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1. PLOIDIA EN EL CANCER COLORRECTAL

Tras el analisis de cada una de las muestras el citometro de flujo proporciona unos
archivos list mode que estan compuestos por histogramas y datos que permiten el
analisis de la ploidia de la muestra asi como la caracterizacion del ciclo celular y otros
parametros celulares. Los histogramas que aparecen en estos archivos pueden ser
seleccionados por el usuario en funcién de los objetivos del estudio. En nuestro caso los

histogramas analizados fueron los que se muestran en la figura 8.

a) AISPERE] D b)

- N

B. ~ '1,| -y

L3
e
12

b FERKEN

- 1 1] [ ] - 1H24

C) A+B BTH &n d) A BIS BA e) B [ gt T

: : g

. ! |
, I
§ 5 ¥ 1]
W, ' ’ f'

- 'j'k -k ﬁ___ -l :I' l :

1] bl ¥ I!hl R I I’I.I'I C

Figura 8. Histogramas utilizados en el analisis de la citometria de flujo. a) Distribuciéon de puntos en
funcion de las sefiales de luz FS y SS, que miden, respectivamente, tamafio y granularidad. Estas
caracteristicas celulares permiten separar la poblacion de linfocitos infiltrantes (A) de la poblacion de
células tumorales (B). b) Relacion entre altura (abcisas) y amplitud (ordenadas) de la sefial de
fluorescencia para cada nucleo. La zona seleccionada incluye los nucleos sujetos a estudio. Los
puntos situados debajo de la diagonal corresponden a dobletes de nucleos y los que se encuentran
mas cerca del origen de coordenadas indican la existencia de restos celulares. c) d) y e) Histogramas
que muestran el contenido de DNA de la poblacién total (A+B), de linfocitos infiltrantes (A) y de células
tumorales (B), respectivamente. Consisten en distribuciones de frecuencias en las que se indica el
numero de células (ordenadas) existentes para una determinada intensidad de fluorescencia
(abcisas). EI DNA index (D) se calcula dividiendo el valor del pico de DNA aneuploide observado en

el histograma e) entre el valor del pico de DNA diploide observado en el histograma d).
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Ya se ha explicado en la seccion de Materiales y Métodos que en este estudio el analisis
de la ploidia se llevé a cabo mediante el célculo del DI y de dos nuevos parametros que
tenian en cuenta la proporcién de células aneuploides presentes en los tumores: el Cell
Index (Cl) y el Aneuploidy Index (Al). Ya que para el calculo de estos parametros es
necesario poseer la maxima precision en la determinacion del porcentaje de células
presentes en cada pico, los resultados obtenidos en los archivos list mode se procesaron
posteriormente con el programa Mod Fit, el cual proporciona una mayor fiabilidad gracias
al uso de modelos matematicos. La figura 9 muestra un ejemplo de los datos producidos
por el programa y de su posterior aplicacion a los calculos del Cl y el Al. El tumor del
ejemplo es ftriploide (DI=1.5), pero el pico de células aneuploides en G0/G1 sodlo
representa el 50% de todas las células tumorales en G0O/G1 presentes en el tumor
(Cl1=0.5). Si corregimos el grado de aneuploidia del tumor por el porcentaje de células
que lo presentan, éste se reduce en proporcion (Al=1.25). De esta manera, la gran
variabilidad existente entre tumores respecto a la cantidad de células aneuploides

que presentan se ve reflejada en una modificacion proporcional sobre su grado de

aneuploidia.
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Figura 9. Figura ilustrativa del analisis por citometria de flujo del contenido de DNA. El
grafico y los datos se generaron mediante el programa Mod Fit (ver Material y Métodos).

Los tres indices de aneuploidia se calcularon con las formulas que se indican.
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De los 131 tumores analizados por citometria de flujo, 39 (29.8%) resultaron ser diploides
y 92 (70.2%) aneuploides. Entre los aneuploides se encontraron 19 (20.6%) near
diploides, 1 hipodiploide (DI=0.79) y 5 multiploides, uno de ellos con una poblacién
hipodiploide. Los dos tumores con poblaciones hipodiploides se descartaron del estudio
debido a que era un numero insuficiente de casos para constituir un grupo especifico. Por
tanto para el analisis estadistico se dispuso de 129 casos. En los casos multiploides el Cl
y el Al se calcularon considerando todas las poblaciones aneuploides y como DI se usé el
valor mas alto de contenido de DNA. Los 90 tumores que constituian el grupo aneuploide
mostraron las siguientes medias (+ SD) para los tres indices analizados: DI=1.57+0.31
(rango: 1.10-2.28), CI=0.38+0.20 (rango: 0.02-0.81), Al=1.20+£0.17 (rango: 1.00-1.84). En
los tumores near diploides el calculo del Cl fue aproximado ya que existia solapamiento
en la distribucién de las poblaciones diploide y near diploide. Por este motivo estos
tumores no se consideraron para el analisis del Cl. Sin embargo, si que se incluyeron
para el estudio del Al, ya que la inexactitud del Cl tiene muy poco efecto en el calculo del
Al debido a que estos tumores muestran valores de DI muy bajos. El andlisis de
regresion lineal entre DI y Cl revel6 ausencia de correlacion entre ambas variables
(r=-0.091, P=0.449) lo que refuerza la idea de que ambos indices proporcionan
informacion complementaria. Como era de esperar, tanto el DI como el CI
correlacionaron con el Al. Por los motivos explicados en el apartado 2.3 de Material y
Métodos, los parametros de proliferacion sélo se determinaron en los tumores diploides.
Las medias (x SD) fueron: fraccion de células en fase S: 12.77+5.39 (rango: 3.71-28.00),
indice de proliferacién: 0.23+0.12 (rango: 0.05-0.55).

2. DANO GENOMICO MEDIDO POR AP-PCR

Determinacion del limite de variabilidad

Ya ha sido demostrado previamente que la AP-PCR es una técnica reproducible (Arribas
et al, 1997). Sin embargo, con el fin de objetivar al maximo el analisis de las alteraciones,
se llevaron a cabo experimentos de reproducibilidad intraensayo para determinar el limite
de variabilidad de la técnica dentro de este estudio (ver apartado 3.4 de Material y
Métodos). Los resultados se representan conjuntamente en un grafico que muestra la
relaciéon entre la desviacion estandar y la intensidad media de la banda (figura 10).

Se observa que las bandas con mas intensidad muestran mas desviacion estandar. Por
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esta razén, se considerd el limite de variabilidad como una recta proporcional a la
intensidad de las bandas. Tomando como referencia la recta de regresion, el limite de
variabilidad de la técnica es la recta paralela por debajo de la cual se encuentran el
95% de los puntos. De esta manera, dada una intensidad de banda determinada,
sustituyéndola en esta recta (valor en abcisas) encontramos la diferencia de intensidad
tumor menos normal (valor en ordenadas) a partir de la cual podemos considerar un
cambio real con el 5% de probabilidad de error. Todas las diferencias de intensidad por
debajo de ese valor tienen un 95% de probabilidad de que se deban a variaciones de la

técnica.

=*=regresion =*=recta limite
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Figura 10. Recta que define el limite de variabilidad de la técnica. La relacion entre la desviacion estandar
y la intensidad media de un conjunto de bandas analizadas repetidamente dentro de un experimento
permite determinar cual es el limite de variabilidad de la técnica. Este limite es una recta cuya pendiente
se debe a la mayor desviacion estandar que presentan en conjunto las bandas de alta intensidad. Si los
cambios de intensidad de las bandas tumorales respecto a las normales no superan este limite no se
puede descartar que sean debidos a variabilidad de la técnica. Por tanto solo se contabilizaron los

cambios superiores a ese limite.
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Analisis de los patrones de bandas

La figura 11 muestra un ejemplo de patrén de bandas para cada uno de los tres primers

analizados y la aplicacion del limite de variabilidad para la determinacion de alteraciones.
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Figura 11. Patrones de bandas obtenidos en los tres experimentos de AP-PCR. Flechas hacia arriba:
ganancias de intensidad; flechas hacia abajo: pérdidas de intensidad; punto: sin cambio de intensidad.
Se muestran los valores de intensidad relativa para el tejido normal y tumoral, la resta de ambos
valores y el limite de variabilidad correspondiente a la intensidad de cada banda tras aplicar la recta
de la figura 10. Las bandas en las que la diferencia de intensidad tumor menos normal supera en valor
absoluto el limite de variabilidad correspondiente se considera que estan alteradas en el tejido

tumoral. Las alteraciones se indican como 1: ganancias de intensidad; y —1: pérdidas de intensidad.
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En total se analizaron 181 bandas (58 del primer 331DB2, 80 del primer BLUE y 43 del
primer D12S77). El numero de bandas analizado para cada caso fue diferente debido a
representaciones polimorficas y a diferencias en la resolucién de algunos experimentos
que imposibilitaron incluir todas las bandas previamente definidas. La media fue de 140
bandas (rango: 73-177). Los 113 tumores analizados por AP-PCR mostraron las
siguientes medias (+ SD) para los tres parametros analizados: GDF=0.174+0.085 (rango:
0.015-0.388), LF=0.086+0.044 (rango: 0.007-0.211), GF=0.088+0.045 (rango: 0.000-

0.215). La regresion lineal entre el GF y el LF resulté ser muy significativa (P<0.0001).

3. ASOCIACIONES CON VARIABLES MOLECULARES Y CLiNICO-
PATOLOGICAS

Se estudio la relacién de las variables derivadas de la citometria de flujo y de la AP-PCR
entre ellas y con el resto de variables clinico-patolégicas y moleculares incluidas en el
estudio. Estas son: sexo, edad, localizacion del tumor (izquierda o derecha), estadio de
Dukes, grado de invasion del tumor (T), invasion en nédulos linfaticos (N), metastasis (M),

inestabilidad de microsatélites (MSI), mutaciones en p53 y mutaciones en k-ras.

Daino gendmico medido por citometria de flujo

Los casos aneuploides mostraron un mayor porcentaje (51.3%) de mutaciones en p53
que los casos diploides (28.9%) y esta relacion resulto ser estadisticamente significativa
(P=0.029). La separacion de los casos en diploides y aneuploides no proporciono
ninguna otra asociacion significativa. A continuacion se estudio la relacion de los tres
indices descritos para cuantificar aneuploidia (DI, Cl y Al) con el resto de variables. Ya
que los tumores diploides presentan valores constantes para estos indices (DI=1, CI=0,
Al=1), el estudio se llevé a cabo sélo para los casos aneuploides (n=90). De los tres
indices el Al fue el que resulté estar mas relacionado con algunas de las variables de
interés (tabla 5). En concreto, valores elevados de Al se asocian a localizacion del
tumor en el colon izquierdo (P=0.077), estadios de Dukes avanzados (P=0.043) y
presencia de metastasis (P=0.021). Altos valores de Cl también se asociaron a la

presencia de metastasis (P=0.023) y a estadios de Dukes avanzados (P=0.069). Sin
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embargo para el DI no se encontré ninguna relacién significativa con las variables

estudiadas.

Tabla 5. Relacion del GDF y el Al con las variables clinico-patoldgicas y moleculares.

GDF Al

VARIABLE ny (mediaxSD) P n2 (mediaxSD) P
SEXO
Mujeres 52 0.179+0.002 ns 41 1.186+0.153 ns
Hombres 61 0.169+0.008 49 1.216+0.182
EDAD
<= 67 afios 54 0.170+£0.005 ns 39 1.208+0.158 ns
> 67 afios 59 0.176+0.004 51 1.198+0.179
LOCALIZACION
Derecha 33 0.146+0.005 0.028 26 1.152+0.126 0.077
Izquierda 80 0.185+0.006 64 1.222+0.181
ESTADIO DE DUKES
AB 58 0.176+0.004 ns 51 1.174+0.163 0.043
Cc 38 0.179+0.008 29 1.21240.141
D 17 0.150+0.007 10 1.319+0.234
T (grado de invasion)
1,2 20 0.184+0.006 ns 12 1.188+0.184 ns
3 51 0.159+0.001 40 1.218+0.179
4 42 0.186+0.008 38 1.190£0.157
N (invasion nédulos linfaticos)
0 64 0.171+0.003 ns 54 1.185+0.169 ns
1 31 0.164+0.009 23 1.213+0.142
2 18 0.198+0.009 13 1.254+0.212
M (metastasis)
no 96 0.178+0.006 ns 80 1.188+0.155 0.021
si 17 0.150+0.007 10 1.319+0.234
MSI (inestab. de microsat.)
no 107 0.176+0.005 ns 87 1.205+0.171 ns
si 6 0.119+0.007 3 1.113+0.066
MUTACION EN p53
no 57 0.153+0.002 0.002 39 1.21240.193 ns
si 49 0.202+0.007 41 1.220+0.153
MUTACION EN ras
no 70 0.179+0.005 ns 53 1.204+0.161 ns
si 42 0.162+0.004 35 1.187+0.150

n4 :numero de casos con datos para AP-PCR (n total=113). nz: ndmero de casos aneuploides

(n total=90).
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Daino gendmico medido por AP-PCR

El GDF aumenta significativamente en los tumores localizados en el colon
izquierdo (P=0.028) y en los tumores con mutaciéon en p53 (P=0.002) (tabla 5). Las
mismas asociaciones se encontraron cuando se estudié separadamente el GF y el LF
(localizacién en colon izquierdo: P=0.055 y P=0.023, respectivamente; mutacién en p53:
P=0.004 y P=0.003, respectivamente). La elevada correlaciéon encontrada entre GF y LF
(ver apartado 2 de Resultados) y la gran coincidencia observada con los resultados
obtenidos para el GDF nos llevaron a considerar innecesario el estudio por separado del
GF y el LF. Por tanto, la mayoria de los analisis estadisticos realizados a partir de este
momento se refieren tan solo al GDF. Cuando se analizé la relacidon del GDF con el resto
de variables separando los casos diploides y aneuploides se observo que altos valores de
GDF correlacionaban con mutaciones en p53 tanto en tumores diploides como en
aneuploides, pero, sin embargo, la asociacion con tumores localizados en el colon

izquierdo solo resulto significativa en los tumores aneuploides.

Relaciéon entre las variables derivadas de la citometria de flujo v las variables derivadas
de la AP-PCR

Se encontré una ligera tendencia a que los tumores aneuploides mostraran mayor GDF
(media=0.183) que los tumores diploides (media=0.155), pero esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica (P=0.100). Por otra parte, en los tumores aneuploides la
regresion lineal del GDF respecto a las variables que cuantifican el grado de
aneuploidia mostré que no existe relacion lineal con ninguna de ellas (GDF vs Al,
P=0.135; GDF vs CI, P=0.515; GDF vs DI, P=0.761). En la figura 12 se presenta el
diagrama de puntos GDF vs Al.
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Figura 12. Relacién entre GDF y Al. Puntos naranjas: tumores diploides; presentan Al=1 y valores
de GDF a lo largo de todo el rango. Puntos verdes: tumores aneuploides; no existe relacion entre los
valores de Al y de GDF.

4. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Tal y como se ha explicado en material y métodos, la muestra de tumores considerada

para el analisis de supervivencia se selecciono en funcion del subobjetivo propuesto:

- valoraciéon de las medidas de dafo genomico como factores prondésticos:

pacientes con reseccién quirurgica radical (R0) (n=108).

- andlisis multivariante mediante modelos de Cox: todos los casos incluidos en el
estudio (n=129).
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4.1 VALOR PRONOSTICO DE LAS VARIABLES ANALIZADAS

4.1.1 VALOR PRONOSTICO DE LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS Y
MOLECULARES

Antes de proceder al analisis del valor prondstico de las medidas de dafio genémico se
llevé a cabo dicho analisis para las variables clinico-patolégicas y moleculares incluidas
en el estudio. Las dos variables que mostraron mayor asociacion con supervivencia
fueron el estadio de Dukes y la invasion en nodulos linfaticos (tabla 6). También se
ha sugerido valor prondstico a las mutaciones en los genes p53 y k-ras, pero en la
poblacién analizada (108 casos RO) no se encontré relacién con supervivencia para
ninguno de los dos genes por separado ni tampoco cuando ambos se consideraron
conjuntamente. Esto ya se habia observado previamente en otros estudios llevados a
cabo en esta misma poblacién (Tortola et al, 1999). También se analizd el valor
pronostico de todas las variables de forma independiente para tumores diploides y
aneuploides. Mientras que en los diploides el estadio de Dukes y la invasiéon en
nodulos linfaticos mantuvieron su valor pronoéstico, en los aneuploides sélo la
invasion en ndédulos linfaticos conservé una elevada significacion (tabla 6).
Respecto al valor prondstico de la invasiéon de nédulos linfaticos, es necesario destacar
una diferencia fundamental entre lo que ocurre en tumores diploides y en aneuploides. En
los tumores diploides la invasion de los ganglios linfaticos, independientemente de
su numero, causa una disminucién drastica de la supervivencia mientras que en
los tumores aneuploides la supervivencia se mantiene elevada hasta que no se ha
invadido un nimero considerable de ganglios (3 o mas) (tabla 6). Estos resultados
indican que el mecanismo de progresion de los tumores diploides es diferente del de los
aneuploides ya que la agresividad de los dos tipos de tumores se asocia a diferentes
caracteristicas invasivas. Estos datos también indican la importancia de contabilizar el
numero de ganglios linfaticos invadidos (lo cual no se hace en el estadio de Dukes) y la
necesidad de usar esta variable para testar el valor prondstico de nuevos parametros (por
este motivo se incluye en los tests de Cox que se realizan en este apartado). El resto de
las variables no mostré asociacion con pronédstico en ninguno de los dos subgrupos de

casos.
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Tabla 6. Andlisis univariante de la supervivencia total.

