V. DISCUSSIO



1. ANALISI DELS PARAMETRES ANATOMOPATOLOGICS

Amb aquest estudi es pretén, fonamentalment, comparar les estratégies orientades a
coneixer 1’estat funcional d’un dels marcadors de pronostic més rellevants del
carcinoma colorectal: la p53. Tal i com hem exposat anteriorment (vegeu 1’Apartat 3.5
del Capitol I), son diverses les aproximacions que poden utilitzar-se amb aquesta fi, 1
nosaltres hem volgut servir-nos de tres d’elles, cadascuna abordada amb una
metodologia diferent. Es aixi que hem pogut determinar ’estat de la proteina p53
utilitzant técniques d’immunohistoquimica, conéixer 1’estat mutacional del gen 7P53
emprant técniques dissenyades per a detectar i identificar mutacions puntuals, i predir la

integritat del locus corresponent mitjancant assaigs de deteccio de perdues al-leliques.

Meés enlla de l’objectiu principal, perdo igualment des de I’inici, es contempla la
possibilitat de relacionar el factor de pronodstic pS3 amb parametres anatomopatologics
també associats a la prognosi dels pacients: el nivell d’infiltracié tumoral, 1’estadi 1
I’afectacié ganglionar. Fou la manca de disponibilitat d’aquestes dades d’alguns dels
casos (p.e.: polipectomies endoscopiques), el que ens dugué a imposar un criteri
restrictiu del material d’estudi, seleccionant Gnicament peces de reseccid quirurgica,
totes elles amb les dades necessaries completes. I és en conseqiiencia que, per a poder
interpretar correctament la distribucid de freqiiencies d’alguns dels parametres, cal tenir
en compte aquest factor del mostreig. D’altra forma fora facil qualificar d’esbiaixat allo

que, en realitat, correspon a una limitacié inherent al material de partida.

1.1. Mida i grau histologic

El nostre grup de tumors abasta un rang de mides molt ampli, anant des de lesions
d’escassament 1 cm fins als 18 cm. Cal fer notar, pero, que la distribucid de freqiiencies
de la mida tumoral no fou exactament 1’esperada d’aquesta magnitud. Els parametres
biometrics, tot 1 ésser continus la majoria d’ells, es representen com a discrets i solen
ajustar-se a distribucions normals. En la nostra série, la mida sembla seguir una
distribucié normal truncada per I’esquerra (vegeu el Grafic 1 a ’Apartat 1.1 del Capitol
IV). Aix0 obeeix, probablement, als criteris de seleccid de la mostra: recordem que els

tumors no obtinguts per reseccid quirdrgica foren exclosos de la série, la majoria d’ells
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corresponent a petits polips - aparentment benignes- amb arees de transformacid

maligna, procedents de polipectomies endoscopiques.

En relacio al grau de diferenciacié tumoral de la mostra, també pot apreciar-se un patrd
de distribucidé poc equitatiu entre grups, trobant-se els tumors de la segona categoria
(grau 2) representats en escreix. En aquest cas, pero, la causa del desequilibri no rau en

el mostreig, sind en la laxitud dels criteris de definici6 de la diferenciacid (vegeu

I’Apartat 1.4.1 del Capitol I).

1.2. Nivell d’infiltracio, estadiatge i afectacié ganglionar

Un cop més la distribucio de freqiiencies d’un parametre anatomopatologic, com €s en
aquest cas el nivell d’infiltracié tumoral, es veié parcialment afectada pel problema del
mostreig. La representacid dels tumors resulta desproporcionada en detriment de les
categories 1 1 3, tal i com pot apreciar-se en el Grafic 4 de I’ Apartat 1.4 del Capitol IV.
Justifiquem aquesta conjuntura basant-nos en el fet que, afortunadament, molts tumors
confinats a 1I’0rgan sense invasio son diagnosticats a partir de polips que no requereixen
reseccio quirtrgica. I donat que aquestes lesions corresponen a tumors pTis o pTy, la

restriccid dels criteris afavoreix la seleccio dels tumors de major nivell d’infiltracio.

Els arguments valids per la infiltracio, ho son també per a I’estadiatge que, com ja hem
explicat (vegeu I'dpartat 1.4.2 del Capitol I), és una classificacid que combina la
primera amb 1’afectacid ganglionar. La nostra série mostra predomini de casos d’estadi

II-IV, resultant del biaix en favor dels tumors més invasius i amb afectacié ganglionar.

Dr’altra banda, val a dir que 1’¢xit en la deteccié de metastasis ganglionars és un fet que
depén, en gran part, de la cura en la dissecacio de les peces de reseccid quirargiques,
doncs la probabilitat de trobar afectacid neoplastica creix en augmentar el nombre de
ganglis dissecats. Els nostres resultats posaren de manifest la bona praxi amb la que es

dugué a terme 1’analisi macroscopica dels tumors de la nostra s€rie; en comparar les

mitjanes dels ganglis dissecats dels grups de tumors amb i sense afectacid ()_c =169 1

15,6, respectivament), per separat, s’evidencia la seva dimensid i similitud.
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2. ESTUDI DE L’ACUMULACIO DE LA PROTEINA P53
2.1. Particularitats de I’assaig immunohistoquimic

Molt probablement, la immunohistoquimica €s la metodologia més implantada arreu per
a la determinacid de I’estat de p53. Hi ha en el mercat diversos anticossos monoclonals
anti-p53 que reconeixen diferents epitops de la proteina. Nosaltres vam utilitzar el clon
PAb 1801 (p53 Ab-2, Oncogene Science Inc., Cambridge, MA), que reconeix un epitop
resistent a la desnaturalitzaci6 compres entre els aminoacids 32 a 79 (Banks et al,
1986), concretament del 46 al 55. Un dels motius d’aquesta eleccid fou que, el PAb
1801, que reacciona de forma especifica amb la p53 humana, ho fa tant amb la forma
nadiua com amb la mutada, permetent detectar també les acumulacions de la proteina
produides per motius aliens a la mutaci6 del seu gen (Purdie ez al, 1991). Es per aquest
fet que molts autors el consideren com a un dels millors anticossos per a la localitzacio
antigénica de p53 (Bergh, 1997). Altres raons foren, a banda, I’aptitud d’aquest anticos
per a reaccionar en seccions de material fixat i inclos en parafina, i la possibilitat

d’acoblar técniques de recuperaci6 antigénica al procés dels teixits.

2.2. Resultats de I’assaig immunohistoquimic

Recordem que el percentatge de casos amb acumulaci6 de p53 o amb “fenotip positiu”
fou del 56%, front a un 44% sense acumulacié o amb “fenotip negatiu” (vegeu I’ Apartat
2.1.1 del Capitol 1V). Els nostres resultats son similars als referits per altres grups en
utilitzar el mateix anticos primari per a 1’estudi de tumors colorectals. En la Taula 16

podem veure reflectits, junt amb els nostres, els resultats d’alguns d’aquests treballs.

2.2.1. Consideracions sobre el patré d’acumulacio de la proteina p53

Abans d’iniciar aquest estudi, els nostres criteris de valoracio de la positivitat [HQ es
basaven en el suposit - 0 més aviat, ’assumpcid- que 1’acumulacié de la proteina p53
seguia un patr6 homogeni de distribucio. Cal matisar, perd, que per homogeneitat
enteniem no solament que una sola secci6 de teixit tumoral era representativa de tota la
mostra subjecte d’estudi, sind que a més, aquesta seccid tenia positivitat nuclear

uniformement distribuida o, altrament dit, difosa. La creenga se sostenia en que la prac-

Discussio — 119



Taula 16. Relacio de treballs on es refereix un fenotip de p53 positiu per a tumors colorectals.

