I1307K al llarg del creixement tumoral en el ratolí, tant 

en les cèl·lules SW480 com en les DLD-1, malgrat que el transgen s’expressa de 

manera estable in vitro. Aquesta pèrdua de l’al·lel no es fa evident en les cèl·lules 

SW480 quan s’han analitzat altres mutacions (i.e. S1028R, veure a sota) o amb l’al·lel 

wt. Per contra en els transfectants estables de DLD-1, hem observat la pèrdua del 

transgen de totes les variants durant el creixement tumoral en ratolins. És possible 

que estiguem davant d’una altra limitació de les cèl·lules DLD-1 però no podem 

descartar que la pèrdua de l’al·lel de risc ofereixi un avantatge de creixement.  

Una altra possible explicació sobre el mecanisme patogènic de l’al·lel I1307K era 

que la presumpta naturalesa hipermutable de la zona de 8(A) incrementava la 

inestabilitat genètica en el gen APC. Aquest canvi d’una timina (T) a una adenina (A) 

és susceptible a acumular mutacions somàtiques en l’àrea MCR del gen APC per error 

de la polimerasa a l’hora de replicar el DNA, incrementant d’aquesta manera el risc de 

càncer (els treballs publicats sobre el tema estan recollits a la taula 30). De fet s’ha 

associat la generació de la mutació (c.3924_3925insA) resultat d’una inserció d’una 

adenina addicional com característica d’aquests tumors (P. Zauber et al., 2014). 
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Taula 30: Resum dels estudis moleculars sobre la variant d’APC I1307K i les mutacions relacionades amb la 

regió hipermutable. 

 
 

Per últim vam intentar analitzar la progressió tumoral en pacients portadors de la 

mutació APC I1307K, malauradament no vam obtenir cap resultat satisfactori, ja que 

a la hora d’analitzar les seqüències obtingudes per la seqüenciació massiva els 

nostres resultats estaven molt saturats de seqüències repetitives i els gens d’interès, 

com per exemple APC, estaven molt poc representats. Creiem que una de les causes 

més probables d’aquests resultats és que partíem de molt poca quantitat de teixit i 

que a més les mostres eren de teixit parafinat molt antic. Aquests dos factors molt 

possiblement van fer que el material genètic obtingut fos escàs i que estigués 

altament degradat. Malgrat que ja queda fora d’aquesta tesi estem recollint mostres 

de teixit de tumors que han desenvolupat els portadors de la variant. Els que s’han 

recollit fins la data tenen més material disponible, el que fa anticipar més possibilitats 

d’èxit de l’anàlisi. Confiem en que en futur proper puguem respondre a la pregunta de 

si els tumors segueixen un mateix patró mutacional degut a la regió hipermutable que 

es genera, de vuit adenines consecutives, en la regió MCR del gen APC.  

Autors Any Títol
Tipus 

d’estudi
Conclusions

Robert Gryfe, et al., 1998
Somatic instability of 
the APC I1307K allele in colorectal 
neoplasia

Molecular

L'al·lel APC I1307K contribueix un 
augmentar la mutabilitat potencial 
d'APC a través de la inestabilitat en la 
regió de 8(A).

Robert Gryfe, et al. 1999
Inherited colorectal polyposis and 
cancer risk of the APC I1307K 
polymorphism.

Molecular

L‘al·lel APC I1307K condueix a un 
augment de l’inactivació del gen APC i 
directament representa el 42% de les 
neoplàsies colorectals que
desenvolupen els portadors.

Zauber NP. et  al., 2003

The characterization of 
somatic APC mutations in colonic 
adenomas and carcinomas in 
Ashkenazi Jews with 
the APC I1307K variant using 
linkage disequilibrium.

Molecular

La regió de 8(A) consecutives és 
realment inestable i fomenta el 
desenvolupament de noves mutacions 
somàtiques.

Zauber NP. et  al., 2005
Clinical and genetic findings in an 
Ashkenazi Jewish population with 
colorectal neoplasms

Molecular

La variant està clarament associada a 
una inserció d'adenina addicional 
somàtica a la regió dels codons 1306-
1309.

Zauber P. et al., 2014

Colorectal tumors 
from APC*I1307K carriers 
principally harbor 
somatic APC mutations outside 
the A8 tract.