Resultados

Analisis univariante

Factor Categorias No de Supervivencia Hazard Log-
Pronéstico casos 5 afos (%+SE) Ratio (Cox) rank P
Estadio de A-B 69 86.0+4.3

Dukes C 39 55.5+8.0 4.0 <0.001
Invasion en Ninguno 69 86.0x4.3

noédulos De1a3 28 63.2+9.2 3.0

linfaticos Mas de 3 11 36.3+14.5 7.4 <0.001

Estado de Diploide 32 71.8+7.9
ploidia Aneuploide 76 76.3+5.0 0.8 0.763

GDF <0.20 60 77.3+5.5
>0.20 32 64.8+8.5 1.8 0.135

Tumores diploides

Estadio de A-B 21 95.2+4.6

Dukes C 11 27.2+13.4 23.0 <0.001

Invasion en Ninguno 21 95.2+4.6

noédulos De1a3 7 28.5+17.0 21.0

linfaticos Mas de 3 4 25.0+21.6 27.4 <0.001

GDF <0.20 20 70.0+10.2
>0.20 10 80.0+12.6 0.5 0.505

% de células <13.94 20 85.0+7.9
en fase S >13.94 11 54.5+15.0 3.3 0.078

Tumores aneuploides

Estadio de A-B 48 81.6£5.9

Dukes C 28 66.8+9.0 2.2 0.064

Invasion en Ninguno 48 81.6£5.9

noédulos De1a3 21 75.1+9.6 1.5

linfaticos Mas de 3 7 28.5+17.0 5.0 0.006

GDF <0.20 40 84.3+5.9
>0.20 22 57.7+10.7 3.0 0.017

DNA index <1.48 31 90.2+5.3
(D1) >1.48 45 66.9+7.3 4.4 0.009

Cell index (CI) <0.17 7 100

>0.17 51 67.0+6.8 26.4 0.061

Aneuploidy <1.14 36 91.6+4.6
Index (Al) >1.14 40 62.1+8.1 4.3 0.004

GDF/AI bajo GDF bajo 25 96.0+3.9
Al 37 56.5+8.6 13.9 <0.001

alto GDF

ylo
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4.1.2 VALOR PRONOSTICO DE LAS VARIABLES DERIVADAS DE LA CITOMETRIA DE
FLUJO

La clasificacion de los tumores basada en el estado de ploidia (diploides vs. aneuploides)
no mostré ninguna asociaciéon con supervivencia (tabla 6). Para completar esta
clasificacion inicial teniendo en cuenta el grado de aneuploidia de los tumores se decidio
dividir los casos en tres grupos: ‘diploides’, ‘baja aneuploidia’ y ‘alta aneuploidia’. La
separacioén entre baja y alta aneuploidia se llevé a cabo de forma independiente para
cada uno de los tres indices usando como punto de corte el valor obtenido en el analisis
de curvas ROC. Estos valores fueron Al>1.14 (area debajo de la curva: 0.675,
sensibilidad: 80%, especificidad: 57%), DI>1.48 (area debajo de la curva: 0.663,
sensibilidad: 85%, especificidad: 50%) y CI>0.17 (area debajo de la curva: 0.529,
sensibilidad: 100%, especificidad: 18%).

Las curvas de Kaplan-Meier de supervivencia total obtenidas con cada uno de los tres
indices fueron muy similares, siendo la mas significativa la clasificacion basada en el Al
(figura 13a). Sorprendentemente, los tumores diploides mostraron una supervivencia
intermedia entre los tumores de baja y alta aneuploidia, lo que explica la falta de
significacion del analisis de supervivencia de tumores diploides vs. aneuploides. La
separacioén de los tumores en funcién del estadio de Dukes (figura 13b y 13c) proporciond
nuevos datos para entender el motivo de esta disminucién en la supervivencia de los
tumores diploides. Los tumores diploides en estadios de Dukes tempranos (A y B)
mostraron una supervivencia elevada (figura 13b), como se les atribuye normalmente, ya
que se consideran tumores con buen prondéstico. Sin embargo, en el estadio de Dukes C
la supervivencia de los tumores diploides disminuyé drasticamente, siendo incluso
peor que la de los tumores aneuploides con alto Al (figura 13c). Esto sugiere que los
tumores diploides son capaces de progresar y de producir la muerte del individuo de una
manera independiente a la de los tumores aneuploides (es decir, no relacionada con un
aumento del contenido de DNA) y, por este motivo, a partir de este momento se decidid
considerarlos como un grupo aparte. El analisis de la relacion entre la proliferacion celular
y la supervivencia en tumores diploides mostré que los tumores con un elevado
porcentaje de células en fase S (superior al punto de corte obtenido mediante las curvas
ROC = 13.94%) tenian cierta tendencia a experimentar peor prondstico (tabla 6), pero

esta relacion no es independiente del estadio de Dukes (no se muestran los datos).
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Figura 13. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia total para la clasificacion de casos basada
en el Aneuploidy index (Al). El punto de corte se determiné tras el analisis de curvas ROC
(>1.14). Las curvas se han realizado con todos los tumores (a), con los tumores en estadio de

Dukes Ay B (b) y con los tumores en estadio de Dukes C (c).

Seleccionando sélo los tumores aneuploides se pudo comprobar que valores elevados de
cualquiera de los tres indices relacionados con la medida de la aneuploidia (DI, Cl y Al)
se asocian con una disminucion de la supervivencia en el analisis univariante (tabla 6).
Sin embargo, en el analisis multivariante sé6lo el Al muestra un valor prondstico
independiente del estadio de Dukes y de la invasion en nddulos linfaticos (tabla 7). Estos
resultados indican que los dos factores analizados, porcentaje de células aneuploides
(Cl) y contenido de DNA (DlI), contribuyen de forma independiente a determinar el
pronéstico de los tumores aneuploides. Por este motivo, cuando se combinan los dos

factores en un solo indice, el Al, es cuando se obtiene mayor informacion, demostrado
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por mejores asociaciones con las variables clinico-patolégicas (apartado 3 de
Resultados) y por una mejor significacion del test log rank. Ademas el Al es
clinicamente (til debido a que supera la capacidad pronoéstica del estadio de Dukes
y complementa la capacidad pronéstica del nimero de ganglios linfaticos
invadidos (tabla 7).

Tabla 7. Andlisis multivariante en tumores aneuploides.

Tumores aneuploides (Analisis de Cox multivariante)

Variable Categorias  Hazard ratio 95% ClI P
Estadio de Dukes A-B
C 1.9 0.7-4.6 0.155
Aneuploidy Index <1.14
(Al) >1.14 3.9 1.3-11.9 0.014
Invasion en Ninguno
nédulos linfaticos De1a3 1.1 0.4-3.3 0.762
Mas de 3 6.2 2.0-19.5 0.001
Aneuploidy Index <1.14
(Al) >1.14 5.1 1.6-15.9 0.004
Estadio de Dukes A-B
C 2.3 0.8-6.1 0.087
GDF <0.20
>0.20 3.2 1.2-8.5 0.018
Invasion en Ninguno
noédulos linfaticos De1a3 1.6 0.5-5.2 0.401
Mas de 3 3.9 1.2-12.4 0.021
GDF <0.20
>0.20 2.7 1.0-7.5 0.046
Estadio de Dukes A-B
C 1.6 0.6-4.4 0.290
GDF/AI bajo GDF bajo
Al )
alto GDF ylo 12.9 1.6-97.9 0.013
Invasion en Ninguno
noédulos linfaticos De1a3 1.0 0.3-3.3 0.918
Mas de 3 4.1 1.2-13.1 0.016
GDF/AI bajo GDF bajo
Al )
alto GDF ylo 13.8 1.8-105.2 0.011
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Por otra parte, el analisis del grado de aneuploidia en funciéon del Al (alto o bajo) en
los diferentes estadios de Dukes (figura 13b y 13c) permitié identificar un subgrupo de
pacientes con tumores en estadio temprano que, sin embargo, se asocian a mal
prondstico. En la poblacién analizada, la tasa de supervivencia a los 5 afos de los
pacientes con Dukes A-B es del 86% y la de los pacientes con Dukes C del 55.5% (tabla
6), lo cual concuerda con datos publicados con anterioridad (Deans et al, 1992). Sin
embargo, dentro de los casos con Dukes A-B encontramos dos subgrupos con prondstico
muy distinto: los tumores diploides y los tumores con bajo grado de aneuploidia
(Al<=1.14), que tienen una tasa de supervivencia aproximada al 95%, y los tumores con
alto grado de aneuploidia (Al>1.14), que presentan una supervivencia a los 5 afios de tan
solo un 68%. Por otro lado, dentro de los pacientes con Dukes C, aquellos con bajo grado
de aneuploidia (Al<=1.14) tienen una supervivencia a los 5 afios del 80%, cifra

comparable a la esperada para tumores de estadios tempranos.

Para descartar posibles errores en estas observaciones debido a la influencia que
ejerce sobre la supervivencia la administracion de terapias adyuvantes, los
resultados se reevaluaron tras clasificar los casos en funcion de la terapia. De los
69 pacientes con Dukes A-B s6lo 4 (uno de ellos con alto Al) recibieron terapia
coadyuvante (tabla 8). Todos ellos estaban vivos al finalizar el seguimiento. Sin embargo,
algunos de los pacientes con Dukes A-B no tratados murieron. El 70% (7/10) de estos
pacientes presentaban tumores con alto Al, porcentaje significativamente superior
(P=0.021) al que presentaron los pacientes que continuaron vivos, que fue de un 25%
(14/55) (tabla 8). Los analisis de supervivencia univariante y multivariante de este
subgrupo de pacientes no tratados mostraron resultados similares a los obtenidos para
todos los casos RO (datos no mostrados). Si se hubiese utilizado el Al como criterio con
valor prondstico, los pacientes se habrian podido reclasificar en 21 pacientes con alto
riesgo y 44 pacientes con bajo riesgo. En el primer grupo murieron el 33% de los
pacientes (7/21) y en el segundo tan solo el 7% (3/44). En pacientes con tumores RO
Dukes C se administré terapia adyuvante salvo contraindicaciones y, a posteriori, se
observé que los pacientes no tratados tenian tendencia a ser de avanzada edad (media
de edad para pacientes tratados 61x14, n=18; para pacientes no tratados: 71+13, n=22;
P=0.025). Debido al bajo numero de casos no es posible llegar a conclusiones fiables en

este apartado.
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Tabla 8. Supervivencia en relacion al tratamiento coadyuvante recibido y al Aneuploidy Index.

Tratados No tratados®
Estado al final del seguimiento Vivos Muertos con Vivos Muertos con
enfermedad enfermedad

Diploides 3 0 17 1

Bajo Al 0 0 24 2

Alto Al 1 0 14 7

Solo se consideran los pacientes con tumores en estadio de Dukes A-B y sin enfermedad residual (RO).
“No se incluye un paciente con un tumor hipodiploide y muerto con enfermedad. Chi-cuadrado

considerando solo los pacientes no tratados, P=0.021.

4.1.3 VALOR PRONOSTICO DE LAS VARIABLES DERIVADAS DE LA AP-PCR

En primer lugar se determinaron los puntos de corte de las tres variables derivadas de la
AP-PCR (GDF, GF Y LF) mediante el analisis por curvas ROC de los 108 tumores con
reseccion quirurgica radical. Los valores obtenidos fueron: GDF>0.20 (area debajo de la
curva: 0.553, sensibilidad: 48%, especificidad: 70%), GF>0.11 (area debajo de la curva:
0.570, sensibilidad: 44%, especificidad: 72%) y LF>0.09 (area debajo de la curva: 0.540,
sensibilidad: 48%, especificidad: 69%). La poblacion se dividié en dos grupos para cada
una de las variables y se calcularon las curvas de Kaplan-Meier y el test log rank en cada
caso. Para las tres variables se obtuvieron unos resultados practicamente idénticos (no
se muestran los datos) por lo que se decidié, de acuerdo con el criterio establecido en el
apartado 3, simplificar el analisis utilizando unicamente el GDF. En la tabla 6 se puede
observar que cuando se consideran todos los tumores la relacion del GDF con la
supervivencia no alcanza la significacion estadistica. En base a los resultados
obtenidos en el apartado anterior se decidié estudiar el papel del GDF por separado en
los casos diploides y aneuploides. En los diploides el GDF no muestra relacion con
supervivencia, pero si en los aneuploides (tabla 6 y figura 14a). Los tumores
aneuploides con alto GDF tienen peor prondstico que los tumores aneuploides con
bajo GDF (P=0.017). Ademas el analisis multivariante demostrd que el valor prondstico
del GDF es ligeramente superior al estadio de Dukes, aunque ligeramente inferior al de la
invasion en nédulos linfaticos (tabla 7). De todas maneras el valor pronéstico del GDF

es independiente de ambas variables.
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Figura 14. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia total para las clasificaciones de los casos
aneuploides basadas en el GDF (a) y en la combinacién de GDF y Al (b). El punto de corte del
GDF se determiné tras el analisis de curvas ROC (>0.20). Para clasificar los casos en las 4
categorias resultantes de combinar alto/bajo GDF/AI se utilizaron los respectivos puntos de corte

obtenidos con las curvas ROC para cada una de las dos variables.

4.1.4 VALOR PRONOSTICO CONJUNTO DEL Al Y EL GDF

Dado que tanto el Al como el GDF presentan una clara asociacién con supervivencia en
el subgrupo de los pacientes con tumores aneuploides y dado que previamente se habia
comprobado que no existe relacion entre ambas (apartado 3 de Resultados) se decidio
agruparlas en una sola variable (GDF/AI) para ver si ésta mejoraba aun mas el valor
prondstico de cada una de ellas por separado. La nueva variable incluia las 4 categorias
resultantes de combinar los grupos de alto y bajo Al y GDF basados en sus respectivos
puntos de corte. En la figura 14b se aprecia claramente que la categoria de bajo Al y bajo

GDF mantiene una supervivencia muy elevada (porcentaje de supervivencia a los 5 afios
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del 96.0+3.9) en comparacioén con las otras tres categorias. Ya que éstas tienen un
comportamiento muy similar (en este sentido es importante destacar que la combinacion
de alto Al y alto GDF no implica un resultado peor que la presencia de cada una de ellas
por separado) se agruparon en una sola categoria denominada ‘alto Al y/o alto GDF’. El
porcentaje de supervivencia a los 5 afios de los pacientes pertenecientes a este grupo es
del 56.5+8.6 y el riesgo de morir es 13.9 veces mas elevado que el de los pacientes con
bajo Al y bajo GDF (tabla 6). Comparando los test de log rank (tabla 6) vemos que el
valor pronéstico de la variable combinada GDF/Al es superior al de cada una de las
variables por separado. Ademas el analisis multivariante demostré que la variable
GDF/AI tiene un valor prondéstico superior al del estadio de Dukes y a la invasién en

nédulos linfaticos e independiente en ambos casos (tabla 7).

Por tanto, a la luz de estos resultados se podria proponer una clasificaciéon de los
tumores colorrectales en base a su dafio genémico como: diploides, aneuploides
de bajo dafo genémico (bajo GDF y bajo Al) y aneuploides de alto dafio genémico
(alto GDF y/o alto Al). Los tumores aneuploides de bajo y alto dafio gendmico
corresponden respectivamente a tumores de mejor y peor pronostico, mientras que los

tumores diploides incluyen casos de buen pronéstico y casos de mal prondstico.

4.2 ANALISIS MULTIVARIANTE MEDIANTE MODELOS DE COX

Una vez comprobado el valor pronéstico del Al y del GDF en la poblaciéon de pacientes
RO, que son aquellos susceptibles de una mejor clasificacion con fines terapéuticos, se
pas6é a analizar cémo se influyen mutuamente las variables que se asocian a la
agresividad de los tumores. Esto supone elaborar modelos multivariantes para
determinar, por un lado, el valor pronéstico neto de cada variable y, por otro, las
interacciones estadisticas. Determinar el valor pronéstico neto significa analizar
simultaneamente dos o mas variables en un modelo y evaluar que variables
aportan informaciéon prondstica o si alguna variable queda explicada por otra.
Estudiar una interacciéon consiste en explorar si el valor pronéstico de una variable
se modifica segun el valor de otra variable. Para ello se llevaron a cabo estudios de
supervivencia basados en modelos de Cox, los cuales permiten determinar el valor
prondéstico neto y las interacciones entre multiples variables y, ademas, permiten tratar las
variables como cuantitativas y, por tanto, aprovechar al maximo la informaciéon que
contienen. En estos analisis se incluyeron todos los casos presentes en el estudio

(n=129) con el fin de optimizar al maximo los tests estadisticos.
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4.2.1 INTERACCION ENTRE GDF Y PLOIDIA

Ya hemos visto antes que el estado de ploidia (diploides vs. aneuploides) no tiene
relaciéon con supervivencia y que el GDF, cuando se consideran casos diploides y
aneuploides conjuntamente, tampoco. Sin embargo, en los casos aneuploides valores
elevados de GDF correlacionan con mal prondstico. La elaboracién de modelos de Cox
univariados para las variables ploidia y GDF utilizando todos los casos confirmaron la
falta de valor prondstico de ambas. Por otra parte, la comparacién del modelo ajustado
con las dos variables respecto al modelo que incluye el término de interaccién entre
ambas resulté significativa (P=0.015), lo que indica que el efecto del GDF sobre la
supervivencia es diferente para tumores diploides y aneuploides. La representacion
grafica de esta interaccion (figura 15) permite entender el sentido de esta diferencia. Para
los tumores aneuploides el aumento del GDF se relaciona con un aumento
aproximadamente lineal del riesgo de muerte (HR=1.42, P=0.077), lo cual coincide
con los analisis previos. Sin embargo, para los tumores diploides esta relacion es
opuesta: el aumento del GDF se asocia a una disminuciéon del riesgo de muerte
(HR=0.60, P=0.100). Aunque esta asociacion no es estadisticamente significativa, la
tendencia de la grafica es clara y, en cualquier caso, indica que, sorprendentemente, los
tumores diploides con peor prondstico son aquellos que tienen menos alteraciones

genomicas (medidas por AP-PCR).