Referencia Teixit  No. Tumors Positivitat (%)*
Bosari et al, 1994 parafinat 206 46
Nathanson et al, 1994 parafinat 84 62
Yamaguchi et al, 1992 parafinat 100 61
Yamaguchi ef al, 1993 parafinat 203 61
Smith ef al, 1996 congelat 100 62
Caldes et al, 1998 congelat 72 50
present treball parafinat 100 56

* Positivitat referida sempre a assaigs en els que s’ha usat ’anticos PAb 1801.

tica rutinaria d’aquest assaig immunohistoquimic, tal i com s’havia realitzat des del
comengament en el propi laboratori, aixi ho suggeria - la immensa majoria dels casos
presentava positivitat difosa-, i al fet de no haver parat esment en cap publicacio que,

fins el moment, hagués mencionat el contrari.

Aquest suposit va portar, doncs, a un tipus de valoracié que atribuia percentatges de
positivitat representatius de tota la secci6 estudiada, és a dir, una mena de mitjana de
nuclis positius amb independéncia de quin fos el seu patro de distribucid. D’aquesta
manera, 1 donat que efectivament a la gran majoria de mostres la distribucié de la
positivitat era difosa, el percentatge assignat representava qualsevol area dins de la
seccid. Ara bé, en aquells casos en els quals el patr6 de positivitat nuclear no era
homogeni, sind que hi havia un petit - o petits- focus de nuclis reactius, la mitjana de la
seccid podia canviar radicalment el resultat; mostres amb positivitat nuclear focal
(310%) eren valorades com a negatives (<10%) ja que les cél-lules reactives es diluien

en la totalitat.

A proposit d’aquest treball s’efectua la revisié de la IHQ dels 100 casos estudiats, i

d’ella en resulta que la focalitzaci6 n’afectava 8 (8%). Aleshores, pero, ja teniem
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constancia d’alguns treballs amb un objectiu similar al nostre on s’introduia el concepte
de focalitzacio aplicada a I’acumulaci6 de p53 (Cripps et al, 1994; Oyasu et al, 1995).
Efectivament, existia un percentatge de casos - no especificat 1 del 7%, respectivament-
en que la positivitat era focal i que eren valorats com a positius per coheréncia amb els
resultats de 1’estudi mutacional. En base a aixd vam decidir considerar el percentatge de
positivitat nuclear del - o dels- focus com a resultat global de la seccio. Aixi, les vuit

mostres inicialment negatives (amb positivitat global <10%) van passar a ser positives.

2.2.2. Definicio6 del limit de sensibilitat de la IHQ de p53

Com ja s’ha definit a ’Apartat 2.1.3 del Capitol 111, el llindar a partir del qual es valora
la immunoreactivitat de la p53 en termes de positivitat fou del 10% de cel-lules
tumorals. Resulta dificil justificar aquest percentatge -en detriment d’altres- si
admetem, d’entrada, ’arbitrarietat de la decisid. De fet, la bibliografia publicada al
respecte contempla diferents limits en funcio del tipus tumoral subjecte d’estudi i
d’alguns aspectes metodologics. Aixi per exemple, si bé hi ha treballs sobre cancer
colorectal en els que, emprant el mateix anticos que nosaltres (PAb 1801), el limit se
situa en el 10% (Caldes et al, 1998), n’hi ha d’altres que consideren que el fet
d’incorporar recuperaci6 antigeénica a la IHQ de p53 pot fer augmentar la sensibilitat de
la deteccio fins al 5% (Battifora, 1994; Soong et al, 1996). En altres estudis realitzats en
tumors urotelials hi ha més variabilitat, havent-se descrit llindes de sensibilitat des del
5% (Oyasu et al, 1995) fins al 20% (Lianes et al, 1994; Cordon-Cardo et al, 1994).
Nosaltres pensem que aquesta diversitat de criteris tan sols pot explicar-se en base als

resultats obtinguts per cadascun dels grups.

En aquest estudi, el limit de sensibilitat per a la IHQ de p53 - assumit en el transcurs de
la llarga experieéncia de la practica rutinaria- coincidia amb el percentatge a partir del
qual la immunoreactivitat deixava de disminuir de forma progressiva per a donar pas a
una positivitat afectant solament unes poques cel-lules disperses (adhuc inferior a 1’1%).
Malgrat que la significacié biologica d’aquesta positivitat roman indeterminada, hi ha
qui D’atribueix a una acumulaci6 de la proteina p53 nadiua propiciada per I’estres
microambiental al que es veuen sotmeses algunes cel-lules tumorals aillades (Soong et

al, 1994). Aixi doncs, per sota d’aquest limit no esta clar si la positivitat, tot 1 semblar
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especifica en el sentit que es localitza a nivell nuclear, respon efectivament a 1’alteracié
de la proteina p53. I, en el supodsit que fos real, dubtem de la significacid clinica i,
menys encara, de la connotacid pronodstica que podria tenir una immunoreactivitat que
afectés menys de 1’1% de les cel-lules tumorals. Amb tot el que s’ha exposat, vam optar

per valorar de negatius els casos on s’evidenciava aquest tipus d’immunoreactivitat.

2.2.3. Subclassificacid dels tumors amb fenotip de p53 negatiu

Un altre tema que enllaca amb la qiiesti6 del limit de sensibilitat és la classificacid dels
tumors amb IHQ de p53 negativa. Ja hem comentat que aquest grup, que consta de 44
tumors, inclou dos tipus de mostres: les que tenen manca absoluta de cel-lules positives
o grup del 0% (29% del total de mostres), i les que presenten una positivitat inferior al
limit de sensibilitat o grup de <10% (15% del total). Recordem, també, que les mostres
que integren aquest darrer grup tenen, en realitat, una positivitat inferior a 1’1%.
Aquesta caracteristica comuna a tot el grup de mostres, juntament amb el fet que la seva
immunoreactivitat sigui dispersa no hauria - hores d’ara- de sorprendre ninga ja que,
com hem explicat a 1’apartat anterior, és fruit del criteri en base al qual es va definir el
limit de sensibilitat. Tanmateix és ben cert que, a priori, no existia cap motiu que
justifiqués la separacid6 en dos grups diferents d’aquests dos tipus de tumors
fenotipicament negatius. Perd, com veurem més endavant, aquesta segregacid esta

plenament justificada pels resultats de I’estudi mutacional.

3. ESTUDI DE L’ESTAT DEL GEN 7TP53: ANALISI MUTACIONAL
3.1. Particularitats de I’analisi mutacional del gen TP53

Les técniques que es basen en la reaccio en cadena de la polimerasa son susceptibles de
promoure resultats falsos, positius i negatius. Aquesta realitat obeeix a diferents motius.
D’una banda, les polimerases utilitzades per amplificar especificament determinades
seqliencies poden cometre errors en la replicacid, la freqiiencia dels quals s’estima entre

10* i més de 2”107 pb (Eckert i Kunkel, 1991). També s’ha de contemplar el fet que
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les grans delecions que comprenen els llocs d’unié als encebadors, queden
emmascarades per la preséncia d’al-lels normals dins del tumor. I, per descomptat, cal
tenir present que hi ha la possibilitat de contaminar les reaccions amb d’altres productes

amplificats (Jackson ef a/, 1991).