Molecular
La mutació c.3924_3925insA  pot ser 
atribuïble a la mutació I1307K.
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Com a sistema experimental alternatiu hem utilitzat tumors induïts amb cèl·lules 

transfectades amb I1307K. Malgrat hem utilitzat tècniques de seqüenciació 

convencionals i hem estudiat diferents àrees del tumor per tal de tenir major 

sensibilitat analítica i un millor estimació de la heterogeneïtat, no hem estat capaços 

de demostrar un increment de la taxa de mutacions en MCR del gen APC ni tampoc 

hem evidenciat l’adquisició de la mutació específica c.3924_3925insA. Aquesta 

evidència experimental indirecta no sembla recolzar la importància de la inestabilitat 

genètica per explicar el risc augmentat lligat a la variant APC I1307K.  

 

En resum, hem demostrat que la variant APC I1307K té un efecte en la funció de la 

proteïna APC i que pot estar incrementant el risc de desenvolupar càncer per una 

sobre activació de la via de senyalització Wnt, ja que la mutació té un impacte en la 

interacció entre la proteïna APC amb la β-catenina. Els nostres resultats tenen més 

valor si considerem que la mutació no està localitzada dins d’una repetició ni pertany 

a un domini funcional inequívoc. Simplement pertany a una zona gran, implicada en 

la unió a β-catenina pel que es podria no haver detectat cap afectació. L’efecte subtil 

observat encaixa amb el fet que modifica el risc a desenvolupar càncer sense ser una 

variant d’alta penetrància. Per tant, que un portador de la variant desenvolupi un CCR 

depèn d’altres factors com podria ser l’associació amb altres al·lels de risc, els factors 

ambientals, etc. 

 

2. Caracterització funcional d’altres variants missense del gen APC 

Una part dels assajos com els que hem utilitzat per avaluar l’impacte funcional de 

la variant I1307K es poden utilitzar per conèixer millor l’impacte d’altres mutacions 

missense com ja havia fet el nostre grup amb la mutació N1026S. Per aquesta raó 

també hem volgut analitzar el possible impacte funcional de l’al·lel APC E1317Q. És 

considerada una variant de baixa penetrància pel desenvolupament d’adenomes i 

carcinomes colorectals, però tot hi així segueix havent una gran controvèrsia ja que 

en molts estudis està considerada com a polimorfisme. Per altra banda hi ha molt 

poca literatura que descrigui els detalls moleculars d’aquesta variant en teixit 
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tumoral (P. Zauber, Marotta, & Sabbath-Solitare, 2013). Aquesta variant està 

localitzada a la mateixa regió que la I1307K, per tant pot afectar a la interacció de la 

proteïna APC amb la β-catenina, i podria tenir un impacte en la via de transducció de 

senyals Wnt.  

 

Per la variant APC E1317Q l’impacte funcional que hem obtingut no és tan evident 

com el de la variant APC I1307K. Quan vam analitzar els nivells de transcripció 

mitjançada pel complex β-catenina/TCF-4 en cèl·lules transfectades no vam tenir 

resultats concordants amb les dues cèl·lules utilitzades i curiosament aquestes 

discrepàncies es donaven tant amb els transfectant estables com els transitoris. Els 

resultats de l’estudi d’expressió de gens de la via Wnt tampoc va ser concloent. En la 

mateixa línia, els estudis d’afinitat indiquen una petita diferència en l’afinitat de la 

variant per β-catenina respecte a la variant salvatge, però aquest efecte sembla ser 

menor que l’observat per la variant I1307K. Per tant, la variant d’APC E1317Q mostra 

un menor impacte funcional en la proteïna que la variant I1307K en línIa amb la 

consideració de polimorfisme que atorga la majoria de la literatura.  

 

Finalment i dins el mateix bloc d’experiments vam avaluar l’impacte de la variant 

APC S1028R no descrit anteriorment, i que va ser identificat en una família afecta 

d’AFAP. Aquesta darrera mutació està localitzada a la mateixa regió que la variant 

APC N1026S identificada en una família afecta d’AFAP (Menendez et al., 2008). Hem 

evidenciat que la mutació incrementa la transcripció mitjançada per β-catenina així 

com la concentració de β-catenina citoplasmàtica. En l’assaig d’interacció, s’observa 

que la mutació S1028R afecta de manera clara l’afinitat per β-catenina i ho fa de 

manera més clara que la mutació N1026S prèviament caracteritzada (Menendez et al., 

2008). Pel que fa a la cinètica de creixement dels estudis in vivo injectant els 

transfectants estables no va ser molt informativa. Les variants amb les mutacions 

missense APC N1026S i APC S1028R creixien més ràpidament que la variant APCwt 

sense que les diferències siguin significatives. És important destacar que en aquest 

cas l’expressió del transgen es manté i incrementa mentre les cèl·lules creixen in vivo. 
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Si mirem de manera global els resultats obtinguts amb la variant S1028R podem 

concloure que és una variant missense amb un impacte funcional clar in vitro i in vivo.  