Figura 15. Curvas de riesgo para tumores

1.5

diploides y aneuploides en funcion del
GDF. Para cada grupo de casos se indica

el riesgo relativo (HR) y la significacion (P)

1.0

del modelo correspondiente. Los valores

de GDF fueron multiplicados por 10 para

hazard

permitir la interpretacion del modelo vy, por

tanto, los riesgos relativos se interpretan

bt , .
como el aumento de riesgo asociado al
TUMORES DIPLOIDES incremento del GDF en 10 unidades (Ver
HR=0.60 P=0.100 Apéndice 1).
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
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Para intentar aportar mas datos a esta observacioén se realizaron modelos de Cox , para
los tumores diploides, de todas las variables clinico-patoldgicas incluidas en el estudio,
pero unicamente se obtuvo un resultado significativo para el estadio de Dukes (P<0.001),
la invasion en nodulos linfaticos (P=0.001) y cierta tendencia con el porcentaje de células
en fase S (P=0.082). La inestabilidad de microsatélites no aport6é ningun dato util debido a
que solo 4 tumores diploides mostraron este tipo de inestabilidad, de los que 1
correspondia a un paciente que murié. También se elaboraron modelos combinados del
GDF con el resto de variables y se estudiaron todas las interacciones, pero no se obtuvo
ninguna asociacion que aportara informacién al estadio de Dukes. En resumen,
podemos decir que existe un subgrupo dentro de los tumores diploides que
presentan estadios de Dukes avanzados y muy mal pronoéstico y que no muestran
alteraciones genémicas importantes, como minimo del tipo detectado por AP-PCR,
ni caracteristicas diferenciales respecto al resto de tumores que hayamos podido

identificar.

4.2.2 INTERACCIONES EN TUMORES ANEUPLOIDES

Funciones de riesgo del Al y el GDF

Antes de analizar las interacciones del GDF y del Al dentro de los tumores aneuploides
es necesario estudiar cuales son las funciones de riesgo de estas dos variables. Hemos
visto en el apartado 4.1 que valores elevados de Al y de GDF se relacionan con una
menor supervivencia de los tumores aneuploides. Cuando en lugar de dividir los casos en
dos grupos (alto y bajo), se analiza la evolucidn del riesgo de muerte en funcién del
incremento progresivo de cada una de las variables también se observa que valores
elevados de las dos variables se asocian a un mayor riesgo y que esta asociacion es
estadisticamente significativa (GDF, P=0.076; Al, P=0.026) (figura 16a y 16b). Pero esta
técnica, ademas, permite analizar si la relacién entre la variable cuantitativa y el riesgo es
lineal o no. Se probaron modelos lineales y cuadraticos y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que se decidié trabajar con modelos lineales para el
calculo de riesgos. De todas maneras, para asegurarnos de que la relacién entre las
variables y el riesgo era realmente lineal se realizaron representaciones graficas de
modelos cuadraticos usando un método de suavizado del tipo splines, el cual permite que
la funcion adquiera cierta curvatura (figura 16a y 16b). Se observé que las funciones de
riesgo del Al y del GDF presentan ligeras curvaturas en sus extremos finales, lo cual se

debe a una distorsién producida por el bajo numero de casos con valores elevados de las
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variables. Sin embargo, como la mayoria de los casos se situan en la primera mitad de la
grafica, la cual es claramente lineal, la asuncion de linealidad es correcta. Cuando esto
sucede los hazard ratio se interpretan como el aumento del riesgo que se produce al
aumentar la variable cuantitativa en una unidad (10 unidades en este caso porque el Al y
el GDF han sido reescalados para la realizacién de los modelos) (ver Apéndice 1). Es
decir, al aumentar el Al de 1.1 a 1.2 el riesgo de muerte aumenta en un 22%. De la
misma manera, al aumentar el GDF de 0.10 a 0.20 el riesgo de muerte aumenta en un
42%.
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Figura 16. Curvas de riesgo para tumores aneuploides en funcion del GDF (a) y del Al (b). Las
curvas representadas corresponden a modelos cuadraticos, mientras que los riesgos relativos

(HR) y las significaciones (P) corresponden a modelos lineales (ver texto).

Interaccion entre GDF vy Al

Antes de analizar la interaccion entre estas dos variables hay que analizar el tipo de
relacion que tienen. Como el modelo ajustado para las dos variables aporta significacién
a los modelos univariantes de cada una de ellas (test de razén de verosimilitud GDF+AI
vs Al: P=0.088, GDF+AI vs GDF: P=0.030) podemos decir que GDF y Al influyen en la
malignidad de los tumores de forma independiente. Para explorar las posibles
interacciones entre el GDF y el Al, ya que ambas variables son cuantitativas, se utilizé el
recurso de dividirlas en dos grupos en funcién de la mediana y de comparar las funciones
de riesgo de cada una en base a los grupos formados en la otra. Cuando los casos se
dividieron por el GDF no se obtuvo ningun tipo de interaccion entre las dos variables, ya
que el elevado riesgo de muerte producido por el aumento del Al se da tanto en tumores

de bajo GDF como de alto GDF. Sin embargo, cuando se analizé el GDF en funcion de
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los grupos de Al si que se encontré interaccion (P=0.003) (figura 17a). El incremento del
GDF sélo se asocia a mayor riesgo de muerte en los tumores con bajo Al y, en
concreto, este riesgo se inicia en el momento en que el tumor alcanza un 20% de
alteraciones (en la grafica se observa claramente un punto de inflexion alrededor de este

valor).

Interaccion entre Al y p53

Se analizaron todas las interacciones existentes entre el GDF y el Al con las variables de
interés incluidas en el estudio con la intencidn de ver si el valor prondstico del GDF o del
Al se veia modificado en algun grupo de casos. La interaccion mas importante que se
encontro fue entre las variables p53 y Al (P=0.032) (figura 17b). El valor prondstico del
Al solo se observa en los casos en los que p53 no esta mutada. En estos casos,
valores bajos de Al se asocian a buen pronéstico, pero en el momento en que el Al
supera el valor de 1.3 el riesgo de muerte de estos tumores se dispara. Si p53 esta

mutada, valores elevados de Al no aumentan el riesgo.
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Figura 17. Curvas de riesgo para tumores aneuploides basadas en la interaccidon entre diferentes
variables. (a) Modificacion del riesgo de muerte asociado al aumento del GDF en funcion de los
niveles de Al. (b) Modificaciéon del riesgo de muerte asociado al aumento del Al en funcién de la

presencia de mutaciones en p53.
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4.2.3 VALOR PRONOSTICO NETO DE LAS VARIABLES QUE SE ASOCIAN A
AGRESIVIDAD EN TUMORES ANEUPLOIDES

Se elaboraron todos los modelos de Cox univariantes correspondientes a las variables
clinico-patolégicas y moleculares de mayor interés (localizacién del tumor, estadio de
Dukes, invasion en nédulos linfaticos y mutaciones en p53 y en k-ras). Estos resultaron
ser estadisticamente significativos para el estadio de Dukes (P<0.001), para la
invasion en nodulos linfaticos (P<0.001) y para las mutaciones en p53 (P=0.015).
Curiosamente p53 no habia mostrado relacion con supervivencia cuando se estudiaron
los tumores aneuploides RO (apartado 4.1.1 de Resultados). Sin embargo, al incluir
también los casos con enfermedad residual se observa que las mutaciones de p53 se
asocian a mayor riesgo de muerte. La localizacion del tumor y las mutaciones en k-ras no

afectan el riesgo de muerte de los pacientes.

A continuacién se realizaron los modelos multivariantes resultantes de combinar el Al y
el GDF con cada una de las otras variables. Sélo resultaron significativos aquellos
modelos que, aparte del Al y el GDF, incluian el estadio de Dukes, la invasion en nédulos
linfaticos y las mutaciones en p53. Como la invasién en nddulos linfaticos se relaciona
con supervivencia en menor grado que el estadio de Dukes (en un modelo multivariante
de ambas la invasion en nodulos linfaticos pierde su significacion), decidimos analizar
Unicamente los modelos que incluian el estadio de Dukes, las mutaciones en p53, el GDF
y el Al. La finalidad de este analisis es determinar cual es el valor pronéstico neto
de cada una de las variables y los resultados se muestra en la tabla 9. En primer lugar
se muestra la significacién de los modelos univariantes realizados con cada una de las
variables y, a continuacion, se analiza si para cada variable localizada en una fila la
inclusion de una segunda variable localizada en columnas (modelo multivariante) aporta
informacion. Los modelos multivariantes se comparan con los univariantes mediante el
test de razon de verosimilitud. Cuando éste es significativo indica que la segunda variable
introducida afiade informacién a la primera y, por tanto, sus valores prondsticos son
independientes. Por ejemplo, el test de razén de verosimilitud que compara Dukes con
Dukes+p53 tiene una significaciéon de 0.017, lo que indica que p53 aporta informacion a la

prediccion de supervivencia que hace el estadio de Dukes.
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Tabla 9. Comparacién de los modelos multivariantes y univariantes para las variables

que se asocian a agresividad en tumores aneuploides.

MODELOS MULTIVARIANTES
MODELOS UNIVARIANTES (TEST DE RAZON DE VEROSIMILITUD)
variables P + DUKES + p53 + GDF + Al
DUKES <0.001 - 0.017 0.047 NS
p53 0.015 <0.001 h NS 0.046
GDF 0.076 <0.001 0.032 B 0.030
Al 0.026 <0.001 0.026 0.088 B

Las conclusiones mas importantes que se extraen de esta tabla son:
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El estadio de Dukes es la variable que mejor predice el riesgo de muerte.
Siempre que se introduce como segunda variable incrementa considerablemente la
capacidad predictiva del modelo. Esto se debe a que en este analisis se consideran
los tumores con metastasis (estadio de Dukes D), los cuales tienen un riesgo de

muerte elevadisimo.

A pesar de la capacidad predictiva del estadio de Dukes, las mutaciones en p53 y el
GDF muestran una relacion con supervivencia que no esta explicada por el

estadio de Dukes.

El valor pronédstico del Al esta incluido dentro del estadio de Dukes y el valor
prondstico del GDF esta incluido dentro de las mutaciones en p53. Esto no es de
extrafiar ya que previamente se habia comprobado que existia una clara relacion
entre el estadio de Dukes y valores elevados de Al, por un lado, y mutaciones en p53
y valores elevados de GDF, por otro (ver tabla 5). Es decir, cuando se consideran
todos los tumores, el Al y el GDF muestran menor relacion con el riesgo de

muerte que el estadio de Dukes y las mutaciones en p53, respectivamente.

La informacion sobre el riesgo de muerte que proporcionan Al y p53 es
independiente. Esta observacion concreta es consecuencia de una observacion mas
general que resume los resultados de la tabla: el estadio de Dukes (y en menor
grado el Al) y las mutaciones en p53 (y en menor grado el GDF) predicen de
forma independiente y complementaria el riesgo de muerte de los tumores

aneuploides.




Resultados

5. ANALISIS ESPECIFICO DE MARCADORES OBTENIDOS POR AP-PCR

Los marcadores obtenidos por AP-PCR son las bandas que aparecen en los distintos
fingerprints, las cuales se pueden identificar de acuerdo con la posicion relativa que
ocupan unas respecto a otras. Practicamente todas las bandas estudiadas presentan
alteraciones en mas de un tumor, sin embargo tan sélo 6 sufren cambios en mas de un
40% de los tumores. Si consideramos ganancias y pérdidas de intensidad por separado,
unicamente 4 bandas presentan pérdidas y 5 bandas presentan ganancias en mas de un
25% de los casos. Por tanto, ninguna de las alteraciones que hemos encontrado se
da de forma generalizada en la mayoria de casos. Por otra parte, se observan distintos
comportamientos mutacionales caracteristicos: bandas que presentan arbitrariamente
ganancias y peérdidas de intensidad en un numero elevado de tumores, bandas con

ganancias recurrentes y bandas con pérdidas recurrentes.

La informacién contenida en las bandas de AP-PCR se ha utilizado con dos propdsitos:

- la identificacidon de regiones gendémicas con cambios recurrentes y potencialmente

asociadas a alteraciones en genes relevantes para el cancer (apartado 5.1)
- la caracterizacién de los perfiles moleculares de los distintos grupos de tumores

segun la clasificacion por dafio gendmico (diploides, aneuploides de bajo dafo

genomico y aneuploides de alto dafio gendmico (apartado 5.2)

5.1 SELECCION Y MAPAJE DE BANDAS EN FUNCION DE SU LOCALIZACION
CROMOSOMICA Y SUS ASOCIACIONES CON VARIABLES DE INTERES

Localizacién cromosémica

Se llevd a cabo por paneles de hibridos monosémicos humano / roedor analizados con
los primers de AP-PCR (figura 18). No todas las bandas del DNA humano pueden ser
identificadas de forma definitiva en los hibridos, por lo que de las 181 bandas analizadas

solo se pudo determinar la localizacion de 84.
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Figura 18. Localizacién cromosémica de bandas de AP-PCR mediante el panel de hibridos
monosoémicos humano/roedor. Los carriles marcados con letras corresponden a DNA genémico
humano (H), de hamster (G) y de ratéon (M). Los numeros de los carriles indican el cromosoma
humano presente en las células hibridas. Las flechas muestran las secuencias humanas que
aparecen en el fingerprint de roedor de los hibridos. Los nimeros en el margen izquierdo indican el

numero del cromosoma en el que se encuentra localizada cada banda.
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El nimero de bandas localizadas en cada cromosoma disminuyé
proporcionalmente al tamaio de estos, lo que demuestra la naturaleza aleatoria de
los fragmentos amplificados en la reaccién de AP-PCR. Hay que tener en cuenta que
algunas de las bandas son dobletes (posiblemente las dos cadenas de la misma
secuencia) y que se consideraron de forma independiente ya que constituyen un control
interno de la técnica. La representacion del porcentaje de casos en los que cada banda
presenta ganancias y pérdidas (alelotipo) permite obtener una vision global de las
alteraciones que ocurren en el genoma de los tumores analizados, especialmente si

las bandas se organizan en funcién de su localizacién cromosoémica (figura 19).
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Figura 19. Alelotipo de las bandas localizadas cromosémicamente. Barras superiores: porcentaje de casos
en los que las bandas presentan ganancias. Barras inferiores: porcentaje de casos en los que las bandas

presentan pérdidas.

Observando el alelotipo se pueden identificar facilmente las diferencias entre las

alteraciones que sufren los distintos cromosomas. Las mas evidentes son:

» ganancias frecuentes en la mayoria de bandas de los cromosomas 7, 8 y X

» elevada frecuencia de bandas con cambios arbitrarios en los cromosomas 2, 6y 9

» pérdidas importantes en bandas concretas de los cromosomas 4, 14y 18

= existencia de bandas aisladas con alto porcentaje de cambios arbitrarios en

cromosomas mayoritariamente estables como el 3 o el 11
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Asociacion con las variables de interés

Se analizo la relacion de cada una de las bandas con todas las variables incluidas en el
estudio. Las bandas que proporcionaron resultados mas interesantes fueron las

siguientes:

- banda 91/92 (cromosoma 9): presenta arbitrariamente ganancias y pérdidas de
intensidad en un numero elevado de tumores (aproximadamente en un 20% de los
tumores presenta ganancias de intensidad y en un 20% pérdidas). Tanto las
ganancias como las pérdidas se asocian a mutaciones en p53, a elevado GDF y a
elevado Al. Los tumores aneuploides que presentan alteraciones en esta banda
muestran una disminucion de la supervivencia. Sorprendentemente las ganancias son

mucho mas frecuentes en mujeres.

- banda 55/56 y banda 78 (cromosoma 8): presentan ganancias de intensidad en

aproximadamente un 15% de los tumores y se asocian a peor pronostico.

- banda 46 (cromosoma X): presenta ganancias de intensidad en un 16% de los
tumores, pero si seleccionamos solo los tumores aneuploides de alto dafio genémico
(ver apartado 5.2) este porcentaje asciende al 25%. Los tumores aneuploides con

ganancias de intensidad en esta banda muestran peor pronéstico.

Un estudio detallado del valor prondstico de estas bandas permitio averiguar que la
banda 91/92 no aportaba ninguna informacion adicional a la obtenida con el GDF y el Al,
mientras que el resto de bandas si lo hacian. La informacion de las bandas 55/56 y 78
era redundante, por lo que para este analisis se decidié escoger la banda 78, que era la
que mostraba mejor valor pronéstico. Las bandas 46 y 78 presentaban un valor
pronéstico independiente y, ademas, no habia coincidencia entre los casos
aneuploides que mostraban ganancias de intensidad para alguna de las dos
bandas (20 casos de 67). Estos casos tenian muy mal prondstico (sélo para RO: log
rank P=0.001), el cual era independiente del estadio de Dukes (P=0.002), de la invasiéon
de nddulos linfaticos (P=0.001), del GDF(P=0.007) y del Al (P=0.003). Ademas estos

casos tenian una media de edad mucho mas avanzada (ANOVA P=0.004).
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Selecciéon y mapaje de bandas de interés

Basandonos en los resultados expuestos en el apartado anterior decidimos centrar el
estudio en el anadlisis de las bandas contenidas en los cromosomas 8, 9 y X. Se
procedio al clonaje, a la secuenciacion y a la busqueda de homologia de las 13 bandas
que se encuentran localizadas en estos cromosomas (4 en el cromosoma 8, 4 en el
cromosoma 9 y 5 en el cromosoma X). Después se realizé la localizacién
subcromosémica mediante el uso de paneles de hibridos irradiados analizados con los
correspondientes primers de las reacciones de AP-PCR o bien con los primers deducidos
a partir de la secuencia de las bandas. Debido a inconvenientes técnicos solo se
consiguié mapar de forma inequivoca una banda del cromosoma 8 (en 8q13.2
(D8S1776)), dos bandas del cromosoma 9 (una en 9p24.1 (D9S2065) y otra en 9¢g22.31-
9qg22.33 (D9S2019)) y tres bandas del cromosoma X (una en Xp11.3 (DXS877) y dos en
Xp21.2 - Xp21.3 (DXS9746 y DXS1214)). La secuencia de estas bandas se muestra en
el apéndice 2. La importancia de estas regiones en la progresion del cancer colorrectal se

discute en el apartado 5.2 de Discusion.