3.1.1. Limitacions inherents al SSCP

La tecnica de SSCP esta basada fonamentalment en la diferéncia de conformacié que
adopten fragments de DNA monocatenari d’igual longitud, en funci6 de quina sigui llur
seqiiencia de nucleotids. Aquesta propietat del DNA de cadena senzilla li confereix
mobilitat diferencial, permetent 1’assignacié de diferents patrons a mostres de seqii¢ncia
“normal” respecte a les que presenten alguna mutacié (Orita et al, 1989). La
caracteristica més important del SSCP ¢és, doncs, la capacitat que té per a discriminar
fragments que difereixen Unicament d’un nucleotid en llur seqiiéncia. 1 és aquest el
motiu pel qual la combinaci6 de la PCR amb el SSCP és tan recomanable com a metode

de cribratge de mutacions puntuals (Hayashi, 1991).

Ara bé, malgrat les moltes virtuts atribuibles al SSCP, també se I’hi reconeixen algunes
limitacions, entre les quals volem destacar la dificultat d’optimitzar les condicions
d’electroforesi 1 la seva escassa reproductibilitat. La primera d’elles resideix en la
quantitat de parametres que determinen una cursa: diferéncia de potencial aplicada al
gel o voltatge (V), intensitat del corrent aplicat o amperatge (mA), potencia (W), temps
de cursa (t), temperatura a la que es duu a terme 1’electroforesi (T) i composicié del gel
(percentatge d’acrilamida 1 glicerol). Si per condicions de SSCP entenem una
combinacié determinada d’aquestes variables, €s clar que n’hi pot haver un nombre
il-limitat. Si a aix0 s’afegeix que, en el cas del gen 7P53, les mutacions en cada exd son
potencialment moltes, pot intuir-se que calgui optimitzar més d’unes condicions per

estar segurs de detectar totes les possibles alteracions.

Nosaltres, per a incrementar la capacitat de deteccidé de mutacions del nostre SSCP, vam
decidir optimitzar tres condicions de cursa diferents que anomenarem rapida, mitja i

lenta (vegeu ’Apartat 2.2.4 del Capitol III). Tot 1 aix0, les primeres proves realitzades
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amb els productes amplificats de 1’ex6 4 del gen TP53, van resultar poc satisfactories.
El motiu era la manca de resolucié d’un patré en bandes suficientment separades per a
permetre la detecci6 d’anomalies de la mobilitat. Després de molts intents testant
diferents condicions d’electroforesi, vam intuir que, potser, la mida del fragment (308
pb) resultava inapropiada pel nostre tipus d’assaig. De fet, coneixiem treballs d’autors
que afirmaven que la sensibilitat del SSCP ¢és del 70-95% per a productes de PCR fins a
200 pb 1 que davalla progressivament a mesura que la longitud del fragment s’aproxima
als 400 pb (Hayashi, 1992; Grompe, 1993). Finalment, vam arribar a la conclusié que,

molt probablement, aquest era el problema.

Per a resoldre la qiiesti6 vam optar per a realitzar I’assaig de mobilitat de I’esmentat ex6
previa restriccid enzimatica del fragment d’amplificacié (Iwahana et al/, 1992). Amb
aquesta idea, vam cercar dins de la seqiiéncia del producte una diana per a un enzim que
donés lloc a dos fragments de restriccid de mides ben diferents. I efectivament, vam
trobar-ne una per a I’enzim Avall - 5°-G G(A/T)CC-3’-, donant lloc a dos subfragments
de 92 i 216 pb. D’aquesta forma aconseguirem optimitzar les tres condicions comunes
per a tots 5 exons. Ara bé, I’execuci6 sistematica de les tres curses no es dugué a terme
per a totes les mostres. L’analisi preliminar dels resultats obtinguts amb els 50 primers
casos demostra que la cursa /enta no aportava res que no pogués ésser advertit amb les

altres dues 1, per tant, vam decidir discontinuar-la en els casos subsegiients.

L’escassa reproductibilitat atribuida a 1’assaig de SSCP es deu, principalment, a la
dificultat de controlar la temperatura del gel durant la cursa (Hongyo ef al/, 1993). En el
nostre cas aix0 se soluciona amb la utilitzaci6 de gels d’acrilamida prefabricats i del
sistema GenePhor d’electroforesi amb control programable de temperatura (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Aquest sistema, que tedricament garanteix la
reproductibilitat dels assaigs, ho fa també a la practica, tal i com vam tenir ocasio de
comprovar al llarg de tot I’estudi. Efectivament, tots els casos de mobilitat anomala es
van repetir, al menys, en una de les tres condicions. Aquesta precaucio sistematica va
evitar la seqilienciaci6 de productes de PCR que en realitat haguessin incorporat algun
error durant el procés d’amplificacié (en comptes de ser veritables alteracions). Malgrat

¢ésser molt baixa -1 més encara en comparacié amb la Taq polimerasa convencional-, la
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taxa d’error del sistema Expand™ High Fidelity PCR (Boehringer Mannheim Corp.
Indianapolis, IN) esta en 8,5 10° 6, dit d’altra forma, s’estima que un 2% dels
fragments aproximadament de 200 pb poden contenir errors d’amplificacié després de
30 cicles d’amplificacid. Tot i aquesta probabilitat d’error certament petita, vam preferir

actuar amb el maxim rigor.

3.1.2. Limitacions inherents a la seqiienciacié directa

En qualsevol estudi mutacional, la limitacié principal per a 1’obtencid de resultats
satisfactoris de la seqiienciacio directa (Sanger ef al, 1977) resideix en la naturalesa de
les propies mostres. Com és sabut, tot DNA provinent d’una cel-lula diploide té, al
menys teoricament, igual representacid de cadascun dels seus al-lels; aixi, una cel-lula
tumoral que presenta una mutacio de 7P53 en un al-lel i reté el concomitant - en estat
nadiu- posseeixen, solament, un 50% del DNA mutat. Ara bé, si en comptes de
considerar una cellula considerem un tumor, aquest percentatge pot disminuir

considerablement.

Els tumors de la série estaven constituits, alhora, per cel-lules mutades 1 no mutades
(p.e., cel-lules estromals, vasculars, tumorals no mutades, etc...). Per aquest motiu, com
major era el component de cel-lules no mutades dins del tumor, major era la proporcio
de DNA normal que acompanyava el tumoral. En les primeres seqiienciacions, malgrat
haver efectuat microdisseccid, vam poder constatar que els tumors contenien una
proporcidé inestimable, perd en cap cas menyspreable, de DNA no mutat. Aixo
dificultava la interpretaci6 dels cromatogrames, ja que, en la majoria de casos la
mutacié es manifestava com a un petit pic compartint posicié amb un altre de forma
que, a cops, la seqiiéncia ni tan sols reflectia el canvi. A més, 1’alteracid6 no sempre
podia confirmar-se per D’altre sentit. Aquesta situacid ens dugué a adoptar una
estratégia, tan tediosa com extremadament util, que fou Dl’aillament de bandes de
mobilitat anomala del SSCP 1 la reamplificaci6 del DNA - presumptivament mutat-
obtingut de les mateixes. Per a aixo vam aprofitar els gels d’acrilamida de comprovacio
de cada SSCP amb anomalies. A expenses d’aix0, els resultats milloraren de forma
notable. I fins a tal punt fou aixi que, en ocasions, les alteracions es reflectien com a

pics que s’imposaven als nadius en la seqiiencia. No podem deixar de contemplar, pero,
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la possibilitat que en aquests casos la mutaci6 anés acompanyada de la pérdua de I’al-lel

concomitant.