Aquesta mutació provoca un canvi d’aminoàcid de serina a arginina en un residu 

altament conservat en el codó 1028 del domini d’unió d’APC amb β-catenina. 

Específicament, aquest canvi té lloc en la primera repetició de 15AA d’aquest domini, 

i per tant es troba dins d’un domini funcional de la proteïna en una seqüència 

altament conservada en l’evolució. Els programes de predicció in silico de la funció i 

estabilitat de la proteïna classifiquen la variant S1028R com a patogènica. A més a, la 

predicció d’afinitat del canvi S1028R és compatible amb la menor afinitat per la         

β-catenina del pèptid d’APC amb la variant S1028R comparat amb el pèptid N1026S.  

En el treball realitzat anteriorment en el nostre grup (Menendez et al., 2008), i 

utilitzant altres programes de predicció d’estructures vam evidenciar que la cadena 

lateral de l’Asn1026 de la proteïna APC forma un pont d’hidrogen amb la Ser1028, 

per tant seria probable que el canvi de serina a arginina tingui un efecte a la 

funcionalitat del domini, semblant al impacte que es va observar en l’estudi anterior. 

L’estudi in silico de l’estructura de la primera repetició de 15AA del domini 

d’interacció amb β-catenina, ja va predir que la mutació afectava els contactes 

terciaris entre els residus Asn1026 i Ser1028 d’APC tal i com es mostra a la figura 69.  

 

Figura 69: Solapament d’alt grau dels 7 multi-agrupaments que van obtenir amb el programa docking amb 

el pèptid APCwt. La proximitat de la Asn1026 i la Ser1028 explica perquè les cadenes laterals d’aquests dos 

residus formen un pont d’hidrogen, en canvi al canviar Asn1026 per Ser 1026 no es forma cap estructura 

consens ja que es trenca el pont d’hidrogen. (Menendez et al., 2008)) 

 



DISCUSSIÓ 

169 

 

Els resultats obtinguts sobre l’estabilitat i afinitat de la mutació S1028R 

confirmen el que ja havíem anticipat i podem concloure que la proteïna té un efecte 

clar en el domini d’unió d’APC amb β-catenina. Respecte a la seva patogenicitat s’ha 

de ser cautelós ja que l’arbre familiar no ens confirma si aquesta mutació co-segrega 

amb la malaltia ja que els individus de la quarta generació portadors de la mutació 

són molt joves. 

 

En els últims anys l’ús de la seqüenciació massiva de nova generació per analitzar 

panells de gens o exomes o fins i tot genomes ja s’aplica en diagnòstic genètic per 

poder identificar la possible causa de l’agregació familiar de càncer. Això ha fet 

incrementar de forma exponencial el nombre de VSD (variant de significat 

desconegut) identificades, que molt sovint són canvis missense, silents o mutacions 

que es troben en regions no codificants de les que es desconeixen les seves 

repercussions en la funcionalitat de la proteïna. Tant a Menendez et al. 2008 com en 

aquest treball hem demostrat que és possible fer una caracterització funcional de les 

variants missense que es troben en la regió d’unió i regulació de la β-catenina en la 

proteïna APC. Però aquests assajos són complexes i la seva interpretació no és 

automàtica ja que la proteïna APC és una molècula molt gran que té molts dominis i 

múltiples funcions dins la cèl·lula. 