5.2 CARACTERIZACION DE LOS PERFILES MOLECULARES DE LOS TUMORES
DIPLOIDES, ANEUPLOIDES DE BAJO DANO GENOMICO Y ANEUPLOIDES DE
ALTO DANO GENOMICO

Uno de los objetivos mas importantes de este trabajo es clasificar los tumores en funcién
del dafio gendmico. A la luz de nuestros resultados la clasificacion de los tumores que
tiene un mayor sentido biolégico es la siguiente: tumores diploides, aneuploides de
bajo dafo genémico y aneuploides de alto dafio genémico (ver apartado 4.1.4 de
Resultados). En este apartado se analizan los marcadores moleculares obtenidos en
la AP-PCR que sufren alteraciones diferenciales en los tres grupos de casos. Estos
marcadores pueden aportar informacion acerca del tipo de alteraciones genéticas que
sufren los grupos de tumores y, por tanto, pueden ayudar a caracterizar el perfil molecular
de cada uno de ellos. Para ello se realizé el alelotipo por separado de los tumores
diploides, los aneuploides de bajo dafio gendmico y los aneuploides de alto dafo
gendmico. Luego se compararon banda por banda y a continuacidén se seleccionaron
aquellas que presentaban diferencias en alguno de los tres grupos. Los resultados se

muestran en la figura 20.
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Figura 20. Bandas con comportamiento diferencial en casos diploides (naranja), aneuploides de
bajo dafio genémico (verde) y aneuploides de alto dafio gendmico (azul). Barras superiores:
porcentaje de casos en los que las bandas presentan ganancias. Barras inferiores: porcentaje de

casos en los que las bandas presentan pérdidas.

No son abundantes las bandas que presentan alteraciones diferentes entre tumores
diploides y aneuploides. En la figura se destacan las tres mas claras y se puede apreciar
su heterogeneidad: la banda 10 presenta pérdida de intensidad en diploides y ganancia
en aneuploides, la banda 122 se comporta de forma inversa y la banda 149
practicamente no se altera en diploides mientras que es muy inestable en aneuploides.
Por tanto, a nivel molecular resulta complejo establecer diferencias entre los tumores
diploides y los aneuploides. Por otro lado, destaca la ausencia total o casi total de
alteraciones de las bandas 178, 91/92 y 93 en los tumores aneuploides de bajo dafo
genomico, que contrasta con la elevada frecuencia de cambios en los tumores diploides y
aneuploides de alto dafio genémico. Este comportamiento es muy interesante sobre todo
desde el punto de vista de los tumores aneuploides, ya que son bandas que se asocian a
la presencia de dafio gendmico (ya sea del tipo GDF o Al) y, por tanto, podrian jugar
algun papel en la progresién de los casos aneuploides hacia la malignidad. Por el mismo
motivo también resultan interesantes las bandas que en tumores diploides y aneuploides
de bajo dafio genémico presentan muy pocas ganancias (bandas 46 y 125) o pérdidas

(bandas 134, 27 y 164) de intensidad y aumentan su frecuencia de alteraciones cuando
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se trata de tumores aneuploides de alto dafio gendmico. Estos datos sugieren que la
clasificacion de los tumores en base al dafio genémico ademas de identificar
comportamientos bioloégicos distintos también permite obtener perfiles

moleculares concretos de cada clase de daino.

6. ANALISIS RELACIONADOS CON LA PROGRESION TUMORAL

6.1 APLICACION DE LA CLASIFICACION CITOGENETICA

Con la intencion de profundizar en las diferentes vias de progresion tumoral existentes en
el cancer colorrectal decidimos analizar nuestra serie de tumores en funcion de la
clasificacion citogenética llevada a cabo por el grupo de Dutrillaux (1995) (ver apartado
2.2.4.2 de Introduccion). Aunque no disponiamos del analisis del cariotipo de los tumores,
los datos referentes a la localizacion del tumor y a la presencia de aneuploidia nos
permitieron realizar una clasificacion aproximada a la citogenética. Segun ésta, los
tumores localizados en el colon izquierdo son monosémicos, mientras que los localizados
en el colon derecho son en su mayoria de cariotipo normal o trisémicos, aunque también
se encuentran algunos monosémicos (Muleris et al, 1990b). Los tumores del recto se
consideran aparte. Por otro lado, mientras que los tumores monosdmicos podrian
responder a contenido de DNA por citometria de flujo tanto diploide como aneuploide, los
tumores de cariotipo normal serian diploides y los tumores trisomicos aneuploides. Hay
que tener en cuenta que el limite de deteccion de la citometria de flujo se encuentra en
ganancias de dos a tres cromosomas y, por tanto, estariamos produciendo cierto error al
considerar como tumores de cariotipo normal los tumores trisomicos con ganancias de
uno o dos cromosomas. Teniendo en cuenta estas limitaciones, decidimos establecer la

clasificacion de la siguiente manera:

1. tumores Normal Type-like (NT-like): tumores diploides localizados en el colon
derecho (14 casos, 10.9%)

2. tumores Trisomic Type-like (TT-like): tumores aneuploides localizados en el colon
derecho (26 casos, 20.2%)

3. tumores Monosomic Type-like (MT-like): tumores localizados en el colon izquierdo
(diploides y aneuploides) (40 casos, 31%)

4. tumores localizados en el recto (49 casos, 38%)
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Al principio los tumores MT-like diploides y aneuploides se consideraron como categorias
separadas, pero al comprobar que sus caracteristicas eran muy similares decidimos
juntarlos en un solo grupo. En el estudio de Muleris et al (1990b) los porcentajes de cada
tipo de tumor sin contar los localizados en el recto fueron: NT 11%, TT 13% y MT 76%.
En nuestro trabajo, descartando los tumores de recto, los porcentajes encontrados de
tumores NT-like, TT-like y MT-like fueron 17.5%, 32.5% y 50% respectivamente. La
principal diferencia reside en que aumenta el porcentaje de TT-like y disminuye el de MT-
like. Esto es debido a que dentro de los tumores TT-like incluimos todos los tumores
aneuploides que se encuentran a la derecha y no todos ellos son trisémicos, ya que

también se han descrito tumores monosémicos en esta localizacion (Muleris et al, 1990b).

ESTADIO DE DUKES

P=0,009
100
90
80
70 [
g 601 = E Dukes AB
9 50
2 40 1 W Dukes C
30 1 U Dukes D
20 + —
10 - —
0
NT-like TT-like MT-like recto

MUTACION EN P5:

P<0,001
100
90 +—
80 —
70 — — —
é gg 1] @ no p53
o Wsi
© 40— si p53
30 —
20 —
10 +—
0
NT-like TT-like MT-like recto
INESTABILIDAD DE MICROSATELITE!
P<0,001
100 —
90
80
70
g 601 B no MS!
8 501 msi MS|
X 40 A
30 +
20 ] I
10 -
0 I
NT-like TT-like MT-like recto

Figura 21. Asociaciones entre la clasificacion de origen citogenético y el estadio de Dukes

(a), las mutaciones en p53 (b) y la inestabilidad de microsatélites (c).
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Al estudiar las asociaciones con el resto de variables pudimos comprobar que,
efectivamente, estos grupos presentaban unas caracteristicas clinicas y
moleculares diferenciales entre ellos (figura 21). Tal y como ya habia sido descrito, los
tumores con inestabilidad de microsatélites pertenecian a los grupos NT-like y TT-like,
aunque también se encontré uno en el recto. Respecto a las mutaciones en p53
encontramos algunas discrepancias con los datos publicados. Mientras que los tumores
NT-like no muestran ninguna mutacion, los tumores TT-like y los MT-like presentan un
porcentaje muy parecido (alrededor del 32%). Curiosamente los tumores localizados en el
recto muestran un porcentaje de mutaciones muy elevado (casi un 70%). También se
encuentran diferencias respecto al estadio de Dukes. En este caso los tumores TT-like y
NT-like muestran una distribucion muy similar y son los tumores MT-like los que
claramente se diferencian debido a que se encuentran en estadios de Dukes mas
avanzados. No se encontré ninguna diferencia significativa entre el grado de GDF ni el

nivel de supervivencia de los cuatro grupos.

Para validar la aplicacion de esta clasificacion en nuestra serie de tumores seria
necesario llevar a cabo estudios especificos a nivel cromosémico. Como hemos dicho
antes, los tumores no se analizaron citogenéticamente, pero si que se realizaron dos

aproximaciones de caracter cromosémico que aportaron datos de interés:

1. Se estudiaron las bandas de AP-PCR que presentaban comportamiento diferencial
entre tumores TT-like y MT-like y se encontraron tres de ellas que se localizaban en
los cromosomas 1, 9 y 14 y que se comportaban tal y como se habia predicho a
nivel citogenético, es decir, con pérdidas mucho mas frecuentes en los tumores

monosomicos que en los trisémicos.

2. Se analizaron por hibridacion genémica comparada cuatro tumores
supuestamente monosdmicos debido a su localizacién en el colon izquierdo. Dos
de ellos eran aneuploides y dos diploides (por citometria de flujo). Los resultados de
la hibridacién gendémica comparada mostraron que los cuatro presentaban las
alteraciones caracteristicas de tumores monosémicos (la figura 22 muestra el

perfil de uno de los tumores diploides).
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Figura 22. CGH de un tumor diploide localizado en el colon izquierdo.

En conjunto podemos decir que la adaptacion de la clasificacion de Dutrillaux a
nuestra serie de tumores tiene un sentido biolégico y que aporta informaciéon
adicional a los resultados previamente obtenidos en este estudio. Seria necesario
llevar a cabo nuevos analisis estadisticos que determinaran el grado de solapamiento
entre las diferentes vias de progresion definidas, pero el tamafio de muestra de este

estudio es insuficiente para la realizacion de nuevas subclasificaciones.
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6.2 ANALISIS DE LA PLOIDIiA EN LA PROGRESION TUMORAL

La utilidad que hemos observado del Al como factor prondstico sugiere que tanto el
porcentaje de células aneuploides como su contenido en DNA reflejan la agresividad del
tumor. Para estudiar cual es el papel de la aneuploidia en el proceso metastatico se
analizé el contenido de DNA de 23 tumores primarios (8 diploides y 15 aneuploides)
con sus correspondientes metastasis. Todos los tumores diploides (n=8) se
diseminaron sin practicamente cambiar el estatus de ploidia. En seis casos el tumor
primario y la metastasis fueron exclusivamente diploides (figura 23a) y en los dos casos
restantes las metastasis presentaban una pequefa proporcién de células tetraploides
(figura 23b). Respecto a los tumores aneuploides (n=15), no se observaron diferencias
entre los valores de los tres indices en tumores primarios y sus correspondientes
metastasis (DI de tumores: 1.64+£0.39, DI de metéastasis: 1.50+0.38; Cl de tumores:
0.31+£0.28, Cl de metastasis: 0.24+0.31; Al de tumores: 1.25+0.22, Al de metastasis:
1.1810.26). De los 15 casos, 11 originaron metastasis con poblaciones tanto diploides
como aneuploides (figura 23c) y so6lo dos tumores, aquellos con los valores de Al mas
altos, produjeron metastasis compuestas en su mayoria por células aneuploides (figura
23d). Finalmente, es necesario destacar que en dos casos originados a partir de tumores
primarios con poblaciones aneuploides las metastasis estaban compuestas
exclusivamente de células diploides. Por tanto se puede concluir que el estado de
ploidia de los tumores primarios se mantiene de manera muy similar en las
metastasis. Ademas, dado que la mayoria de metastasis presenta una poblacion de
células diploides es presumible que se hayan originado a partir de células
tumorales diploides, independientemente del contenido de DNA del correspondiente

tumor primario.
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Figura 23. Analisis por citometria de flujo de cuatro tumores primarios (izquierda) con sus
correspondientes metastasis (derecha). Los histogramas se generaron mediante el programa Mod Fit (ver
Material y Métodos). El estado de ploidia de las muestras es: a) tumor primario y metastasis diploides; b)

tumor primario diploide con un bajo porcentaje de células tetraploides en la metastasis; c) y d) en el tumor
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primario y en la metastasis coexisten poblaciones de células diploides y aneuploides.
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Discusion

La inestabilidad gendmica presente en los tumores es la responsable de la produccion de
heterogeneidad genética. Esta heterogeneidad implica la existencia de multiples variantes
celulares que emergen a lo largo de la evolucion tumoral y entre las cuales s6lo las mejor
adaptadas a la supervivencia son seleccionadas (Nowell, 1976). Este proceso de
mutacion y seleccion constituye la base de la progresion tumoral y es responsable de la
ineficacia de muchos de los tratamientos habitualmente utilizados contra el cancer (Leith
y Dexter, 1986). Se ha postulado la existencia de diferentes mecanismos de produccion
de inestabilidad gendmica, lo que probablemente implicaria la existencia de diferentes

vias de progresion tumoral (Loeb y Loeb, 2000).

La consecuencia directa de la inestabilidad gendmica presente en los tumores es el dafio
gendémico, de manera que la cuantificacién y caracterizacion del segundo nos da una
estimacion de la primera. Ademas, diferentes estudios que han llevado a cabo la
cuantificacion del dafio genémico con diferentes metodologias han demostrado que
existe una relacion entre el aumento del dafio gendmico y la malignidad de los tumores
(ver apartado 1.2.2 de Introduccién). Por estos motivos, el estudio del dafio gendmico
reviste una doble importancia: por una parte, como marcador prondstico de la
enfermedad y, por otra, como elemento esencial para entender las diferentes vias

moleculares que llevan al desarrollo del cancer.

1. APROXIMACIONES METODOLOGICAS AL ANALISIS DEL DANO
GENOMICO

Existen diferentes técnicas para evaluar el dafo gendémico presente en los
tumores. Como el dafio gendmico puede ser de naturaleza muy distinta, la mejor manera
de clasificar estas técnicas es en base a las alteraciones que analizan (ver apartado 1.2.2
de Introduccién). En este estudio nos hemos centrado en el analisis del dafo
genético por dos de estas técnicas: la citometria de flujo y la AP-PCR, ya que se
consideraron que eran las que mejor combinaban los requisitos de facil aplicabilidad,
dada la intencién de procesar un elevado numero de muestras, y maxima obtencién de
informaciéon (complementariedad). Ademas, en ambos casos, estudios previos han
sugerido un posible valor pronéstico del dafio gendmico medido por estas técnicas (Bauer
et al, 1993; Arribas et al, 1997).
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1.1 UTILIDAD DEL Al COMO NUEVO INDICE DE CUANTIFICACION DE
ANEUPLOIDIA

El valor pronéstico de la determinacion del contenido de DNA por citometria de
flujo ha sido intensamente estudiado sin llegar a ninguna conclusién valida debido
a la contradiccion entre los diferentes resultados obtenidos (ASCO, 1996; Compton
et al, 2000). Para explicar estas discrepancias se han sugerido diferentes factores de
caracter metodoldgico (Bauer et al, 1993), pero nosotros creemos que, ademas, existe
otra explicacién de caracter conceptual: el uso inapropiado del contenido de DNA de
la poblacion mas aneuploide (DNA index) como medida de la aneuploidia del tumor.
Este indice se basa en las evidencias experimentales que sugieren que las células mas
aneuploides son las que poseen el mayor potencial maligno (Lengauer et al, 1997;
Duesberg et al, 1998) resultando en un aumento de la agresividad tumoral (Cifone y
Fidler, 1981). Sin embargo, otros estudios han demostrado que las células mas invasivas
(metastaticas) no surgen, necesariamente, de la poblacion mas aneuploide (Tollenaar et
al, 1997; Scott et al, 1998), dejando abierta la posibilidad de que la poblaciéon que
presenta un cariotipo altamente anormal pueda representar un grupo de células
aberrantes no necesariamente viable (Scott et al, 1998). Por otra parte, esta ampliamente
aceptado que los tumores son heterogéneos y se ha demostrado que es la
heterogeneidad mas que el grado de aneuploidia lo que se asocia con peor prondstico en
diferentes tipos de tumores (revisado en Heppner y Miller, 1998). Segun esto, para tener
una estimacion precisa del grado de aneuploidia de un tumor seria necesario llevar a
cabo el analisis de multiples muestras, lo cual es laborioso, caro y probablemente

dificilmente realizable desde el punto de vista de su aplicacién clinica.

En este estudio hemos desarrollado un nuevo indice que, aunque no es tan preciso
como el muestreo multiple, es una medida aproximada de la aneuploidia global del
tumor. Considerando que el tamafio de la subpoblacién aneuploide puede variar
considerablemente de un tumor a otro, el Aneuploidy Index (Al) tiene en cuenta no
soblo el contenido anormal de DNA de la subpoblacion aneuploide (DNA index
clasico) sino también su extension en el tumor. Debido a que engloba ambos
aspectos, este indice es mas probable que refleje mejor la inestabilidad
cromosomica intrinseca del tumor que el DNA index. Se calcula facilmente como el
DNA index corregido respecto a las areas de los picos diploide y aneuploide. Para
minimizar el error en el calculo del Al producido por la contaminacién de células
normales, el analisis de la ploidia se llevé a cabo en areas seleccionadas del frente de

infiltracion del tumor. Un mapaje exhaustivo permiti6 descartar las zonas de tejido
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necroético o con alto componente inflamatorio, lo cual permite afirmar que la mayoria de
células que contribuyen al pico diploide son neoplasicas. Sin embargo, a pesar del
enriquecimiento en células tumorales, todas las muestras contienen una pequena
poblacion de células no tumorales, principalmente linfocitos infiltrantes, los cuales son
facilmente detectables en los histogramas debido a que presentan diferentes propiedades
de dispersion de la luz. Esta poblacion, que constituye un control interno diploide, fue
excluida del andlisis de células tumorales. Para confirmar con mayor seguridad que las
células seleccionadas eran de origen epitelial, varios de los casos que habian sido
analizados previamente a partir de parafinas y de los que se disponia también de material
congelado en OCT fueron procesados usando una técnica de doble tinciéon de
citoqueratinas y DNA (esta técnica no produce resultados satisfactorios al aplicarla en
tumores parafinados y por ese motivo se usaron tumores congelados). Las células
altamente inmunoreactivas y, por tanto, de origen epitelial, mostraron unos ratios
diploide/aneuploide muy similares a los obtenidos en el analisis de tumores parafinados,

demostrando la validez de los analisis realizados.