3.2. Resultats de I’analisi mutacional del gen TP53

3.2.1. Avaluacio de la qualitat del DNA genomic obtingut

En primer lloc, volem fer émfasi en I’éxit que suposa que el 92% de casos (100/109
tumors inicialment seleccionats) superés el control de qualitat i I’amplificacid de tots els
exons del gen 7P53, més encara quan cada cas suposa I’extraccié de dues mostres (una
normal 1 una tumoral). Per a poder valorar-ho, cal tenir en compte els publicats treballs
al respecte, reflectint la dificultat que suposa I’estudi de material genomic provinent de
teixit fixat i/o inclos en parafina (Mies et al, 1991; Whetsell et al, 1992; Howe et al,
1997). Durant el procés de fixacio, el DNA es malmet de forma considerable, essent la
degradacio un factor que depén principalment del fixador utilitzat i del temps de fixacio.
Es practicament impossible obtenir DNA gendomic d’una qualitat raonable si el fixador
¢s altre que la formalina tamponada - p.e. Bouin- (Herbert et al, 1989; Greer et al,
1991), i encara menys si el temps d’exposicio al mateix és superior a 36 hores (Dubeau
et al, 1986). Quant a la mida dels productes de PCR que poden ésser amplificats, esta
determinada per la longitud mitjana del DNA obtingut. Honma i col-laboradors posaren
de manifest en el seu treball que el 78% dels espeécimens estudiats permeté 1’obtencio de
productes de 120 pb, mentre que solament el 39% fou apte per a amplificar 374 pb
(Honma et al, 1993). En aquest sentit, tot el nostre material tingué¢ qualitat més que

suficient, ja que permeté 1I’amplificacid de productes fins a 308 pb.

Creiem també, sens dubte, que bona part de la qualitat obtinguda ha de ser atribuida al
procés de microdisseccid, que permet obtenir de manera selectiva el material provinent
de les arees millor preservades. D’altra banda, no descartem la influéncia que el procés
de purificaci6 tingué sobre la correcta amplificaci6. Recordem que per a les nostres
mostres, la mitjana dels index DO;6p/DOg fou x = 1,58 (s =0,13), la qual cosa posa

de manifest I’elevada puresa del material obtingut.
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3.2.2. Subclassificacid dels tumors amb genotip de 7P53 positiu

Els resultats obtinguts de la nostra série, en la linia dels descrits en altres treballs
(Greenblatt ef al, 1994; Cripps et al, 1994; Hartmann et al, 1995; Soong et al, 1996;
Lenz et al, 1998), permeten afirmar que més de dos tercos de les mutacions
identificades en el cancer colorectal son de sentit erroni: concretament, un 70% fou de
tipus M, mentre que el 30% restant (tipus no M) es reparti entre 15% de tipus N, 11%
de tipus F, 3% de tipus D (2 delecions de 18 nt) i 1% de tipus S. Analitzem, pero, més

en detall el tipus de mutacions obtingudes en base als diferents criteris de classificacio:

* Per tipus de substitucio generada

De les 73 mutacions identificades en la nostra série (corresponents a 68 casos), n’hi
hagué 33 produides per transicié de G:C a A:T afectant dinucleotids CpG (45%), tal i
com hem esmentat a I’Apartat 2.2.3 del Capitol IV. Les mutacions d’aquest tipus, junt
amb les 14 que implicaren perdua o guany de material genctic - independentment del fet
que aixo impliqués o no I’alteracié de la pauta de lectura- sumen un total de 47
mutacions que, respecte les 73 identificades, representen un 67%. Segons la revisio
efectuada per Greenblatt i col-laboradors 1’any 1994, les transicions en llocs CpG, les
delecions 1 les insercions comprenen aproximadament el 37% de totes les mutacions
descrites al gen 7P53. Els mateixos autors expliquen, perd, que en alguns tipus de
cancer - inclos el colorectal- aquest conjunt d’alteracions pot superar el 45%. El fet que
el tipus de mutacié majoritaria, és a dir, la transicié de CpG a TpG es produeixi de
forma espontania per desaminacié de la 5-metilcisteina, suggereix que els processos
cel-lulars endogens - vs. els exdgens- contribueixen en una fraccié significativa a la
formacio d’aquests tipus de tumors (Harris, 1993; Cripps et al, 1994; Greenblatt et al,
1994; Hollstein et al, 1994). I els resultats obtinguts de la nostra série, amb una taxa
putativa de mutacidé espontania del 67%, corroboren aquesta observacid pel cancer

colorectal.

e Per localitzacio

Com ja hem explicat anteriorment (vegeu I’ Apartat 3.1.2 del Capitol I), les mutacions al

gen TP53 succeeixen majorment dins dels blocs II-V, que constitueixen la regid central
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de la proteina (Hollstein et al, 1991). La perfecta conservacié que, des del punt de vista
evolutiu, caracteritza els esmentats dominis suggereix que aquests contenen AA
essencials per a la p53, I’alteracio dels quals comportaria una perdua de la seva funcid
supressora. Paradoxalment, pero, i segons la teoria de la selecci6 clonal, aquesta pérdua
de funci6 supressora comporta un guany de funcié oncogénica, que es tradueix en un

avantatge de creixement (Oren, 1992).

Recordem, també, que 1’esmentada regio central de pS3 correspon als exons 5-8 del gen
codificant, amb un marcat predomini de mutacions de tipus M (79%) vs. la resta (de
tipus no M) (Greenblatt ef al, 1994). Els residus més afectats dins d’aquesta regio son,
en concret, els que segueixen: 175, 245, 248, 273, 282 1 249. Cal fer notar que 5 d’ells

- excepte el 249- contenen dinucleotids CpG, susceptibles a la transicio TpG.

Pel que respecta les mutacions identificades en la nostra seérie de tumors, aquestes
afectaren principalment els exons 5, 7 i 8. També¢, en concordanga amb d’altres treballs
publicats, els codons més afectats van ser el 273, 175, 248, 245 1 282 (en aquest ordre),
no havent-se trobat cap mutacié al codé 249. Conjuntament, el percentatge corresponent
a aquests 5 punts calents de mutaci6 representa el 42% de les totals, o el 61% respecte
les de tipus M. Quant al fet que cap dels tumors de la nostra série presentés mutacio del
codo 249, tot 1 haver-se descrit com un dels residus més sovintment afectat (Harris,
1996; Greenblatt et al, 1994; Caldes et al, 1998), pot explicar-se perque ’alteracié del
mateix €és una transversid de G:C a T:A. Aquest tipus de canvi no sol produir-se de
forma espontania, sind6 que esta fortament associat a una preseéncia en la dieta
d’aflatoxina Bj, essent aquesta substancia la causa principal de I’elevada incidéncia
d’hepatocarcinoma en determinades poblacions que n’estan exposades (Greenblatt ef al,
1994). Aix0, sumat a 1’alt nombre de transicions de CpG en la nostra série recolza

encara més, si cap, I’origen endogen del cancer colorectal.
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4. ACUMULACIO DE LA PROTEINA P53 VS. ESTAT MUTACIONAL DEL GEN
4.1. Comparacio6 dels resultats d’IHQ amb els de SSCP/sequienciacio

Com a resultat de relacionar el fenotip i el genotip de p53 dels tumors que constitueixen
la nostra mostra aparegueren una serie de grups, els quals analitzarem per separat per tal
d’explicar-ne les discrepancies. La freqiiencia de casos en cadascun d’aquests grups

queda reflectida a la Taula 17.