En el treball de Thompson et al. 2014 (Thompson et al., 2014), està descrit 

l’algoritme per classificar les VSD dels gens MMR, proposat pel Variant Interpretation 

Committee de l’InSight, basat en l’atribució de diferent pesos relatius a múltiples 

línies d’evidència sobre una variant que inclouen la naturalesa molecular de la 

mutació, el grau d’agregació familiar i de co-segregació, les alteracions moleculars 

presents en el tumors o la freqüència al·lèlica en bases de dades, entre d’altres. Es van 

consensuar unes guies, que s’actualitzen regularment, per a la classificació que 

permeten catalogar les variants en 5 categories amb impacte clínic (veure imatge 70 a 

sota). 
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Imatge 70: Informació de les 5 categories de classificació de l’Insight per classificar les VSD en els gens 

MMR. (Extret de:(Thompson et al., 2014)). 

 

Aquest grup de treball, després d’arribar a un acord sobre com valorar la 

informació clínica, epidemiològica i molecular més estandarditzada (MSI, 

inmunohistoquímica de les proteïnes reparadores i assajos d’splicing) va abordar la 

valoració dels assajos funcionals, en aquest cas lligats a defectes en la inestabilitat en 

microsatèl·lits. En la imatge de sota (figura 71) es mostra el seu arbre de decisió 

finalment acordat on, a la part superior, s’evidencia la informació que s’ha d’aportar 

quant a la detecció d’alteracions en el splicing del RNA. Tot i que en l’algoritme no 

s’esmenta la necessitat d’estandarditzar els mètodes analítics utilitzats, hi ha consens 

sobre la informació que han de proporcionar. D’altra banda, quan s’arriben als assajos 

funcionals a nivell de proteïna, el Comitè va consensuar criteris més astringents, ja 

que la majoria d’aquests assajos, com els utilitzats en la present tesi, no estan 

adequadament estandarditzats. Per variants en els gens MMR exigien tenir resultats 

concordants en 2 assajos desenvolupats en laboratoris diferents. Aquests 
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requeriments també eren exigits pels WB o els assajos de localització subcel·lular de 

proteïnes. Aquest algoritme (Figura 71) reflecteix la necessitat de desenvolupar 

assajos confiables i reproduïbles que mereixin l’aprovació dels clínics. 
 

 

Figura 71: Arbre d’algoritme que s’ha de seguir per la classificació de les variants dels gens MMR. 

 

Finalment, cal destacar que aquest comitè no atribueix cap valor clínic a les 

prediccions in silico de les mutacions missense que molts altres grups han considerat 

com rellevants. Els algoritmes in silico de predicció de funció són una eina, que molts 

grups consideren molt útil per interrogar les variants missense, per tenir una de les 

primeres aproximacions del seu possible efecte en la funció. El 75-90% dels valors de 

predicció dels algoritmes de classificació in silico concorden amb altres anàlisi que 

estan en ús (Chan et al., 2007). Tot i així, no deixen de ser prediccions amb una 

precisió del 80%, pel tant, la seva aplicació a la clínica han de ser complementada 

amb altres eines d’interpretació, com són els assajos funcionals i l’anàlisi de co-

segregació de les variants amb la malaltia dins de les famílies. A més, com que cada 

algoritme es basa en diferents característiques, pot haver incongruències entre els 

resultats predictius per un mateix canvi entre els diferents programes de predicció 
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(Tavtigian, Greenblatt, Lesueur, Byrnes, & Group, 2008). Es fàcil imaginar que aquest 

algoritme de classificació de les VSD en els gens MMR anirà evolucionant amb el 

temps i que s’intentarà a extrapolar a altres gens i assajos funcionals.  

 

Els assajos desenvolupats aquí per avaluar si les variants missense tenen un efecte 

en la funció de la proteïna APC, no han estat reproduïts exactament igual en altres 

laboratoris. Però per exemple, l’anàlisi de l’activitat transcripcional mitjançada pel 

complex β-catenina/TCF-4 mitjançant l’assaig del gen reporter també va ser realitzat 

pel grup d’Azzopardi et al. (Azzopardi et al., 2008), per interrogar en el gen APC les 

variants missense I1307K i E1317Q, entre altres, en la línia cel·lular SW480. En aquest 

treball van concloure que aquestes dues mutacions afectaven la funció de la proteïna 

APC. Si seguim les directrius establertes per aquest comitè, podríem dir que l’estudi 

de l’activitat transcripcional per les variants I1307K i E1317Q ha estat desenvolupat 

en dos laboratoris independents, i a més els resultats obtinguts per la mutació APC 

I1307K són concordants, per tant el valor dels resultats guanyarien més pes. 