Esta nueva manera de cuantificar la aneuploidia se basa en la idea de que la estimacion
de la agresividad del tumor asociada a inestabilidad gendémica debe considerar el dafo
genético de todas las subpoblaciones celulares del tumor. En este sentido, Lengauer et al
(1998) desarrollaron los conceptos de ‘estado’ y ‘tasa’ para explicar el significado de la
inestabilidad gendémica en la evolucion del tumor (ver apartado 2.2 de Introduccién). La
‘tasa’ aneuploide (el parametro que determina el grado de inestabilidad) esta mejor
definida por el Al porque mide el grado de anormalidad (contenido de DNA) pero
teniendo en cuenta su ocurrencia relativa (proporcién relativa de células
diploides/aneuploides). Por tanto, un incremento en la tasa de mutacién (mas
alteraciones cromosomicas por célula y una mayor proporcion de células aneuploides)
resultaria en un aumento de la heterogeneidad tumoral y, en consecuencia, potenciaria la
progresion tumoral (Lengauer et al, 1998). En el mismo sentido, la heterogeneidad a nivel
de ploidia, como un resultado de la inestabilidad cromosdmica, ha sido asociada con peor

pronéstico en el cancer colorrectal (Cosimelli et al, 1998; Flyger et al, 1999).
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1.2 VENTAJAS DE LA AP-PCR EN LA CUANTIFICACION DEL DANO GENOMICO

El GDF cuantifica la fraccion de alteraciones presentes en un tumor y detectadas por AP-
PCR, las cuales pueden corresponder a amplificaciones y deleciones de fragmentos de
DNA, asi como translocaciones y mutaciones puntuales que ocurran en el lugar de
annealing del primer (Peinado et al, 1992). La caracterizacion de las secuencias alteradas
muestra, sin embargo, que la mayoria de las alteraciones detectadas por AP-PCR
corresponden a desequilibrios alélicos. La aleatoriedad de los fragmentos amplificados,
demostrado por el hecho de que se distribuyen al azar en los diferentes cromosomas y en
numero proporcional al tamano de éstos, indica que la AP-PCR es una técnica

adecuada para obtener una estimacion global del dafio genémico.

Otra aproximacion conceptualmente similar a la AP-PCR es el estudio de la FAL. La FAL
contabiliza pérdidas alélicas que ocurren a lo largo de todo el genoma mediante el
analisis de marcadores de RFLP localizados en todos los brazos cromosomicos
(Vogelstein et al, 1989; Kern et al, 1989) (ver apartado 1.2.2 de Introduccion). La AP-PCR
presenta tres ventajas importantes respecto al analisis de la FAL. En primer lugar es
una técnica mucho mas rapida y sencilla de aplicar. Mientras que con la AP-PCR bastan
3 reacciones de PCR para obtener mas de 100 marcadores informativos distribuidos al
azar por el genoma, con la FAL se necesita un experimento por marcador. En segundo
lugar, la AP-PCR permite la cuantificacion de pérdidas y ganancias alélicas, de
manera que la informacion obtenida es mucho mas completa. En tercer lugar, las
alteraciones detectadas por AP-PCR son proporcionales al daino que existe en el
tumor, mientras que en la FAL las pérdidas en cromosomas pequefios estan
sobrevaloradas. A pesar de los inconvenientes de la FAL, esta aproximacion fue aplicada
con éxito en un grupo considerable de tumores y sirvié para demostrar la asociacion entre
dafio gendmico y mal prondstico. Mas tarde la aplicacion de la AP-PCR en series amplias

de tumores ha permitido confirmar esta asociacién y profundizar en su significado.

El analisis de las alteraciones a nivel cromosémico es otra posibilidad a considerar a la
hora de cuantificar el dafio genédmico de los tumores. A este nivel nos encontramos con
tres técnicas utiles: la citogenética clasica, el FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) y
la CGH. La citogenética clasica presenta la ventaja de ofrecer una visién global de
todas las alteraciones cromosdmicas que ocurren en las células tumorales, pero tiene la
desventaja de que soélo se puede realizar en células en cultivo y que, ademas, la
obtencion de metafases de calidad a partir de tumores solidos es dificil. Por otro

lado, el FISH permite el analisis tanto de células en division como en interfase, incluyendo
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muestras parafinadas, pero no es una técnica propiamente de screening de
alteraciones, sino que esta dirigida a analizar alteraciones especificas (Heim et al, 1995).
Por ultimo, la CGH presenta la ventaja de que, simplemente partiendo de DNA tumoral y
DNA normal, permite una vision global de las amplificaciones y deleciones que ocurren
en los diferentes cromosomas (Kallioniemi et al, 1993). Respecto a la citogenética clasica
presenta el inconveniente de que no puede detectar las reorganizaciones equilibradas y
de que el resultado que se obtiene no refleja la heterogeneidad tumoral, si no que es una
media tedrica de las alteraciones presentes en el tumor. Si la comparamos con la AP-
PCR, la cual también es una técnica de screening del dafo gendémico global del tumor,
observamos que el tamafho minimo de las alteraciones detectadas por CGH (10 Mb)
es sensiblemente superior al de la AP-PCR (aproximadamente 200 pb). También
hay que tener en cuenta que la CGH es una técnica cara y que requiere metodologia
sofisticada. Por todos estos motivos la CGH no fue una técnica de eleccion a la hora de
realizar el estudio, pero si que se consideré como una posibilidad muy util para confirmar
hipétesis (tal y como se ha hecho en el caso de los tumores trisomicos y monosémicos,
ver apartado 6.1 de Resultados) y, tras la obtencidon de estos resultados parece
conveniente extender su aplicacién a un mayor numero de tumores con la finalidad de

completar y confirmar las conclusiones obtenidas.

Por ultimo hay que tener en cuenta que en el estudio del dafio gendmico se han abierto
muchas posibilidades gracias al desarrollo de la tecnologia de microarrays. Las
microarrays aplicadas al estudio del cancer consisten en la hibridacion competitiva de
MRNA o DNA total de tejido normal y tumoral sobre una matriz de multiples puntos (hasta
14000) que contienen parte de la secuencia de genes del genoma humano. Aunque es
una técnica todavia en desarrollo, ya han aparecido trabajos que identifican patrones
alterados, tanto a nivel de mRNA como de DNA, en diferentes tipos de tumores (Pollack
et al, 1999; Alon et al, 1999; Alizadeh et al, 2000; Hernandez et al, 2000). Es previsible
que en un futuro préximo las microarrays constituyan una herramienta muy util para el

estudio del daino gendmico presente en los tumores.
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2. VALOR PRONOSTICO DE LAS MEDIDAS DE DANO GENOMICO

2.1 CONSIDERACIONES GENERALES

Antes de entrar a discutir el valor prondstico del Al y del GDF en los tumores colorrectales
aneuploides es necesario aclarar algunas cuestiones de caracter general que pueden

ayudar a comprender mejor algunos aspectos de este estudio.

Separacion de los tumores en diploides y aneuploides

A lo largo de los analisis llevados a cabo hemos ido encontrando diferentes datos que
parecen indicar que los tumores diploides presentan unas caracteristicas de
progresion diferentes de los aneuploides. El primer dato que nos sorprendié fue la
disminucién drastica en la supervivencia de los tumores diploides al pasar de los estadios
de Dukes A-B a Dukes C, lo cual parece indicar que cuando los tumores diploides son
capaces de invadir los ganglios linfaticos ya son altamente malignos y poseen una gran
capacidad para causar la muerte del individuo. Ademas, el estudio del numero de
ganglios linfaticos invadidos revel6 que la disminucion en la supervivencia tenia lugar con
la invasion de un unico ganglio linfatico, a diferencia de los tumores aneuploides, en los
que la mayor mortalidad se asociaba a la invasion de un numero elevado (mas de 3)
ganglios linfaticos. Por tanto, estos resultados sugieren la existencia de un
mecanismo muy eficiente de invasion y diseminacién que actia en los tumores
diploides y que es substancialmente diferente del que se da en tumores
aneuploides. Otro dato que confirmé la independencia en la progresion de los tumores
diploides respecto a la de los aneuploides fue el efecto diferencial del GDF sobre la
supervivencia de ambos grupos. El aumento del GDF produce un aumento del riesgo de
muerte en los tumores aneuploides mientras que se asocia a un mejor pronéstico en los
diploides. Esta asociacion con mejor prondstico probablemente indica que la via que
siguen los tumores diploides para invadir y metastatizar es independiente, no tan solo de
la existencia de aneuploidia, sino también de desequilibrios alélicos. Recientemente se
ha publicado un trabajo que también estudia por citometria de flujo una serie de tumores
colorrectales y que, coincidiendo con nuestros resultados, encuentran un subgrupo de
tumores diploides sin inestabilidad de microsatélites y con muy mal prondstico al que le
atribuyen la posibilidad de constituir una via de progresion tumoral independiente
(Hawkins et al, 2001).

110



Discusion

A la vista de estos resultados parece evidente que los tumores diploides siguen una
via de progresion tumoral diferente de la de los tumores aneuploides y que, por
tanto, a la hora de investigar el valor pronodstico de diferentes variables es
conveniente considerarlos como un grupo separado. Estos resultados también
advierten del error de considerar todos los tumores diploides como tumores de buen
prondstico y contribuyen a solucionar las contradicciones acerca del valor prondstico del
estado de ploidia (Bauer et al, 1993; ASCO, 1996). De acuerdo con estos resultados, la
separacion de los tumores en diploides y aneuploides no tiene valor pronéstico per
se, sino que sirve para diferenciar dos vias distintas de progresiéon tumoral en las
que se encuentran tumores con diferentes grados de agresividad. Las causas de
esta agresividad son los distintos factores prondsticos a determinar. Para los tumores
aneuploides hemos podido identificar dos factores prondsticos claros: el Al y el GDF, sin
embargo para los tumores diploides no hemos encontrado ninguna variable que supere la
capacidad predictiva del estadio de Dukes. Se sabe que dentro de los tumores diploides
abundan los que pertenecen a la via de inestabilidad de microsatélites, la cual constituye
un mecanismo molecular de progresion tumoral bien definido (Thibodeau et al, 1993;
Perucho et al, 1994). Sin embargo, precisamente los tumores pertenecientes a esa via
muestran mejor prondéstico (Halling et al, 1999; Gonzalez-Garcia et al, 2000; Gryfe et al,
2000).

Seleccién de las variables con valor prondstico reconocido

Cualquier nuevo parametro del que se sospeche una posible utilidad pronéstica tiene que
ser comparado con las variables de valor prondstico reconocido, debido a que si la
informacién que aporta ya esta incluida en esas variables no resulta de ninguna utilidad.
La variable con mayor valor pronéstico reconocido es el estadio de Dukes. Sin
embargo, en base a nuestros datos tenemos que hacer unas cuantas puntualizaciones.
El estadio de Dukes tiene elevado valor pronodstico especialmente debido a los
tumores en estadio de Dukes D, los cuales presentan metastasis y, consecuentemente,
muy mal prondstico, tanto si son diploides como aneuploides. Por tanto, si en el estudio
se incluyen todos los tumores, la variable de referencia mas adecuada para estudiar
prondstico es el estadio de Dukes. Sin embargo, precisamente por la alta asociacion
entre metastasis y mortalidad, a la hora de estudiar el valor pronéstico de variables
se recomienda usar solamente los casos con reseccion quiruargica radical (R0), tal y
como se ha hecho en este estudio. En esta situacion el valor pronéstico del estadio de
Dukes es muy distinto en tumores diploides y en aneuploides. Mientras que en los

diploides la relacién entre el estadio de Dukes y la supervivencia sigue siendo altamente
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significativa, en los aneuploides el estadio de Dukes pierde valor prondstico. En cambio,
la invasién en nédulos linfaticos mantiene una alta significacion. Esto es debido a que en
los tumores aneuploides existe una diferencia considerable entre la supervivencia de los
tumores Dukes C con invasion de pocos ganglios (de 1 a 3) (75%) y los tumores Dukes C
con invasién de muchos ganglios (mas de 3) (28%). Por tanto en los tumores RO
aneuploides la variable mas adecuada para testar valor prondstico es el nimero de

ganglios linfaticos invadidos.

Valoracién del uso de modelos de Cox

Para profundizar en la comprension de los efectos de las distintas variables consideradas
sobre la supervivencia en este estudio hemos llevado a cabo dos aproximaciones
distintas: la valoracion de las medidas de dafio genémico como factores pronésticos y el
analisis multivariante para determinar como se influyen mutuamente las variables que se
asocian a la agresividad de los tumores. La aplicacion de los modelos de Cox en la
segunda parte del estudio ha permitido el hallazgo de resultados interesantes que no
habian sido detectados en la primera aproximacion. Estos modelos, ademas de
determinar las interacciones entre variables, han sido especialmente utiles en el analisis
de las variables de medida de dano gendmico, ya que han permitido que éstas se
mantuvieran como cuantitativas. Los puntos de corte usados en la primera parte del
estudio son interesantes desde el punto de vista de la aplicacion clinica, pero para un
estudio fiable desde el punto de vista estadistico se recomienda trabajar con variables
cuantitativas y modelos de Cox (Simon y Altman, 1994; Altman et al, 1994). Aunque los
modelos de Cox presentan la limitaciéon de que suponen proporcionalidad en los riesgos
(ver apéndice), una vez que ésta se ha evaluado, constituyen la mejor herramienta para
modelar supervivencia. En conclusion, el uso de modelos de Cox en este estudio ha
permitido aportar rigor estadistico a los resultados y ha ampliado la capacidad de
obtenciéon de informacion de los datos disponibles. Dado que en la mayoria de
trabajos relacionados con el dafio gendmico los analisis de supervivencia se limitan a la
primera aproximacion aqui expuesta, creemos que este estudio puede servir de ejemplo

para mostrar las ventajas de la aplicacién de técnicas estadisticas adecuadas.
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2.2 VALOR PRONOSTICO DEL Al EN TUMORES ANEUPLOIDES

De las tres variables estudiadas relacionadas con la aneuploidia de los tumores (DI, Cl y
Al), el Al es la que mostré mejor asociacidon con supervivencia, de manera que los
tumores con altos valores de Al son los que presentan un peor pronostico.
Probablemente esta asociacién indica que el Al es un parametro adecuado para medir la
inestabilidad genodmica del tumor, de manera que cuanto mayor es ésta, mas alta es la
malignidad del tumor y peor el prondstico del paciente. La explicacion mas logica seria
que los tumores que son capaces de producir un mayor numero de células
aneuploides (Cl) con un mayor grado de alteraciones genéticas (DI) tienen mas
probabilidades de que se originen clones distintos, y ocasionalmente mas
agresivos, dentro del tumor. Esta idea encaja perfectamente con la observaciéon de que
es la heterogeneidad genética acumulada en el tumor lo que determina su potencial
maligno (Heppner y Miller, 1998). En contraste, los tumores con un numero reducido de
células aneuploides (bajo Cl) pero con altos valores de DI, como ocurre a menudo,
tendrian menos inestabilidad gendmica global y, por tanto, menos potencial para la
progresion. Ademas la baja proporcién de células aneuploides podria ser consecuencia
de su reducida viabilidad. EI hecho de que el DI s6lo considere la alteracion del contenido
de DNA de la poblacién mas aneuploide puede ser la causa de que su valor prondstico
hoy en dia siga siendo controvertido (Compton et al, 2000). La existencia de asociacion
de forma independiente de valores elevados de DI y Cl con mal prondstico y la
ausencia de correlaciéon entre ambas variables (DI y Cl) indica que las dos juegan
un papel importante en la determinacion del pronéstico de los tumores
aneuploides. Por esta razén, la combinacion de ambas en un solo parametro, el Al,
ofrece la mejor significacion estadistica. La idea de que valores elevados de Al se
asocian a una mayor agresividad no sélo se ve reflejada en la supervivencia de los
pacientes, sino también en las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores, ya que
estos se relacionan con estadios avanzados de Dukes y con metastasis, asi como con
localizacion izquierda. Esta asociacion con Dukes no hay que considerarla como la causa
del valor prondstico del Al, ya que esta probado que en los tumores RO la prediccion de
supervivencia del Al es independiente de la del estadio de Dukes y también de la
invasion en nodulos linfaticos. Sin embargo, cuando se consideran todos los tumores, la
fuerte relacién entre metastasis, elevado Al y mortalidad hace que el Al pierda su

significacion frente al estadio de Dukes.
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Respecto al valor prondstico del Al independiente del estadio de Dukes es importante
sefalar que la aplicacion de este indice permite identificar un subgrupo de
pacientes con tumores en estadio temprano que, sin embargo, se asocian a mal
pronéstico. Muy pocos de los pacientes con tumores en estadio temprano fueron
tratados (4 de 69). Dentro de los casos no tratados algunos murieron y un porcentaje
elevado de ellos presentaba alto Al. Estos datos indican que el subgrupo de pacientes
con tumores Dukes A-B y elevado Al se podrian beneficiar de terapia coadyuvante.
Dado que el Al podria mejorar la clasificacion patolégica convencional y dada la facil
aplicabilidad de la citometria de flujo de forma rutinaria parece evidente plantearnos la

realizacién de un estudio prospectivo en una serie amplia de pacientes.