Taula 17. Grups resultants de la relacid fenotip/genotip de p53.

genotip
negatiu  positiu
. negatiu 27 17 44
fenotip &
positiu 5 51 56
32 68 100

* Grup de fenotip 1/genotip 1

Els 51 casos que integren aquest grup presentaren un total de 56 mutacions. D’aquests
tumors, quaranta-tres (84%) resultaren tenir mutacié simple de tipus M, cinc (10%)
foren doblement mutats (2 d’ells M/M, 2 M/N 1 1 M/F), dos (4%) presentaren delecid
del mateix fragment de 1’ex06 5 i el darrer cas (2%) contingué una mutacio de tipus N.
Congixer a priori el fet que la IHQ ¢€s capag de detectar la gran majoria de mutacions de
sentit erroni, perd no les que comporten la formacio de proteines truncades o aberrants
(tipus N o F), ens permet donar per explicats els 48 casos que presenten, al menys, una
mutacié de tipus M. Quedarien, aixi, 3 casos per justificar: els dos tumors amb identica

delecio 1 el cas de la mutacio sense sentit (294 Glu>Stop).

L’esmentada delecid comporta la perdua de 18 nt en els dos tumors afectats. El fet que
ambdos resultessin fenotipicament positius suggeri que, malgrat tractar-se d’una
delecid, aquesta no podia comparar-se a la resta de les delecions identificades. Tot

sembla indicar que els tumors amb delecions que preserven la pauta de lectura - mutants
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de tipus D, que inclouen la pérdua dels codons 175-180 que ens ocupa-, sobn immuno-
reactius (Hartmann et al, 1995). Creiem que aixo podria respondre al fet de codificar
monomers que conserven integre el domini de tetrameritzacid, donant lloc a proteines

estables que s’acumulen en el nucli cel-lular, com les que tenen mutacions de tipus M.

Finalment, en relaci6é al cas de mutaci6é sense sentit, tenim que 1’acumulacié podria
justificar-se per la preséncia d’una segona mutacio6 de tipus M fora dels exons 4-8. El fet
que I’esmentada mutacid 294 (Glu>Stop) fos identificada en un altre cas en abséncia
d’expressid recolzaria aquesta hipotesi. Com també ho suggereix el fet que el tumor no
hagués perdut 1’al-lel concomitant. Val a dir, pero, que I’ampliacié de I’estudi a I’ex6 9

(els encebadors del qual podeu trobar a la Taula 18) no va permetre aclarir el cas.

*  Grup de fenotip 1/ genotip —

Aquest grup, al que pertanyeren tan sols 5 casos, podria explicar-se de dues formes: per
la possibilitat que alguna mutacio corresponent a la regi6 estudiada escapés al SSCP, o

bé, per la preseéncia de mutacions fora dels exons 4-8.

Per tal de descartar la primera de les opcions, varem utilitzar un nou conjunt
d’encebadors dels exons 5-8 que permetien abastar la totalitat de la zona codificant
(vegeu la seqiiencia dels mateixos a la Taula 18). Aixd permeté identificar una mutacid
de sentit erroni en un dels tumors (255 Ile>Thr), que d’altra forma hauria passat
desapercebuda. Amb aquesta modificacié, la probabilitat d’atribuir les altres
discrepancies al SSCP es redui al fet que les possibles mutacions no foren detectables,
ja que s’han descrit algunes formes mutants que no donen lloc a patrons anomals de
mobilitat en gel (Hayashi, 1991). Dubtem que 1’abséncia de mutacions en aquests casos
sigui atribuible a una manca de sensibilitat de la técnica; el percentatge de positivitat
immunohistoquimica associat a cada cas (20-45%) posa de manifest I’afectacié d’un
nombre de cel-lules suficientment alt per a permetre la deteccidé (Wu et al, 1993b). Per
tot el que hem exposat, ens inclinem més a pensar en la segona opcid, tot i que

I’ampliaci6 de I’estudi a I’exd 9 tampoc no va revelar cap nova mutacio.
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Taula 18. Nous encebadors emprats per a I’amplificacio dels exons 5-9 del gen TP53.

Locus Cebador Seqiiéncia Mida (pb)
Exons de TP53
Exé S P53E5 SE 5 TTCACTTGTGCCCTGACTT-3’ 268
X0 P53E5 AN 5" ACCAGCCCTGTCGTCTCTCC-3’
Exé 6 P53E6 SE 5. TTGCCCAGGGTCCCCAGGCC-3’ 199
X0 P53E6 AN 5".CTTAACCCCTCCTCCCAGAG-3’
Exd 7 P53E7 SE 5"-CGCACTGGCCTCATCTTGGG-3’ 185
X0 P53E7 AN 5".CAGCAGGCCAGTGTGCAGGG-3’
Exé 8 P53ES SE 5".GCCTCTTGCTTCTCTTTTCC-3’ 200
X0 P53E8 AN 5"-CCCTTGGTCTCCTCCACCGC-3’
. P53E9 SE 5 TTGCCTCTTTCCTAGCACTG-3’
Ex6 9 104

P53E9 AN 5’-CCCAAGACTTAGTACCTGAAG-3

*  Grup de fenotip —/genotip 1

Els 17 casos dels que consta aquest grup correspongueren a 8 mutacions sense sentit, 7
alteracions de la pauta de lectura, una mutacid de la correcta escissid intronica i una
altra de sentit erroni. Com fora d’esperar (vegeu I’Apartat 3.5.1 del Capitol 1), les 15
mutacions de tipus N 1 F resultaren negatives quant a I’expressio de la proteina. Pel que
fa a la mutaci6 de tipus S, aquesta té a tots els efectes, el valor d’una mutaciod sense
sentit, doncs la manca d’escissio de I’intr6 7 - deguda a la substituciéo de T per G en
posicio 14410- dona lloc a una proteina aberrant. Per tant, és logic pensar que no induis

I’acumulaci6 d’aquest producte.

Diferent és el cas de la mutacio de tipus M, tot 1 que la discrepancia obtinguda fou
similar a la d’altres casos préviament descrits. Es tracta d’una substitucio 273
(Arg>His), que juntament a les altres substitucions 273 1 les 248 formen part de les
mutacions conegudes amb el nom de LFS-/ike (Li-Fraumeni Syndrome-like) (Malkin et
al, 1990; Srivastava et al, 1990). Hi ha dades publicades que demostren que aquestes
mutacions, in vitro, donen lloc a proteines que no poden induir el canvi de conformacié
de la proteina p53 nadiua (vegeu 1’Apartat 3.4.1 del Capitol 1) i, en conseqiliéncia,

aquesta no s’acumula (Milner 1 Medcalf, 1991). Aixi fou descrit, p.e. que la mutacid
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273 podia ésser detectada amb I’anticos PAb 240 en provocar la substitucio d’Arg>Clys,
perdo no d’Arg>His (Levine et al, 1991). Alhora, un treball publicat per Bhatia i
col-laboradors 1’any 1993, posa de manifest que 1’analisi mitjancant Western blot (PAb
240 1 PAb 1801) d’algunes linies cel-lulars on s’havien identificat aquestes mutacions
LFS-like no sempre era positiu. Els mateixos autors afirmaven que 1’estabilitzacio de
p53 anava associada a homo- o hemizigosi - és a dir, a la mutaci6 o deleci6 de ’al-lel
concomitant, respectivament- , mentre que 1’heterozigosi - o retenci6 de 1’al-lel normal-
portava a I’abséncia d’expressio de la proteina. Creiem que, en conjunt, aquestes dades
constituirien una explicacio raonable i1 suficient per a justificar el fenotip negatiu de la
nostra mutacié 273, maxim quan els resultats de la deteccié de LOH en aquest cas foren

negatius, suggerint la retencié de 1’al-lel concomitant.