 

Una proposta d’algoritme per la classificació de variants missense que es troben 

en els dominis d’interacció amb β-catenina, podria ser l’estudi de l’activitat 

transcripcional, ja no sols en dos laboratoris independents, sinó que els assajos 

s’haurien de realitzar amb dues línies cel·lulars, ja que com hem comprovat poden 

haver-hi discrepàncies segons la línia cel·lular que s’utilitzi. Altres assajos que creiem 

que s’haurien de realitzar, és l’estudi d’interacció entre proteïnes per la tècnica de 

SRP (BIAcore) i/o cromatografia d’afinitat. Per últim, amb la utilització de línies 

cel·lulars transfectades de forma estable, es pot analitzar mitjançant Western Blot, els 

nivells de β-catenina i veure d’aquesta manera, si la variant afavoreix que hi hagi una 

acumulació en el citoplasma, la qual cosa podria facilitar que la β-catenina entrés al 

nucli i activés els gens de la via Wnt. La figura 72 representa de forma esquemàtica la 

proposta d’algoritme per la classificació de les VSD que es trobin en el domini 

d’interacció i/o regulació de β-catenina. També en aquest algoritme s’hi podria afegir 
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els estudis in silico de predicció de funció, com un primer pas per interrogar el 

possible efecte de les variants. 

 

 

Imatge 72: Proposta  d’algoritme per l’estudi de l’impacte funcional en variants del gen APC en el domini 

d’unió i regulació dels nivells de β-catenina. 

 

Igual que per les VSD en els gens MMR, en aquest cas també es podria classificar 

les variants en diferents nivells de patogenicitat, ja que com hem comprovat en 

aquests treball, cada variant missense, mostra diferències en el nivell d’afectació de la 

proteïna APC amb la interacció amb β-catenina. És a dir, per la variant S1028R 

s’observa una clara afectació de la interacció entre la β-catenina i l’APC, en canvi 

l’afectació en la interacció entre les dues proteïnes causada per la variant E1317Q és 

molt lleu. I entre aquestes dues variants, trobem la variant I1307K que afecta de 

forma clara la interacció de les dues proteïnes però d’una manera menys severa que 

la variant S1028R. 

 

 

 

VSD: regió d’unió i 
regulació nivells 

β-catenina

Assaig nivell transcripció
complex β-catenina/TCF-4
(En dues línies cel·lulars)

DefecteNo defecte

Polimorfisme

Nivells  cel·lulars de 
β-catenina

Interacció proteïnes
Altres assaig in vitro

Defecte No defecte

Variant patogènica Polimorfisme
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3. Anàlisi mutacional del gen UNC5C 

En una gran part de famílies on es veu una agregació de càncer de còlon sense 

inestabilitat de microsatèl·lits es continua desconeixent el seu component genètic. 

Molts grups estan treballant per poder identificar de forma molecular quins són els 

gens que poden explicar aquesta agregació familiar. Aquests estudis han identificat 

alguns dels gens que expliquen la agregació de càncer de còlon en grups reduïts de 

famílies, com és el cas dels gens FAN1, OGG1, BUB1, SEMA4A, RSP20 o FOCAD (de 

Voer et al., 2013; Garre et al., 2011; Nieminen et al., 2014; Schulz et al., 2014; Segui et 

al., 2015; Weren et al., 2015)etc. Aquesta heterogeneïtat de gens causants del càncer 

probablement mostra que la categoria de Càncer Colorectal familiar tipus X (CCRf-X) 

agrupa més d’una síndrome hereditària de predisposició al CCR. (Ku et al., 2012; 

Valle, 2014).  

Com ja hem comentat, s’han descrit mutacions germinals en el gen UNC5C com a 

responsables de l’agregació de càncer de còlon en una porció petita de famílies sense 

altres alteracions conegudes (Coissieux et al., 2011). En aquest estudi hem identificat 

8 pacients portadors d’una variant missense, tres de les quals, p.D353N, p.R603C i la 

p.A628K, ja van ser reportades per Coissieux et al. En aquest treball previ les dues 

primeres, p.D353N i p.R603C, es trobaven en una freqüència semblant en casos i 

controls i no co-segreguen amb la malaltia. La variant p.D353N tampoc co-segrega 

amb la malaltia en la família que hem analitzat. En canvi no hem pogut fer l’estudi de 

co-segregació per la R603C. La tercera mutació reportada, la p.A628K, ja va ser 

reportada com a patogènica en el treball de Coissieux et al., i és l’única que, en la 

nostra sèrie, podria explicar l’agregació familiar de CCR.  