2.3 VALOR PRONOSTICO DEL GDF EN TUMORES ANEUPLOIDES Y RELACION
CON MUTACIONES EN P53

El valor pronédstico del dafo genémico medido por AP-PCR ya habia sido descrito
previamente en otra serie de tumores colorrectales (Arribas et al, 1997). Mientras que en
nuestro estudio el valor prondstico se limita a los tumores aneuploides, en aquel estudio
se observaba con todos los casos. Esto podria ser debido a una distribucion diferente del
dafio gendmico en esa serie de tumores. Algunos datos asi lo sugieren, como la
diferencia en la frecuencia de mutaciones de p53 o de casos con MSI en las dos
poblaciones. También hay que tener en cuenta que el tamafio de muestra de ese estudio
era mas pequefo (55 casos frente a 113), que la poblacion era distinta (de procedencia
americana e incluyendo individuos de raza negra) y que el analisis de los patrones de
fingerprint se llevé a cabo con una metodologia diferente. El valor prondstico del dano
gendémico medido por AP-PCR también se ha estudiado en carcinomas no de célula
pequefia de pulmon en los que se encontré una asociacién entre alto dafio genémico y

disminucién de la supervivencia (de Juan et al, 1998).

Aparte de la AP-PCR, otras técnicas que han estudiado el valor pronéstico de las
alteraciones gendmicas son el FAL y la citogenética clasica (ver apartado 1.2.2 de
Introduccion). En ambos casos los tumores con mas alteraciones presentaban menor
supervivencia (Vogelstein et al, 1989; Heim y Mitelman, 1995). En vista de las diferencias
técnicas entre la AP-PCR, el FAL y la citogenética clasica resulta remarcable que en
los tres casos las alteraciones detectadas se asocien a una mayor agresividad de
los tumores. Estos datos demuestran que el acumulo de dafio genémico condiciona la

evolucion del tumor y sugieren la posibilidad de que el daifo genémico sea
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consecuencia de una inestabilidad genémica subyacente responsable de la
adquisicion de agresividad. Las causas de esta inestabilidad gendmica podrian ser
la disfuncion de diferentes mecanismos como reparacién del DNA, replicacion,

recombinacion, checkpoints de ciclo celular y otros.

Nuestros resultados indican que existe una clara asociaciéon entre los
desequilibrios alélicos y las mutaciones en p53, por lo que se podria hipotetizar
que la pérdida de funcién de p53 juega un papel fundamental en la produccion de
este tipo de daino gendmico. Curiosamente, en el analisis de tumores colorrectales con
inter-SSR-PCR, una técnica similar a la AP-PCR (Basik et al, 1997) (ver apartado 1.2.2
de Introduccién), encontraron esta asociacion en sentido contrario (alto dafio gendémico
se asociaba a ausencia de mutaciones en p53) (Kahlenberg et al, 1996). Esto podria ser
debido a que las alteraciones detectadas por la inter-SSR PCR fuesen diferentes de las
detectadas por la AP-PCR (Boland y Ricciardiello, 1999) o bien a diferencias
poblacionales. En el estudio de AP-PCR llevado a cabo por Arribas et al (1997) no se
encontré relacién con p53, posiblemente debido a que en esa serie de tumores el
porcentaje de casos con mutacién en p53 era muy elevado (72% de los casos frente al
44% en este estudio). Por otro lado, las mutaciones de p53 se han relacionado con el
mecanismo de produccidon de alteraciones estructurales BFB (breakage-fusion-
bridge) (Gisselsson et al, 2000) (ver apartado 2.2.3.3 de Introduccién), lo cual constituye
una prueba de que las mutaciones en p53 pueden favorecer la inestabilidad cromosdmica

de tipo estructural, que nosotros detectamos como desequilibrios alélicos.

Dado que la principal funcion de p53 es el control de la estabilidad del genoma,
resulta l6gico que el aumento del dafio genémico de los tumores esté asociado a
las mutaciones de este gen (Ko y Prives, 1996; Hartwell, 1992). Ademas, multiples
estudios han relacionado las mutaciones en este gen con la produccién de diferentes
tipos de dafno gendmico (roturas cromosémicas, recombinacién homologa, aneuploidia y
amplificaciones) (ver apartado 2.2.3.4 de Introduccion). Sin embargo, el papel de p53
en la produccion de dafio genomico es controvertido. Se ha propuesto que las
mutaciones en p53 ocurren temprano en el proceso tumoral (Carder et al, 1995,
Hasegawa et al, 1995) y que estan asociadas con inestabilidad cromosdmica (Williams et
al, 1997) y con aneuploidia (Carder et al, 1993). Pero también se ha propuesto lo
contrario: que las mutaciones en p53 ocupan un lugar tardio en la progresion tumoral
(Fearon y Vogelstein, 1990) y que no estan relacionadas ni con inestabilidad
cromosomica (Lengauer et al, 1997) ni con aneuploidia (Ried et al, 1999). Por otro lado el

valor pronéstico de las mutaciones en p53 no esta claro (ver tabla 3 de Introduccion).
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Estas contradicciones se podrian explicar por el hecho de que, segun nuestros
resultados, p53 participaria en la produccion de unos tipos de dafio gendémico
(desequilibrios alélicos) y no en otros (aneuploidia). Segun la abundancia de tumores
con desequilibrios alélicos en la poblacion estudiada y segun las técnicas utilizadas para
medir el dafio genodmico, el papel de p53 podria pasar inadvertido. Por otro lado, la
complejidad de los mecanismos celulares de control de la expresion génica
conlleva que un gen pueda perder su funcion sin necesidad de estar mutado. Por
ejemplo, en el caso de p53 se ha descrito que se puede producir su pérdida de funcion
por la hipermetilacién de p14 o por la sobreexpresion de Mdm2 (Ries et al, 2000). La
situacién se complica aun mas si tenemos en cuenta que existe un alto grado de
redundancia en los mecanismos de control de la estabilidad del genoma. Es posible que
las funciones de p53 también sean llevadas a cabo por otros genes y que, por
tanto, no baste con mutar p53 para generar abundantes desequilibrios alélicos.
Otras alteraciones genomicas que han sido propuestas como colaboradoras de p53 en la
generacion de inestabilidad gendmica son la sobreexpresion de c-myc (Yin et al, 1999) y
la disfuncion de algunas endonucleasas endégenas (Russo et al, 1995). Recientemente
se ha propuesto un modelo que sugiere un papel muy relacionado entre la pérdida de los
telomeros y la disfuncion de p53 en la produccién de inestabilidad cromosémica (Chin et
al, 1999; Hanahan, 2000; Artandi et al, 2000).

En resumen podemos decir que en los tumores aneuploides los mejores factores
prondsticos son el Al y el GDF, cuando se consideran los tumores RO, y el estadio
de Dukes y las mutaciones en p53 cuando se consideran todos los tumores. Altos
valores de Al estan relacionados con estadios de Dukes avanzados y altos valores de
GDF estan relacionados con mutaciones en p53. Igual que Al y GDF se asocian a
malignidad de forma independiente, también lo hacen el estadio de Dukes y las
mutaciones en p53. Aunque el estadio de Dukes es la variable que mejor identifica la
agresividad del tumor (debido fundamentalmente al mal prondstico de la categoria D),
existe un riesgo de muerte afiadido en los estadios menos avanzados que se asocia a la
presencia de mutaciones en p53 y elevado GDF. Por otro lado, el mal pronéstico
asociado a GDF sélo es evidente en casos con bajo Al y el mal prondstico asociado a Al
solo es evidente en casos sin mutacidon en p53. Estas interacciones indican que los dos
tipos de dafio gendmico se asocian a agresividad en un contexto determinado y que
existen muchos factores que condicionan la agresividad de los tumores y que todavia

desconocemos.
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3.1 VIAS DE PROGRESION BASADAS EN EL ESTUDIO DEL DANO GENOMICO

La principal novedad que aporta este trabajo es el analisis de una muestra amplia de

tumores con dos técnicas distintas de cuantificaciéon de dafio genémico. En base a los

resultados obtenidos con las dos técnicas y a su integracion con la informacioén

biolégica y molecular de los tumores se ha establecido una clasificaciéon preliminar

de los tumores. Esta clasificacion asume que el dafo genomico detectado

representaria

mecanismos concretos de progresiéon tumoral.

tipos distintos de inestabilidad genémica que se asociarian a

Tabla 10. Clasificacién de los tumores colorrectales en funcién del dafio gendmico y

propuestas de diferentes tipos de inestabilidad asociados.

_ POSIBLES
TIPOS DE DANO . TIPO DE TIPO DE
i PRONOSTICO . CAUSAS DE LA
TUMORES GENOMICO PROGRESION INESTABILIDAD
INESTABILIDAD
alteraciones mutaciones puntuales | . . mutaciones en
. inestabilidad de
en bueno en genes relacionados . ” genes reparadores
. . microsatélites
microsatélites con el proceso tumoral del DNA
DIPLOIDES -
g alteraciones en la
cualitativa: la metilacién o en
sin identificar malo en agresividad se ¢inestabilidad a :
L . . . ¢ ! i mecanismos de
o inexistente Dukes C adquiere al invadir nivel epigenético?
e control de
ganglios linfaticos S
expresion génica
o empeora al ¢inestabilidad .
desequilibrios -y mutaciones
o, aumentar el e cromosomica
alélicos ~ cuantitativa: la en p53
dafo o estructural?
agresividad aumenta
ANEUPLOIDES con la adquisicion
empeora al progresiva de dafio  inestabilidad mutaciones en
aneuploidia de P genomico ¢ - genes implicados
- aumentar el cromosomica -
gran extension ~ - en segregacion
dafio numérica?

cromosomica
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Vias de progresién en tumores diploides

En la clasificacion de los tumores en funcion de su dafio gendmico el primer parametro a
considerar es su contenido de DNA. Los tumores diploides (incluyendo seguramente
algunos pseudodiploides) seguirian unas vias de progresion tumoral diferentes de
las de los tumores aneuploides (ver apartado 2.1 de Discusién). Los tumores con
inestabilidad de microsatélites se consideran que son en su mayoria diploides
(Jackson y Loeb, 1998), aunque en nuestra serie sélo 7 tumores mostraron MSI y 4 eran
diploides y 3 aneuploides. No esta claro si la aneuploidia precede o es posterior a la MSI,
pero dado el reducido niumero de casos MSI es imposible reclasificarlos en diferentes
vias. De los 7 pacientes con tumores MSI sélo 1 murié y resulté corresponder a un tumor
diploide en estadio de Dukes C. Los 6 tumores restantes eran Dukes A-B. En conjunto
estos datos estan de acuerdo con estudios previos que han encontrado mejor pronéstico

en este tipo de tumores (Jackson y Loeb, 1998).

Dentro de los tumores diploides podemos proponer otra posible via de progresion
tumoral sin dafio genémico aparente. Los tumores pertenecientes a esta via seguirian
una progresion de tipo cualitativa, en el sentido de que se convierten automaticamente
en malignos en el momento en que son capaces de invadir los ganglios linfaticos. Estos
resultados vienen reforzados por los estudios de Hawkins et al (2001) que describen un
subgrupo de tumores diploides con muy mal prondstico al que le atribuyen la posibilidad
de constituir una via de progresion tumoral independiente. Desconocemos el tipo de
dafio gendmico que presentan estos tumores, pero no esta relacionado con
inestabilidad de microsatélites, ni con aumento del contenido de DNA, ni con
desequilibrios alélicos generalizados. Alteraciones candidatas podrian ser
reorganizaciones cromosémicas equilibradas o sustituciones de uno o unos pocos
nucledtidos, las cuales no son facilmente detectables por AP-PCR. Las alteraciones de
estos tumores también podrian ser de caracter epigenético, es decir, que afectaran a
la expresion de los genes sin causar manifestaciones evidentes en el DNA. Estas
alteraciones podrian constituir un mecanismo de inestabilidad generalizada que facilitara
la progresion tumoral. En este sentido cabe destacar que en esta serie de tumores se
habia analizado previamente la desregulaciéon en la expresion génica y se pudo
comprobar que no estaba asociada a las alteraciones detectadas por AP-PCR y que,
ademas, presentaba valor pronoéstico (Tortola et al, 1999). Concretamente en los tumores
diploides parecia que existia cierta tendencia a que los casos que morian mostraran un
nivel elevado de alteraciones de la expresion, aunque el bajo numero de casos impedia

extraer conclusiones (datos sin publicar). Ello se podria relacionar con alteraciones en los
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patrones de metilacion (Baylin et al, 1998), cuyo estudio ya se esta llevando a cabo
mediante varias estrategias en trabajos que se realizan tanto en nuestro laboratorio como

en colaboracion con M. Esteller (Johns Hopkins Cancer Center, Baltimore, USA).

Vias de progresiéon en tumores aneuploides

En cuanto a los tumores aneuploides, basandonos en nuestros datos creemos que
podemos distinguir dos tipos distintos fundamentales de dafo genémico:
desequilibrios alélicos (GDF) y grado de aneuploidia (Al). Aunque los datos
proporcionados por la citometria de flujo y la AP-PCR son muy distintos, existe cierto
grado de solapamiento entre las alteraciones que pueden ser detectadas por ambas
técnicas. Las alteraciones del contenido de DNA detectadas por citometria de flujo (a
excepcion de la tetraploidia perfecta) también pueden ser detectadas por AP-PCR. Sin
embargo, la AP-PCR también permite detectar alteraciones en el nimero de cromosomas
que se pueden compensar entre si y dar un contenido pseudodiploide por citometria de
flujo. Nuestros resultados reafirman la diferencia de las dos medidas. En primer lugar, no
existe correlacion entre GDF y Al, lo que indica que son independientes. Es decir, los
tumores con valores elevados de GDF no muestran necesariamente valores elevados de
Al y viceversa, aunque hay una cierta tendencia a coexistir. En segundo lugar, los dos
tipos de dafio muestran asociaciones distintas con las variables clinico-patolégicas
y moleculares. Altos valores de Al se relacionan con estadios de Dukes avanzados y
altos valores de GDF se relacionan con mutaciones en p53. En tercer lugar, los dos

tipos de dano se asocian a peor pronéstico, aunque de forma independiente.

En cualquier caso, los resultados obtenidos parecen ajustarse a unos postulados

predefinidos:

- amayor daiio gendmico mas agresividad
- aquella medida del daio genémico que mejor refleje el tipo especifico de
inestabilidad de cada tumor es la que mejor identificara el comportamiento

biologico
Es evidente que a estos postulados no se les debe dar el valor de axiomas y que soélo con

la identificacion de los mecanismos de inestabilidad sera posible relacionar ésta con el

comportamiento del tumor.
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Tipos de inestabilidad cromosdémica

Actualmente prevalece la idea de que pueden existir diversos tipos de inestabilidad
gendmica que se traducen en alteraciones genéticas distintas cuya acumulacion
condiciona la evolucién de los tumores (Lengauer et al, 1998). Estos dos tipos de daio
genomico podrian estar reflejando la existencia de diferentes mecanismos de
inestabilidad cromosémica que propulsan la evolucion de los tumores de una
forma progresiva. A diferencia de lo observado en los tumores diploides, en los
aneuploides la adquisicion de malignidad se daria de forma cuantitativa, es decir, a

medida que aumenta la cantidad de alteraciones del tumor.

En el caso de los desequilibrios alélicos, la inestabilidad gendmica subyacente
podria corresponder a la disrupcion de mecanismos que favorecieran la presencia
de alteraciones cromosémicas estructurales del tipo delecién y amplificacién, que son
las mas frecuentemente observadas. Los desequilibrios alélicos también se podrian
deber a trisomias y monosomias, pero algunos estudios de pérdida de heterocigosidad
indican que las deleciones parciales son mas frecuentes que las totales (Arribas et al,
1999b; Thiagalingam et al, 2001). Otro dato que indicaria que las alteraciones medidas
por el GDF son mayoritariamente de tipo estructural es el hecho de que las ganancias y
las pérdidas observadas se dan practicamente siempre de forma asociada. Como ya se
ha comentado anteriormente, en la generacién de estos desequilibrios alélicos podrian
estar involucradas las mutaciones en p53 y el mecanismo de produccion de alteraciones

estructurales BFB (breakage-fusion-bridge) (ver apartado 2.2.3.3 de Introduccion).

En cuanto a las alteraciones del tipo aneuploidia, la teoria que goza de mas
popularidad actualmente es la propuesta por Lengauer et al (1997), la cual sostiene
que la aneuploidia es la consecuencia de una inestabilidad cromosdomica
subyacente cuya causa podrian ser mutaciones en genes de segregacion
cromosomica (ver apartado 2.2.3.2 de Introduccién). A la luz de esta teoria se han
sugerido varios genes involucrados en el checkpoint de mitosis como el hBub1 (Cahill et
al, 1998) y el MAD2 (Michel et al, 2001) que podrian estar implicados en la produccion de
inestabilidad cromosémica numérica. Por otro lado también se ha propuesto la version
opuesta de esta teoria, es decir, que existe una inestabilidad cromosdmica numérica pero
que ésta no es la causa sino la consecuencia de la aneuploidia (Duesberg et al, 1998).
Esta hipétesis sostiene que la aneuploidia causa una alteracion en la dosis génica que
podria desregular las mitosis y desencadenar una desestabilizacién general del cariotipo.

El origen de la aneuploidia podria ser por mutacion o también por efecto de un
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carcinégeno o la no-disyuncién espontanea de cromosomas (Holliday, 1989; Li et al,
2000) (apartado 2.2.3.2 de Introduccion).