La nova conjuntura ens porta, doncs, a replantejar-nos part dels resultats obtinguts de la
nostra série, ja que dels 18 tumors amb mutacié en els codons 273 i1 248, unicament el
cas discutit préviament tingué fenotip negatiu. Ara b¢, nosaltres ens centrarem de forma
estricta en els 6 tumors que presentaren la mutacid suposadament responsable del
fenotip negatiu - la 273 (Arg>His)-, i ens limitarem a dir que, en les nostres mans, la
resta dels tumors LFS-like evidencia 1’estabilitzaci6 de la proteina p53. Afegirem que,
dels 5 tumors que ens ocupen amb fenotip positiu, tres foren hemizigots (doncs
presentaren perdua al-lelica al locus TP53), el que justificaria el resultat obtingut. Per
contra, els dos restants expressaren positivitats del 55 1 95%, que no deixaven cap dubte
sobre I’especificitat de la reaccid. Falta saber si entre les possibles causes de
I’acumulacid no hi hauria la coincidéncia en ambdos al-lels de la mateixa mutaci6 (en

homozigosi), o bé trobariem una segona mutacié de tipus M fora dels exons 4-8.

Amb tot, no sabem fins a quin punt féra més raonable pensar que el nostre assaig in
vitro comportés canvis en l’estructura de la p53 amb mutacions LFS-like, fent-la
assequible a I’anticos PAb1801; essent aixi, el fenotip negatiu s’explicaria per una

perdua puntual d’antigeneicitat del tumor en qiiestio.
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* Grup de fenotip —/genotip —

Correspongueren a aquesta categoria 27 casos, dels quals 14 foren del grup del 0% i 13
de <10%. Quant als primers no hi hagué discrepancia, donat que sabem que la proteina
p53 nadiua no s’acumula. Perd, malgrat haver-los classificats com a negatius, voldriem

discutir la causa de la reactivitat immunohistoquimica del 13 restants.

D’una banda tenim que 1’escassa positivitat (<1% en aquest cas) no €s un fet aillat de la
nostra serie, sind que altres treballs han estat préviament publicats en el mateix sentit.
Aixi, cal recordar el treball que Soong i col-laboradors publicaren 1’any 1996, on ja
s’esmentava el fet que alguns tumors sotmesos a técniques de recuperacié antigenica
- com ¢és el nostre cas-, presentaven immunoreactivitat en algunes cél-lules esparses, de
manera ocasional (<5%). El mateix fenomen aparegué descrit en un altre treball (Cripps
et al, 1994), en el qual Unicament s’associa aquest tipus positivitat a tumors sense
mutacions. | encara, més recentment - concretament a I’any 2000-, un treball publicat
per Kaserer 1 col-laboradors esmentava el fet que la immunoreactivitat en ce¢l-lules
esparces era significativament major en tumors colorectals que no presentaven

mutacions de 7P53 vs. aquells que si en tenien (Kaserer et al, 2000).

En la nostra série, dels 18 tumors que resultaren genotipicament negatius malgrat tenir
fenotip diferent de 0%, n’hi hagué 13 (72%) amb immunoreactivitat esparsa (<10%).
Sorprenentment, la gran majoria dels tumors de genotip + (51/53) expressaren p53 en
més del 10% de les cél-lules, representant els 2 casos amb positivitat <10% el 4% dels
tumors mutants. Malgrat aquesta troballa no té valor en termes de significacio
estadistica - conseqiiéncia de les reduides dimensions de la mostra-, les dades
obtingudes suggereixen que la distribucid de la positivitat esparsa en els tumors
colorectals no es fruit de I’atzar. I aixod, unit al fet que cap de les dues mutacions
identificades en els tumors amb expressié <10% podia ser responsable de 1’acumulacio
de p53 -per tractar-se d’una mutacid sense sentit, I'una, 1 d’'una 273 Arg>His en
heterozigosi, ’altre-, ens obliga a postular una hipotesi alternativa. Creiem que la
probabilitat de trobar-nos davant d’un problema d’escassa representacio de la poblacio
cel-lular mutant és francament reduida, a la vista dels resultats obtinguts per

I’anteriorment esmentat grup de Kaserer: en el seu treball aquests autors fan I’estudi
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mutacional especific de cél-lules esparses obtingudes amb un microdissector laser, no

detectant cap mutaci6 en els exons del 4-9.

Hores d’ara, creiem que el més probable és que ens trobem davant d’un fenomen
d’acumulaci6 de la proteina p53 nadiua estabilitzada per altres mecanismes, com ja han
suggerit altres autors (Cripps et al, 1994). En I’esmentat suposit, doncs, podem
especular que el comportament d’aquests tumors, en termes de pronostic, hauria de ser

independent de I’acumulacio.

4.2. Valoracio de la IHQ com a metode per a predir I’estat de p53

La detecci6 de proteina p53 mitjancant técniques d’THQ s’ha associat a la preséncia de
mutacions del gen 7P53 en un gran nombre d’estudis clinics. Hem aprés que mentre que
la vida mitja de la proteina nadiua és curta - normalment, menys de 30 min-, la majoria
de mutacions puntuals que comporten la substitucio d’aa (de sentit erroni) condueixen a
I’estabilitaci6 del producte alterat i a la prolongaci6 de la seva vida mitjana. I és
precisament aquesta acumulacié la que permet la immunolocalitzaci®é microanatomica
en seccions de teixit tumoral (vegeu I’Apartat 3.5.1 del Capitol I). Ara bé, malgrat
I’acceptacid general que aquesta aproximacidé suposa un reflex de I’existéncia de
mutacions subjacents (Iggo ef al, 1990; Rodrigues et a/, 1990; Cuningham et al, 1992),
la manca d’immunoreactivitat nuclear per a la p53 no exclou 1’abséncia de mutacions al
seu gen. De fet, sabem que les mutacions sense sentit i les que alteren la pauta de lectura
son responsables que alguns tumors produeixin transcrits inestables o proteines
andmales que no s’acumulen, essent en conseqiiencia aquests fenotipicament negatius.
S’estima que la contribucié d’aquestes mutacions al total de les que afecten la p53 és

aproximadament del 20% (Cripps ef al, 1994; Jego et al, 1993).

D’altra banda, ja hem esmentat que no hi ha actualment cap métode de deteccid de
mutacions de p53 que sigui considerat I’estandard d’or. En el seu defecte, nosaltres hem
pres la PCR-SSCP/seqiienciacié com a referéncia, doncs alguns autors el consideren el
millor dels meétodes per a identificar mutacions de p53 (Cordon-Cardo et al, 1994).