Tot i que hem reportat variants noves o molt poc freqüents en casos amb 

agregació familiar de CCR, no aportem evidencia addicional que ens ajudi a confirmar 

o descartar que el gen UNC5C predisposa al desenvolupament del càncer colorectal 

hereditari. De les altres 5 variants tan sols hem confirmat que la variant p.S737N co-

segrega amb la malaltia, però aquesta variant no esta localitzada en cap domini 

funcional del receptor, per tant el seu impacte sobre la funció pro-apoptòtica del 

receptor no és clara.  
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L’estudi somàtic dels tumors sovint aporta informació que permet confirmar o 

descartar el possible impacte funcional d’un nou gen. Coissieux et al, 2011 van 

demostrar que la metilació del promotor del gen UNC5C era present als tumors 

analitzats, el que suggeria que aquest era un second hit que confirmava el presumpte 

rol de gen supressor de tumors. Els nostres resultats van confirmar en primera 

instància aquestes observacions però en ampliar la sèrie de casos analitzats s’ha vist 

que la metilació no és específica del teixit tumoral sinó que també es dona a la 

mucosa normal aparellada. A més, aquesta hipermetilació no està restringida als 

tumors associats a aquestes famílies sinó que és un fenomen quasi universal als 

tumors esporàdics (Valle L, comunicació personal). Aquesta observació apunta a un 

escenari més complex i dificulta la interpretació dels resultats somàtics. En aquest 

context la plausibilitat biològica és rellevant. UNC5C és un receptor per netrina a 

l’igual que ho és el gen DCC. En resultats publicats ja fa anys es va presentar evidència 

sòlida que qüestionava el rol de DCC en la tumorigènesi colorectal (Fazeli et al., 1997) 

que havia estat senyalat com molt rellevant pel laboratori de Bert Vogelstein (Mehlen 

& Fearon, 2004) (Fearon et al., 1990). El recent desenvolupament d’un model animal 

que desenvolupa tumors amb baixa freqüència un cop s’ha inactivat genèticament 

l’activitat pro-apoptòtica de DCC ha revitalitzat el possible rol de DCC com un gen 

supressor de tumors bona fide (Castets et al., 2012).  

 

Dels nostres resultats es deriva que no podem ni confirmar ni descartar que 

UNC5C tingui un paper rellevant en la predisposició al càncer colorectal hereditari. És 

evident que la evidència que aportem és encara incompleta i que es podria completar 

amb nous experiments que no hem fet, en alguns casos per manca de material 

biològic, i en altres per manca de temps. En aquelles variants on els estudis in silico de 

predicció de l’estabilitat de la proteïna les classifiquen com a desestabilitzadores, com 

per exemple amb la variant p.S737N, caldria confirmar aquesta predicció amb estudis 

d’expressió de la proteïna. En alguns casos no podem saber si co-segrega o no amb la 

malaltia bé per manca de material disponible bé perquè la edat del portador no 
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permet saber si s’ha expressat o no encara la presumpta predisposició. Finalment en 

alguns casos fora indicat explorar l’impacte funcional de l’activitat pro-apoptòtica tal 

com va fer el grup de Coissieux. 
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 Per la variant APC I1307K hem observat un nivell d’activació de la via Wnt 

incrementat, probablement mediat per una més baixa afinitat per β-catenina, 

pel que pot incrementar el risc de desenvolupar càncer colorectal. Però en 

canvi no hem trobat mutacions associades a la variant, que s’expliquessin per 

una hipermutabilitat associada a formació de la regió de 8 adenines 

consecutives. 

 

 La mutació APC S1028R és molt probable que sigui la responsable de la 

Poliposi Adenomatosa Familiar Atenuada en el pacient on es va identificar la 

mutació. Els resultats funcionals obtinguts per la variant APC E1317Q no són 

concloents. 

 

 Hem desenvolupat assajos in vitro que permeten caracteritzar funcionalment 

les variants localitzades en els dominis d’unió i regulació dels nivells de β-

catenina de la proteïna APC.  

 

 No hem identificat mutacions en el gen UNC5C que aportin evidencia 

addicional que ajudi a confirmar o descartar que el gen UNC5C té un paper 

rellevant en el càncer colorectal hereditari. 
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