Aungue es evidente que la aneuploidia es una caracteristica fundamental de los tumores
colorrectales, desde nuestro punto de vista las interpretaciones que se realizan en estos
trabajos tienen poca consistencia, en el sentido de que pretenden ofrecer una explicacion
general a la progresion de estos tumores contando con una informacién parcial e
insuficiente. Independientemente de si la aneuploidia es causa o efecto de la
inestabilidad cromosdmica numérica, en los tumores existen alteraciones cromosoémicas
estructurales (Muleris et al, 1990b; Abdel-Rahman et al, 2001), las cuales se ignoran en
estas teorias. Mediante la combinacion de diferentes técnicas, en este estudio
hemos podido demostrar que la aneuploidia no es el Unico tipo de daio genémico
presente en los tumores, sino que también existen desequilibrios alélicos que
probablemente reflejan alteraciones cromosémicas estructurales. La inestabilidad
cromosomica subyacente a los dos tipos de dafio gendmico seria distinta, puesto
que ambos no estan asociados y condicionan la agresividad de los tumores de

forma independiente.

Por otro lado, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio con algunas de las lineas
celulares colorrectales usadas por Lengauer et al (1997) precisamente sugieren que, de
existir algun tipo de inestabilidad cromosdmica, ésta seria estructural y no numérica, ya
que las aneuploidias son escasas y explicables sin necesidad de inestabilidad mientras
que las reorganizaciones cromosomicas son mucho mas frecuentes (Masramon, 2000).
Por tanto creemos que aunque la aneuploidia es un fendmeno frecuente en el cancer
colorrectal, todavia no se ha demostrado de forma clara que su causa sea la inestabilidad

cromosomica numeérica.

Evidencias citogenéticas

Citogenéticamente los tumores han sido clasificados en tres categorias: tipo normal (NT)
(cariotipo estable), tipo trisémico (TT) (ganancias cromosdmicas y baja frecuencia de
reorganizaciones estructurales) y tipo monosoémico (MT) (monosomias, deleciones,
reorganizaciones estructurales y frecuente endorreduplicacién) (Dutrillaux, 1995) (ver
introduccion apartado 2.2.4.2). A pesar de no disponer de datos citogenéticos, en
este estudio hemos intentado reproducir esta clasificacion basandonos en los
datos disponibles de localizacion del tumor y presencia de aneuploidia (ver

apartado 6.1 de Resultados). Hay que hacer notar que nuestra clasificacion es
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aproximada y que algunos tumores del colon derecho no se han clasificado
correctamente ya que no hemos considerado la presencia de tumores monosomicos en
esta zona del colon, donde también han sido descritos (Muleris et al, 1990b). Estos
tumores monosomicos podrian ser tanto diploides como aneuploides. Por otra parte, se
han considerado tumores trisomicos aquellos presentes en el colon derecho y
aneuploides. Sin embargo, puede haber tumores trisémicos que presenten ganancias de
uno o dos cromosomas, las cuales no son detectadas por citometria de flujo y que, por

tanto, se hayan clasificado como de tipo normal.

Los resultados obtenidos confirmaron la existencia de diferencias clinico-
patolégicas y moleculares entre los grupos, lo cual apunta a una posible
significacion biolégica de esta clasificacion. Algunas de las caracteristicas propias de
cada grupo previamente sefialadas en los estudios citogenéticos se confirmaron en
nuestros resultados, como son la presencia de inestabilidad de microsatélites en tumores
NT-like y TT-like y la ausencia de mutaciones en p53 en tumores NT-like. Sin embargo en
los tumores TT-like la frecuencia de mutaciones en p53 es mas alta de lo esperado,
posiblemente debido a que en este grupo ademas de tumores trisbmicos se incluyen
algunos monosomicos. La elevada frecuencia de mutaciones de p53 en el recto coincide
con el hecho de que las pérdidas de 17p también son mas frecuentes en esta localizacion
(Heim y Mitelman, 1995). También se ha descrito que los tumores de recto son los que
presentan los cariotipos mas anormales (Bardi et al, 1995). No sabemos qué significado
puede tener la elevada frecuencia de mutaciones en p53 en estos tumores ni si indica
una tendencia a que la via de los desequilibrios alélicos ocurra preferentemente en
tumores del recto; pero, dada la importancia de esta relacién, seria conveniente analizarla
detalladamente en estudios posteriores. Por otro lado, también aparece una asociacion
interesante entre los tumores MT-like y el estadio de Dukes. Esta asociacion no se habia
encontrado en estudios citogenéticos porque en su caso incluyeron en las comparaciones
los tumores monosémicos de recto. Al considerar sé6lo los tumores monosémicos
localizados en el colon izquierdo (grupo MT-like) observamos que éstos presentan
estadios de Dukes mas avanzados. Estas caracteristicas diferenciales que presentan los
tumores en funcion de su localizacién son esperables si tenemos en cuenta que la
carcinogeénesis puede ser distinta en las diferentes partes del colon debido a dos razones
fundamentales: primero, el tipo y la concentracion de carcinégenos en el contenido del
colon proximal son diferentes de los del colon distal; y, segundo, la region derecha e
izquierda del intestino grueso derivan de diferentes estructuras embriolégicas (Heim y
Mitelman, 1995).

122



Discusion

3.2 PROPUESTA DE MODELO INTEGRADO DE LAS VIAS DE PROGRESION DEL
CANCER COLORRECTAL

En base a nuestros resultados y a los conocimientos actuales acerca de la progresion
colorrectal hemos propuesto un modelo integrado que se basa en cuatro vias
fundamentales asociadas a tres tipos caracteristicos de tumores: los tumores MSI,

los tumores diploides no MSI y los tumores aneuploides (figura 24).

TUMORES
DIPLOIDES NO MSI

(tipo monosémico)

CELULAS
DIPLOIDES

TUMORES
MSI
(tipo normal)

TUMORES
ANEUPLOIDES

(tipo monosomico)
(tipo trisdmico)

Figura 24. Modelo integrado de las vias de progresién en el cancer colorrectal. El sentido de la
progresion va desde el centro del circulo, donde se encuentran las células normales, hacia el
exterior, donde se encontrarian los tumores mas agresivos. Cada color representa un tipo
concreto de tumores: MSI, amarillo; diploides no MSI, verde; aneuploides, azul. Estos tipos de
tumores siguen unas vias de progresién determinadas indicadas con las flechas en gris. Los
circulos con letras rojas al lado de las flechas indican los factores asociados a mayor

agresividad en cada via de progresion.

En primer lugar encontramos los tumores MSI. La via de la inestabilidad de
microsatélites es la unica bien descrita y citogenéticamente corresponde a los tumores de
tipo normal. También se han encontrado tumores MSI de tipo trisémico, pero hay que
tener en cuenta que la distincién citogenética puede ser, por demasiado estricta,

equivoca. Los tumores MSI tienen buen pronéstico, por lo que en el modelo esta via de
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progresién acaba antes de llegar a la periferia del circulo, que indica la maxima

agresividad.

En segundo lugar encontramos los tumores diploides no MSI. Estos tumores presentan
muy buen prondstico mientras se mantienen en estadios de Dukes A-B, pero
experimentan un ‘salto cualitativo’ a la malignidad en el momento en que son capaces de
superar la ‘restriccion espacial’ que constituye la pared del colon y pasan a invadir el
sistema linfatico, es decir, se convierten en Dukes C (este salto cualitativo se indica en el
modelo por el cambio de color de verde claro a verde oscuro). Esta via de progresién
tumoral se podria corresponder con la identificada por el grupo de Hawkins et al (2001).
Citogenéticamente estos tumores corresponderian a tumores de tipo monosémico
ya que no son MSI y es muy poco probable que sean trisomicos, puesto que éstos
mayoritariamente son detectados como aneuploides. Sin embargo todos los tumores
monosémicos se mantienen como pseudodiploides en la primera etapa de su evolucion,
ya que empiezan sufriendo monosomias, deleciones y reorganizaciones estructurales
que probablemente en la mayoria de los casos son indetectables por citometria de flujo.
En alguin momento de su evolucion los tumores monosomicos pueden sufrir una
endorreduplicacion que los transforma en pseudotetraploides y posteriormente progresan
perdiendo cromosomas hasta que se estabilizan alrededor de la triploidia (Dutrillaux,
1995). Nuestros resultados sugieren que la endorreduplicacion no es un requisito
imprescindible para la progresion de los tumores monosémicos y que éstos
pueden llegar a ser muy agresivos manteniéndose como pseudodiploides. El
analisis por CGH de dos tumores diploides no MSI demostré que éstos presentaban las
alteraciones caracteristicas de los tumores monosémicos, lo que refuerza nuestras

predicciones.

Por ultimo encontramos los tumores aneuploides. Este es el grupo mas grande, incluiria
aproximadamente el 70% de los tumores, y el mas heterogéneo. Segun nuestros
resultados, los tumores pertenecientes a este grupo podrian progresar por dos vias
independientes de adquisicion de alteraciones: la via ‘numérica’ y la via ‘numérico-
estructural’. En la primera la agresividad estaria condicionada por la acumulacion de
aneuploidia (reflejada por valores de Al elevados). En la segunda seria la adquisicién de
alteraciones cromosomicas de tipo estructural (alto GDF) lo que se asociaria a mayor
agresividad. En la via ‘numérica’ la aneuploidia se podria alcanzar por dos tipos de
alteraciones cromosémicas numéricas distintas: trisomias y poliploidias. Precisamente
ambos tipos de alteraciones corresponden con las dos vias aneuploides definidas a nivel

citogenético: la via de los tumores trisbmicos y la de los monosémicos. Los tumores
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trisébmicos evolucionan mediante la adquisiciéon de trisomias. Sus DI nunca son
superiores a 1.3 (Muleris et al, 1990b) y, por tanto, aunque las trisomias sean clonales y
afecten a todas las células, es poco probable que estos tumores lleguen a alcanzar
valores de Al alto. Los tumores monosomicos, sin embargo, llegan a ser aneuploides
porque sufren un proceso de tetraploidizacidn y posterior pérdida cromosoémica hasta
estabilizarse en la triploidia (Dutrillaux, 1995). En estos tumores la adquisicion de un
elevado Al dependeria del hecho de que la presencia de las células pseudotetraploides
en el tumor estuviese favorecida. En resumen, dentro de los tumores aneuploides en la
via ‘numérica’ encontramos todos los tumores trisdmicos y los tumores monosomicos que
no han adquirido elevado GDF. En la via ‘numérico-estructural’ los tumores posiblemente
también pertenecen al tipo monosémico, ya que es el unico en el que se han descrito
alteraciones cromosdmicas estructurales. Por tanto, el analisis del dafio genémico a nivel
molecular sugiere que la via monosémica descrita a nivel citogenético se podria

desglosar en dos: la via ‘numérica’ y la via ‘numérico-estructural’.

Por ultimo tenemos que sefalar que este modelo es muy general y constituye una
simplificacion de lo que ocurre en la progresion colorrectal. Es evidente que puede
existir solapamiento entre las diferentes vias de progresién tumoral y que, dada la gran
cantidad de mecanismos que controlan la estabilidad del genoma (Cheng y Loeb, 1993),
pueden existir otras muchas vias que permitan a las células adquirir inestabilidad y

evolucionar hacia la formacion de un tumor.

4. PAPEL DE LA ANEUPLOIDIA EN LA DISEMINACION METASTASICA

La relacion observada entre el aumento del grado de aneuploidia y la malignidad del

tumor puede reflejar dos situaciones opuestas:

- en un tumor determinado, las células que presentan el cariotipo mas anormal son las
mas invasivas y por esa razon son seleccionadas durante la diseminacién distal
(Lengauer et al, 1997; Duesberg et al, 1998)

- la presencia de clones aneuploides es tan solo un sintoma de la inestabilidad

cromosomica global del tumor y las células mas aneuploides no tienen porqué ser

necesariamente viables (Scott et al, 1998)
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Como ya se ha explicado anteriormente, el hecho de que el Al presente mas
asociaciones con variables biolégicas, especialmente con estadio de Dukes, y mejor valor
pronostico que el DI, sugiere que la situacion correcta es la segunda: la capacidad de
invasion de un tumor no depende de sus células mas anormales sino de su
inestabilidad cromosémica subyacente, es decir, de su capacidad global de
producir aneuploidia, lo que deberia resultar en mayor heterogeneidad
intratumoral. Los resultados obtenidos al analizar las metastasis confirman esta

afirmacion.

El perfil de aneuploidia de los tumores primarios se mantiene de forma muy similar
en sus correspondientes metastasis, como ha sido demostrado previamente (Tollenaar
et al, 1997). El hecho de que las metastasis reproduzcan la situaciéon de los tumores
primarios indica la existencia de una inestabilidad cromosdémica intrinseca que

continuamente genera subpoblaciones heterogéneas.

Ademas, las metastasis presentan poblaciones de células tumorales diploides
(estos resultados y Tollenaar et al, 1997), lo que indica que las células que diseminan
y originan las metastasis deben ser diploides ya que no parece probable la
transformacion de células aneuploides en diploides. La comprobacion de que las células
diploides presentes en los histogramas de tumores aneuploides son realmente ceélulas
tumorales ya habia sido llevada a cabo mediante el uso de anticuerpos anti-citoqueratina
por Bergstrom et al (1995). Basandose en ese hecho se habia propuesto que los
tumores aneuploides presentan como minimo dos poblaciones neoplasicas, una
diploide y otra aneuploide, siendo la fraccion diploide la mas estable y vital y, por
tanto, la mejor adaptada a los mecanismos de seleccion. La poblacidon aneuploide
posiblemente esta formada por células poco viables que se mantienen debido a
que la inestabilidad cromosémica subyacente las genera de forma constante (Scott
et al, 1998). En este sentido también se ha propuesto la existencia de un compartimento
diploide a partir del cual se originan continuamente las células aneuploides (Jones et al,
1988). Nuestros resultados son consecuentes con estas hipotesis y apuntan hacia un
papel crucial de las células diploides en la progresion tumoral. Para poderlo confirmar
seria muy interesante llevar a cabo estudios que permitieran determinar la capacidad

metastatica de diferentes subpoblaciones de ploidia conocida.
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5. ESTUDIO DE LOS MARCADORES OBTENIDOS POR AP-PCR

5.1 ANALISIS GLOBAL

Heterogeneidad de alteraciones

Analizando globalmente las alteraciones que sufren los marcadores de AP-PCR el primer
dato que sorprende es la elevada heterogeneidad de los cambios observados, ya que
éstos no se concentran en unas pocas bandas sino que afectan a la practica totalidad de
las bandas analizadas. Nuestros resultados son paralelos (a nivel genémico) a los
obtenidos por Zhang et al (1997) a nivel de expresion génica. Estos autores observaron
que las alteraciones de expresiéon de las células tumorales correspondian
mayoritariamente a pequefios cambios en un numero muy elevado de genes. A la vista
de estas observaciones se podria pensar que es el patron global de disrupcion genética
mas que la alteracién en unos pocos genes lo que condiciona la progresion del tumor.
Esto nos lleva a proponer un modelo probabilistico (por contra a un modelo
deterministico) en la adquisicion de alteraciones génicas. Segun este modelo, la
generacién de un tumor es una sucesion de eventos cuya ocurrencia viene determinada
por una probabilidad que esta en funcién de mecanismos de inestabilidad subyacente y

de la ventaja selectiva que confieran a las células en cada momento.

Marcadores con alteraciones arbitrarias

El segundo dato que llama la atencion en el analisis de las bandas de AP-PCR es la
elevada frecuencia de marcadores que presentan alteraciones arbitrarias, es decir,
tanto ganancias como pérdidas. Estos marcadores son especialmente frecuentes en
los cromosomas 2, 6 y 9, pero también se encuentran de forma esporadica en algunos
cromosomas mayoritariamente estables, como el 3. Las causas de estas alteraciones las
desconocemos, pero pueden estar relacionadas con una inestabilidad intrinseca de estas
zonas del genoma o bien con la presencia de multiples componentes selectivos, es decir,
situaciones distintas en las que se puede encontrar un tumor y en las que la presion
selectiva puede favorecer alteraciones en uno u otro sentido. La banda 91/92 (ver
apartado 5.1 de Resultados) es un ejemplo claro de banda que experimenta ganancias y
pérdidas en tumores con alto dafio gendmico. El hecho de que los casos en los que esta
banda se gana sean mayoritariamente mujeres podria explicar una ventaja selectiva de la

amplificaciéon de esta zona del DNA en los tumores de pacientes de este sexo.
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5.2 ANALISIS ESPECIFICO

Los seis marcadores que fueron mapados en los cromosomas 8, 9 y X identifican
tres regiones de posible interés en el estudio de la progresion colorrectal. En primer
lugar se encuentra la region 8q13.2. Las ganancias del brazo largo del cromosoma 8
hace tiempo que se conocen (Bardi et al, 1995) y se cree que ademas del oncogen c-myc
existen otros genes en esa zona coamplificados y relacionados con la progresion del
cancer colorrectal (Agochiya et al, 1999). Nuestros datos confirman la relacién entre
ganancias del cromosoma 8 y peor prondstico y sugieren que la zona que rodea al
marcador D8S1776 podria ser locus de oncogenes implicados en el proceso tumoral.
Respecto al cromosoma 9, los dos marcadores identificados se encuentran muy
distantes. El mas interesante es el que corresponde a la banda 91/92 (marcador
D9S2019). Su zona de mapaje es 9922, la cual ha sido propuesta con anterioridad como
region con pérdidas de heterocigosidad (Jarnik et al, 1996) candidata a contener posibles
genes relacionados con el cancer (Pasche et al, 1998). También es importante indicar
que en el cancer de colon se han descrito reorganizaciones del brazo largo del
cromosoma 9, algunas de las cuales, precisamente, presentan el punto de rotura en
9922 (Konstantinova et al, 1991). Con nuestros datos es altamente especulativo sugerir si
estas alteraciones se relacionan con componentes selectivos multifactoriales o con
mecanismos de inestabilidad genética. En cuanto al cromosoma X, las tres bandas
localizadas subcromosdémicamente mapan en el brazo corto, dos de ellas muy préximas
(Xp21) y otra un poco mas alejada (Xp11). Precisamente toda la regién del cromosoma X
comprendida entre estas bandas, concretamente Xp11.2-p21, se halla recurrentemente
amplificada en diferentes tipos de canceres (Knuutila et al, 1998). En el cancer colorrectal
se han descrito alteraciones en la replicacion de la region Xp11 (Muleris et al, 1990a) y en
otros tipos de tumores, como el sarcoma sinovial y el carcinoma renal, las
translocaciones que afectan a Xp11 constituyen la principal caracteristica citogenética
(Safar et al, 1998; Perot et al, 1999; Mitelman, 2000). Se han descrito varios genes
asociados a esta zona y algunos de ellos muestran sobreexpresion en tejidos tumorales
(Schroer et al, 1999). Precisamente de las tres bandas mapadas en el cromosoma X la
que se encuentra en Xp11 es la banda 46, que es una banda cuyas ganancias se asocian

a mal prondstico en los tumores aneuploides (ver apartado 5.1 de resultados).
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En resumen, podria resultar interesante la exploracion mas exhaustiva de los locus
8g13, 9922 y Xp11. El trabajo consistiria en acotar la regién minima de interés (entre 1y
2 Mb) vy, si fuese posible, en la identificacion de los genes implicados. Ello nos podria dar
pistas sobre las causas responsables no solo de estas alteraciones sino de otros

procesos genéticos que pueden jugar un papel en la tumorigénesis colorrectal.
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1. El Al (Aneuploidy Index) es un nuevo indice de cuantificacién de la aneuploidia que
tiene en cuenta el grado y la extensién de la aneuploidia en el tumor. El Al tiene valor
pronéstico independiente y permite identificar un subgrupo de pacientes con tumores

en estadios tempranos, pero con alto riesgo de muerte.