Acceptat aixo, discutirem si la IHQ és capag de substituir o no el metode de referéncia.
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4.2.1. Analisi ROC i regressio logistica

La corba ROC, emprada per a determinar si la IHQ podia considerar-se una técnica
adient per a predir I’estat mutacional de 7P53 en tumors colorectals, permeté establir el
llindar de sensibilitat de la técnica en qualsevol punt entre el 2 i el 15% de positivitat.
Dels resultats obtinguts en aplicar la regressid logistica deduirem, pero, que és millor
prendre el 15% que el 10% escollit per nosaltres arbitrariament (vegeu I’Apartat 2.2.2
d’aquest mateix capitol), doncs amb el primer s’assoleix un equilibri més raonable dels

dos tipus d’error.

La regressid permeté també concloure que el model proporciona un ajust significatiu,
amb una variabilitat explicada del 29,7% quan 1’especificitat i la sensibilitat son del

84% 1 del 75%, respectivament.

4.2.2. Discordances fenotip/genotip: implicacid pronostica

La conclusi6 a la que hom arriba després d’efectuada 1’analisi estadistica, confirma allo
que ja intuiem a primer cop d’ull: aixd ¢és, que la IHQ no és un metode Optim per a
determinar 1’estat de la proteina p53. I creiem poder afirmar-ho en el sentit que
I’especificitat 1 la sensibilitat estimades respecte la PCR-SSCP/seqiienciacio estan, en el
millor dels casos, lluny del que es considera clinicament acceptable (95%). Es més, tot
sembla indicar, que I’acumulacié no és ni tant sols una variable predictiva de mutacio
que conserva la pauta de lectura, doncs presenta una taxa d’error que pot arribar a ser

fins i tot del 21,9% (vegeu I’4partat 3.2 del Capitol IV).

Ara bé, per més que considerem la PCR-SSCP/seqiienciacidé com a metode de
referéncia, 1 després de revisar un per un els resultats dels casos de la nostra serie,
creiem que fora injust atribuir totes les discordances entre fenotip i genotip al fracas de
la IHQ. D’una banda, som els primers d’admetre el qualificatiu de “falsos negatius de la
IHQ” que s’atribueix als tumors del grup de fenotip - /genotip 1, doncs la preséncia de
mutacio en aquests casos ¢€s indiscutible. Com també ho és que atribuir bon pronostic a
un tumor pel fet de ser fenotipicament negatiu és un greu error - més, si cap, del que

pensavem a priori- , doncs cal recordar que 17 dels 44 casos (39%) resultaren mutants.

Discussié — 135



Tanmateix, en cap cas no podem acceptar la consideracid que, de “falsos positius de la
[HQ”, es fa dels tumors del grup de fenotip 1/genotip -, ans al contrari, els considerem
“falsos negatius del SSCP” (representen un 5% del total de la serie). Creiem que la
immunoreactivitat d’aquests casos és especifica i respon a 1’existéncia de mutacions
fora dels exons 4-8, a mutacions no detectables per SSCP per raons metodologiques
(vegeu I’Apartat 4.1 d’aquest mateix capitol), o bé a I’estabilitzacié de la proteina per
motius al-liens a la mutacio. I és en aquest sentit que volem donar a la IHQ dels tumors
fenotipicament positius - grup que representa el 56% dels casos de la nostra serie- la
importancia que mereix. El pronostic d’aquests casos hauria de ser independent del fet

que s’identifiquessin o no mutacions en el tumor.

5. ESTUDI DE L’ESTAT DEL GEN TP53: ANALISI DE LA PERDUA AL-LELICA
5.1. Particularitats de la deteccié de LOH al locus TP53

Tal i com hem explicat en detall en I’Apartat 2.3 del Capitol I11, 1a técnica utilitzada per
a la deteccio de perdues al-leliques al locus TP53 es basa en I’analisi d’una seqiiéncia
microsatel-lit - concretament, la pS3CA-, la perdua de LOH de la qual es detecta com
un canvi relatiu en la intensitat dels al-lels del tumor respecte al seu control normal.
Tanmateix hem comentat que, inherent a la técnica, els patrons electroforétics propis
dels tumors inestables impediren la valoracié de perdues a I’esmentat locus en

determinats tumors.

Dins de la nostra série, la preseéncia d’inestabilitat es posa de manifest en 8 tumors (8%),
la qual cosa restringi la valoracié de pérdues al-leliques a 92 dels 100 tumors analitzats.
Pero, més enlla de la limitaci6 metodologica que suposa la preséncia del fenotip
inestable en certs tumors, hi hagué d’altres raons que portaren a excloure’ls del nostre
estudi de LOH; la preseéncia d’inestabilitat genomica generalitzada en el cancer
colorectal caracteritza un grup de tumors amb un fenotip mutador (Thibodeau et al,
1993; Aaltonen et al, 1993). Els tumors que posseeixen 1’esmentat fenotip solen tenir

una incidéncia de mutacions a 7P53 1 a c-K-RAS significativament menor, es localitzen

Discussié — 136



a colon proximal, son freqiientment de tipus mucinds o poc diferenciat, tenen un
contingut de DNA normal (diploide), es presenten com a tumors localitzats sense
metastasis 1 els pacients tenen una supervivencia major que els afectats de carcinomes
classics (Ionov et al, 1993; Kim et al, 1994; Kahlenberg et al, 1996; Konishi et al,
1996; Losi et al, 1997; Edmonston et al/, 2000; Watanabe et al, 2001).

Totes aquestes caracteristiques clinicopatologiques coincideixen amb les observades en
els carcinomes sorgits en el context de la sindrome de Lynch (HNPCC), també de
fenotip mutador (Aaltonen et al, 1994). 1, de fet, en tots ells hi ha descrita la preséncia
de mutacions puntuals als gens de reparaci6 d’errors (vegeu I’Apartat 2.2 del Capitol I),
que situen aquests tipus de tumors colorectals en una via alternativa de progressio
tumoral. Essent com ¢€s doncs, poc rellevant el paper de p53 en els mateixos, tampoc no

hi ha arguments per a recolzar el paper pronostic de les perdues al-1eliques al seu locus.

5.2. Resultats de I’analisi de la pérdua al-lélica al locus TP53

5.2.1. Grau d’informativitat

Un factor tingut en compte alhora d’escollir la metodologia per a valorar les pérdues
al-leliques al locus TP53, fou el grau d’informativitat: 1’heterozigositat que els autors
referien per a 1’aproximacid escollida en aquest cas era molt alta (78%, 7/9 casos)
respecte, p.e. exemple, el 41,5% (56/135 casos) que s’obtenia en aplicar una estrategia
similar que utilitzava la PCR-SSCP per a analitzar un polimorfisme a I’intr6 2 de 7P53

(Oliva et al, 1995).

Com ja hem esmentat a I’Apartat 2.4 del Capitol IV, en el nostre estudi dels 92 casos
que no presentaren inestabilitat al locus TP53, n’hi hagué 82 on s’evidencia llur
condicié d’heterozigots pel polimorfisme p53CA; en aquests, cadascun dels al-lels de la
mostra no tumoral migra a una posicio diferent en el gel. Donat que solament dins del
grup d’heterozigots poden posar-se de manifest canvis relatius d’intensitat dels dos
al-lels - tumor vs. normal-, aquests casos es consideraren informatius. Aixi, equiparant

I’heterozigositat constitutiva a la informativitat (Kern et a/, 1989), podem dir que de la
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nostra serie de 100 tumors el 82% foren informatius, un percentatge molt similar al

descrit en la cita original (78%) del métode emprat (Jones i Nakamura, 1992).