2. El dafo gendmico medido por AP-PCR (GDF) cuantifica desequilibrios alélicos y
también presenta valor prondstico independiente. El alto GDF se asocia a mutaciones
en p53, lo que indica que la inactivacion de este gen podria ser una de las causas de

producciéon de desequilibrios alélicos.

3. EI GDF y el Al son independientes. Por eso, la combinacién de las dos variables es el
mejor predictor de supervivencia en los pacientes con reseccion quirdrgica radical
(RO).

4. En base a los distintos tipos de dafio gendmico observado proponemos que éstos son

la manifestacion de 4 vias de progresion tumoral con factores prondsticos diferentes:

- via de la inestabilidad de microsatélites
- via diploide sin MSI (factor prondstico: estadio de Dukes)
- via aneuploide ‘numérica’ (factor pronéstico: Al)

- via aneuploide ‘numérico-estructural’ (factor pronéstico: GDF)
5. La mayoria de las metastasis presenta una poblacion de células tumorales diploides

que indica que la diseminacion ha sido llevada a cabo por este tipo de células. Las

metastasis reproducen el patron de ploidia existente en el tumor primario.
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APENDICE 1

MODELOS DE COX

En estadistica, un modelo es una expresion matematica que intenta explicar una
variable respuesta (o variable de interés o dependiente) en funcion de una o varias
covariables (o variables independientes). Cuando interviene una sola variable
independiente se llama analisis univariante y cuando son dos o mas, analisis
multivariante. Cada covariable va acompafiada de un coeficiente () que cuantifica el
grado de relacion entre la covariable y la variable de interés. Sobre los coeficientes se
aplican tests estadisticos que indican si esta relacion es significativa. La estructura de un

modelo es la siguiente:

g(y) = B1X1+B2X2+ ...... +Ban

donde ‘y’ es la variable respuesta, ‘g’ es una funcién que transforma esta variable para
conseguir mejores propiedades estadisticas y ‘X’ son las covariables. Las principales
ventajas que ofrecen los modelos son, por una parte, el analisis combinado de diferentes
variables (cualitativas o cuantitativas), lo cual permite comparar los efectos netos o
ajustados de cada una de ellas sobre la variable respuesta y analizar la presencia de
interacciones entre ellas y, por otra, la posibilidad de comparar modelos entre si para

decidir que conjunto de variables es el 6ptimo para explicar la variable de interés.

En el modelo de Cox la variable de interés es la supervivencia, es decir, tiempo hasta
la muerte; pero, por conveniencia en el disefio del modelo, se estudia el riesgo,

definido como la probabilidad de morir en un tiempo determinado.

hi(t) = ho(t) exp(Bixi)

De esta manera, en el caso univariante con una unica x se modela el riesgo para los
individuos que tienen una caracteristica determinada (x=1) (hi(t)) respecto al riesgo de los
individuos que no la tienen (x=0) (ho(t)). Los coeficientes del modelo se interpretan como

riesgo relativo o HR (Hazard Ratio):

hi(t)
HR=exp(B)= ——
ho(t)
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Es una condicion indispensable para aplicar el modelo de Cox que los riesgos
entre los grupos sean proporcionales a lo largo del tiempo ya que, si no es asi, la
estimacioén de los coeficientes seria un promedio que aportaria una informacién sesgada.
Para comprobar esta condicion la mejor manera es representar las curvas de riesgo (o
las de supervivencia) para cada grupo y comprobar que son paralelas o, como minimo,

que no se cruzan (figura 25b y 25c).

a)
———————————————— Variables in the Equation -------------—---
Variable B S.E. Wald df Sig R
DUKES3 58,2019 2 , 0000 , 3444
DUKES3 (1) 1,1872 , 3567 11,0785 1 , 0009 ,1410
DUKES3 (2) 2,9383 , 3895 56,8944 1 ,0000 , 3466
95% CI for Exp (B)
Variable Exp (B) Lower Upper
DUKES3 (1) 3,2780 1,6293 6,5951
DUKES3 (2) 18,8830 8,8002 40,5182
b) c)
Survival Function for patterns 1 - 3 LML Function at mean of covariates
1.2 2
1,0 1
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Figura 25. Modelo de Cox para el estadio de Dukes. Se compara la supervivencia de las
categorias Dukes A,B (72 tumores), Dukes C (40 tumores) y Dukes D (17 tumores). a) Parte de
los resultados proporcionados por el programa SPSS en la que se muestran los parametros
principales del modelo (B = B (coeficientes); Exp (B) = HR (riesgo relativo); Sig: significacion de
los tests estadisticos). b) y ¢) Curvas de supervivencia (b) y del logaritmo del riesgo acumulado

(c) que muestran la proporcionalidad en los riesgos de los tres grupos comparados.
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Si la covariable es cualitativa con mas de dos categorias se elige una de ellas como
categoria de referencia (si es posible la que se supone que tiene menos riesgo) contra la
que se comparan las demas. Cada categoria constituira un término independiente del
modelo e ira acompanada por un coeficiente que indica cuanto aumenta la mortalidad
respecto a la categoria de referencia. A la categoria de referencia, por definicién, se le
asigna HR=1. Cuando la estimacién del riesgo para las otras categorias es de [3=0
(HR=1) indica que el riesgo de morir es el mismo en la categoria analizada que en la de
referencia. De esta manera los coeficientes cuantifican las diferencias de riesgo entre los
grupos. En la figura 25 se muestra un ejemplo de modelo de Cox para el estadio de
Dukes. La columna Exp(B) (figura 25a) indica el aumento de riesgo de las categorias
Dukes C y Dukes D respecto a la categoria de referencia Dukes AB. Los pacientes con
tumores Dukes C tienen 3.2 veces mas probabilidad de morir que los pacientes con
tumores Dukes AB y los pacientes con tumores Dukes D 18.8 veces mas. En ambos
casos este aumento del riesgo es significativo. También se representa graficamente la

proporcionalidad entre los riesgos de los diferentes grupos (figura 25b y 25¢)

Si la covariable es cuantitativa los coeficientes indican el aumento que se produce en el
riesgo al aumentar en una unidad la variable. Este aumento es el resultado de multiplicar
el riesgo por exp(B). Es importante sefalar que si las variables estan codificadas en
unidades muy pequenas los coeficientes que se obtienen son muy bajos y dificimente
interpretables, por lo que se recomienda reescalar las variables. Por ejemplo, todos los
valores de la variable se pueden multiplicar por 10 de manera que los riesgos relativos se
interpreten como el aumento del riesgo asociado al incremento de la variable en 10
unidades (en lugar de una) (ver apartado 4.2.2 de Resultados). En los modelos de
variables cuantitativas es necesario comprobar si existe linealidad, es decir, si el aumento
del riesgo se da de la misma manera en todo el rango de la variable. Un método para
estudiar la linealidad consiste en afadir al modelo un término cuadratico. Se trata de
introducir en el modelo junto con la variable cuantitativa una nueva covariable que sera la
variable cuantitativa elevada al cuadrado. Si la introduccién del término cuadratico es
significativa indica que existe una desviacién de la linealidad. Esto no impide que se
puedan calcular modelos de Cox, pero hay que tener en cuenta que en estos casos la
funcién de riesgo presenta una curvatura y los coeficientes de las covariables son mas
dificiles de interpretar. Aunque no se haya observado desviacion de la linealidad,
siempre es util representar la funcion de riesgo (variacion del riesgo relativo en
funcién de los valores de la variable) ya que pueden existir relaciones no lineales que no
alcancen la significacion estadistica en los tests de desviacion de la linealidad. Se

recomienda usar métodos de suavizado del tipo splines definidos con dos grados de
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libertad para no forzar la linealidad de las variables. Esto permite que la funcién de riesgo
pueda adquirir, si asi lo requiere, el grado de curvatura correspondiente a un polinomio de

segundo grado.

Una vez que somos capaces de interpretar un modelo de Cox de una sola variable, ya
sea cualitativa o cuantitativa, podemos pasar a analizar modelos multivariantes. Los
modelos multivariantes permiten descubrir las relaciones que existen entre las
variables que se asocian a supervivencia. La estrategia a seguir consiste en elaborar
un modelo con dos variables (0 modelo ajustado) y ver si aporta mas informacién que los
modelos univariantes. En el modelo multivariante cada variable se ajusta por las demas,
de manera que los coeficientes cambian. Si las dos variables son independientes, es
decir, que ejercen un efecto separado sobre el prondstico, ambas mantendran su
significacion. Pero si las variables estan relacionadas, la de menor valor prondstico
perdera su significacién en favor de la de mayor valor pronéstico. La mejor manera de
analizar la utilidad de los modelos de dos variables es compararlos con los modelos de
una variable mediante un test de razén de verosimilitud. Si el test es estadisticamente
significativo indica que la nueva variable introducida aporta informacion a la variable
anterior. Si no es asi quiere decir que la nueva variable se puede descartar del modelo

porque su informacion ya esta incluida en la variable anterior.

Otro punto fundamental en el analisis multivariante es el estudio de las interacciones.
Cuando se analiza un modelo de dos variables es necesario crear a continuaciéon un
segundo modelo que incluya las dos variables mas el término de la interaccion entre
ambas. El término de interaccion valora si el riesgo de una variable cambia segun
las categorias de las otras. Estos modelos se llaman de interaccién o de modificacién
de efecto. Para evaluar la significacion de la interaccién se realiza un test de razén de
verosimilitud que compara el modelo suma (las dos variables) contra el modelo producto
(las dos variables y su interaccion). Si el test de razén de verosimilitud es
estadisticamente significativo indica que existe interaccién, es decir, que el efecto (riesgo)
de una variable esta modificado por la otra. En los casos en que existe interaccion es
necesario interpretarla mediante la realizacién de graficos. Si una de las variables es
cuantitativa y la otra es cualitativa (como en la mayoria de nuestros casos) simplemente
hay que dividir la poblacion en los grupos de la variable cualitativa y estudiar para cada
grupo como la variable cuantitativa afecta al riesgo. Cuando las dos variables son
cuantitativas es recomendable dicotomizar una de ellas para poder realizar las

representaciones graficas.
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APENDICE 2

SECUENCIA DE LAS BANDAS DE MAYOR INTERES OBTENIDAS POR AP-PCR

banda 55/56 (8q13.2) D8D1776
GGGAAAATGAATGTGAAACTAACATTCGATAGCAGCCATCACTAATAAAGCGCGAAAGTA
ACATACAGACTTTTAAAAGCACAAGGATCGGAAGCTTTATTAAAAGGTCCTAAGCAGGAC
ATTCTTTTTTCTGGTTAACATGGCAGGTTACACATATATTTATGTCCCAATTCCCAATAA
ATTACAGTTAAGGGATTTCAACCATCCCCCACCAAACA-AATTGAAGGAGTTCAAGAGAG
AAAACACAGAAGTGATGGCCACATTTAGGACCAGAAAAGATGGCTACTAAAATCGGAGGA
GAAAGCAAACACCTAGATCTACGGGTGAATTTGAGTAAGCAAGGTAATTTCTAGATCTGG
AAAGGTCTGGAACTGAAGGTTCCAGGTATTTCCTTAATGGAATGAATGGCTGATGGTTGG
TCTAAGAAG

banda 7 (9p24.1) D9S2065
No fue posible obtener la secuencia de esta banda, pero el mapaje se pudo realizar
mediante la amplificacion con el primer de AP-PCR del panel de hibridos irradiados.

banda 91/92 (9¢22.31-9q22.33) D9S2019
ATATCAGCCATAAGGCTGTTTTGCTTTCTTATCATTCATGTGTTCACTGAAACAGCACTT
TTAATTCCCTTCAAGAATTTTTCCTTTGCATTCAAAACCTGACTGTTGGAGTGCAGGCCG
GCCTAGCTTTTGGCCTATCTCTGCTTTCAACCTGCCTTCAACCTGCCAACCTCACTAAGC
TTAATCATTTCAAGATTTTGGTTTGAAGTGAGAGATGTGTGACTCTTTCTCTTACTTGAA
CACTTAGAGACAACTGCAGGGTTATTAACTGACCTAACTTCAATATTGTGTCTTAGAGAA
TAGGGCAAGGAGAGGAAGAGAGATGGAGGAGCAGTGGGTAGAGCAGTCAGAACGACAGAA
CACTTAACAATAAGTCTGCCTCTTATCTGGCATGTTGTGTACCAACATCATGTACAGAGT
ATCACTGTC-CCACACTGTGCACCGGCCAAGTGTGACGGCTATCNNNATGGTGCTTATGT
TTGCTCATGTAGGTTCCTAATTTCAATTTGTNNNAATGTAATCTGCAAAGTGCAATAAAG
TGAGGTATGCCTGGACCACGAAATGAGAATTTGAAATTAATCGCCGATTTACATTACATT
AGCACCCAAATGAAATCGAAATAGGTATAAATCTAACAAATTAGGTAAAACATCTACATG
AGGAAATCCACAATACTCTAATGAAAGAAAATAAAAAAAGATCTAAATAAATGGAGAA

banda 46/47 (Xp11.3) DXS877
TTGGCTAGAAAAGAAAAACAAATCTTATTTAAAATGGGCAGAAGGCATGAAGGGAAAGTT
CACTGAAGAGCATATACAGATGGCAAATAGGCACGTGAAAAGATGTTCAACATTACTATC
CATTTGCTAAATACAAATTTATACCAAAATGAGATGTTACTACATACCAATTTAGAACAT
CTAAAATAAAAAATAATGAAAATACCAAATAATGGCAGGNATATAGAGAAACTGAATCTC
TCACACATTAACTAATGGAATGCAAATGGTACGCCTCTCTGAAACAGTTTCGCAATTTCT
TAAACAAACAAAATCCTGATATGCAATTACCAGTATAACCCAGGAACTGCACTCGAGGGC
ATTTATCCTAGAGATGAATGAAATGAAAATTGTATTCACACGAAAACCTGTACACAAAGG
TTTACAGCCATTTTATTCACAAAGCCAAAAACTGTAAATAACCCAAATATCCTTCAACAG
GGAGTGGTTAAACAAACTGTAGTACATCTACACCATGGAACACTACTCAGCAATAAAAAG
GAACAAACTATTGATACACACAACAACATATCA

banda 107 (Xp21.2-Xp21.3) DXS9746
ATGTTGCACACCTAGAAATAATTTCTTCCTTCATTCAACGTATAAACAAAAGTCACTTGT
GGCCAAGTGGTACTTTTTACTGATATTATAACCAGAAAAACCGTAAAAGGATCCGTATGA
TTGTATGAAAGGATGTTCCCACTATAGAAATCATCTTGCAACAATGACCAAGATAGTTAC
CAATAATAGCATTTCAATTTTTTTAAACCCACAAATTATCCATGAGGAAATGCTGTGTAT
CAAACCTTGTTAAGAATAACAAGAAAGAGCTCTGATCTTTTGATGCAAACTTAAAGGAAC
TTATTTGTAAATTAAGACCAAGTTATAAGTGGTTTCATAAAAATCACAAGGTCATTACAA
TGTTGTTTTTACTAAAAGCCTAACTAATCCACAATGACCACTCTTCTCCATCTTCCTC
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banda 125/126 (Xp21.2-Xp21.3) DXS1214
CACACCTAGAAATAATTTCTTCCTTCATTCAACGTATAAACAAAAGTCACTTGTGGCCAA
GTGGTACTTTTTACTGATATTATAACCAGAAAAACCGTAAGAGGATCCGTATGATTGTAT
GAAAGGATGCTCCCACTATAGAAATCGATCTTGCAACAATGACCAAGATAGTTACCAATA
ATAGCATTTCAATTTTTTAAACCCACAAATTATCCATGAGGAAATGCTGTGTATCAAACC
TTGTTAAGAATAACAAGAAAGAGCTCTGTACTTTTGATGCAAAGCTTAAAGGGAACTTAT
TTGTAAATTAAGACCAAGTTATAAGTGGTTTCATAAAAATGCAGCAAAGGGTCATTACAA
TGTTGTTTTTACTAAAAGCCTAACTAATCCACAATGACCACTCTTCTCCATCTTCCT

NOTA: N nucledtidos sin identificar
- = gaps de secuencia
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