5.2.2. Pérdua d’heterozigositat

Dels resultats obtinguts en analitzar la pérdua al-l¢lica al locus TP53 dels nostres casos
se’n despren que el 63% manifesta perdua d’heterozigositat. Aquest percentatge no esta
lluny del 70-80% descrit en altres treballs publicats préviament, com hem esmentat a la
Introduccio (Fearon et al, 1987; Vogelstein et al, 1988). Cal fer notar, també, que la
presencia de LOH en la nostra serie afecta principalment els tumors que tenien
mutacions al mateix locus de I’al-lel concomitant (85%). Aquesta troballa recolza la
hipotesi segons la qual, si bé una primera mutacié de 7P53 - principalment, de tipus
puntual- contribueix directament a la progressid tumoral, la perdua subsegiient de
1’al-lel concomitant proporciona un avantatge addicional que afavoreix la selecci6 de la
poblacio cel-lular en qiiestio (Oren, 1992). Aix0 succeeix a expenses de ’efecte
dominant negatiu que la proteina p53 mutada exerceix sobre la nadiua (vegeu I’Apartat
3.4.1 del Capitol 1): la darrera, tot i trobar-se representada en menor proporcid entre els
heterozigots, conserva una resta d’activitat antiproliferativa endogena, que no cedeix
fins a la inactivacio total de I'al-lel que la codifica. Per tant, una manera de garantir

aquesta inactivacio és, sens dubte, la deleci6 del locus intacte.

5.3. Estadi tumoral i afectacio ganglionar vs. pérdua al-lélica al locus TP53

Atesos els valors de significacié obtinguts de 1’analisi estadistica, podem afirmar que hi
hagué una relacié de dependéncia significativa entre la preséncia de pérdua al-l¢lica al
locus TP53 1 les variables estadi tumoral i afectacié ganglionar. De fet, la troballa no
hauria de sorprendre’ns, ans al contrari, dona sentit a la hipotesi de les dues mutacions
(Knudson, 1985) en el context de la p53. Si abans demostravem que, entre els tumors
amb mutacions al gen 7P53, hi hagué una clara tendéncia a perdre 1’al-lel concomitant
- malgrat 1’efecte negatiu dominant-, la informacié addicional de la que ara disposem
ens permet especular la finalitat d’aquest fenomen. La independéncia que la pérdua de
17p resulta tenir de la infiltraci6 tumoral en la nostra serie, situa aquest marcador lluny

de I’orbita dels determinants de I’agressivitat tumoral. Amb més motiu, doncs, que les
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perdues depenguessin de [’estadi 1 de I’afectacido ganglionar -essent el primer
conseqiiencia de la segona- suggereix que, molt probablement, la pérdua al-l¢lica és un

dels mecanismes d’adquisici6 del potencial metastatic en els tumors colorectals.

6. ESTAT MUTACIONAL DEL GEN TP53 V'S. PERDUA AL-LELICA AL SEU LOCUS
6.1. Comparacio dels resultats del SSCP/sequenciacié amb els de LOH

L’analisi comparativa dels resultats d’ambdues técniques solament va poder incloure els
82 casos amb heterozigositat constitutiva, és a dir, informatius per al locus TP53. La

seglient taula resumeix la relacié entre genotip i LOH de tots els casos (Taula 19):

Taula 19. Grups resultants de la relacié genotip/LOH de TP53

genotip
negatiu  positiu
negatiu 14 16 30
LOH
positiu 8 44 52
22 60 82

* Grup de genotip 1/ LOH 1

Pertanyen al mateix 44 casos amb mutacié al gen 7P53 1 perdua al-l¢lica concomitant.
Segons el nostre estudi, sembla que el 54% dels tumors colorectals gaudiren d’un
important avantatge selectiu de creixement gracies a una manca absoluta d’activitat

antiproliferativa endogena de p53 nadiua.

* Grup de genotip 1/ LOH -

Dins de la nostra serie de tumors, foren 16 els mutants del gen 7P53 que retingueren

I’al-lel concomitant (27%). Tretze d’aquests cursaren amb alteracions de tipus M 6 D,
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mentre que els 3 restants presentaren mutacions de tipus N. Val a dir, pero, que 2 dels
casos corresponents al primer grup resultaren ésser doblement mutats, acompanyant-se
I’alteracio M d’un altra de tipus F 6 N. La naturalesa de les darreres dona peu a pensar
que, dificilment, les dues mutacions succeien dins del mateix al-lel, doncs aquesta
situacid no reporta cap avantatge proliferatiu als tumors que les presenten; tanmateix,
lamentablement, no hi ha forma de saber si les mutacions es produiren cadascuna en un
al'lel o bé pertanyien a clons tumorals diferents. Amb tot, el baix percentatge
d’immunopositivitat obtingut en ambdos casos (del 20 i el 25%, respectivament) ens

decantaria en favor de la segona opcid.

El grup de genotip 1/ LOH -, constitueix I’exemple classic dels tumors en els quals la
p53 esta sotmesa a I’efecte negatiu dominant de la proteina mutada. Es logic doncs,
pensar, que aquests tumors posseeixen ja d’entrada un avantatge de creixement respecte
els no mutats, amb independéncia de quin sigui I’estat de I’al-lel concomitant. Ara bé,
nosaltres tenim dubtes que els tumors que presenten mutacions sense sentit en un al-lel,
conservant I’altre intacte, puguin gaudir del mateix avantatge selectiu, doncs en aquests
casos no hauria de produir-se I’efecte negatiu dominant; tal cosa solament pot succeir si
la proteina mutada conserva integre el domini d’oligomeritzacié (Shaulian et al/, 1992;
Wang et al, 1994). 1, és obvi que les proteines aberrants o truncades abans de 1’esmentat
domini, de cap manera no poden conservar-lo. En aquests casos, la mutacio - per ella
mateixa- no hauria de ser suggestiva de I’estat funcional de la proteina, ja que

dependria de 1’estat al-I¢lic del tumor.

* Grup de genotip -/ LOH 1

Solament 8 dels 22 tumors sense evidéncia de mutacié a 7P53 pertanyen al present
grup. Aquesta fraccio, corresponent al 10% dels tumors de la nostra série, constitueix un
fenomen poc habitual, ja que la pérdua cromosomica sol ser una alteraci6 relativament
tardana 1 posterior a la inactivacié per mutacid puntual de 1’al-lel concomitant (Howe 1

Guillem, 1997).

Hi hauria més d’una hipotesi per a poder explicar aquest fet: 1) que a 17p s’hi trobés

algun altre gen supressor, tal i com han suggerit alguns autors que treballen en cancer de
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mama (Coles et al, 1990) o de fetge (Fugimori ef al, 1991); 2) que la reduccié al 50%
de I’expressio del gen TP53 conferis la cel-lula un avantatge selectiu de creixement, tal i
com ha estat préviament descrit en hepatocarcimes (Oda et al, 1992); i 3) la possibilitat
que aquests tumors presentessin mutacions a 7P53 fora de la regio rastrejada mitjangant
el SSCP (exons 4-8). Aquesta darrera hipotesi no pot €sser descartada malgrat el fenotip
de 7 dels 8 casos fora negatiu, doncs fora de la regid dels exons 5-8 hi ha un predomini

de mutacions que no conserven la pauta de lectura (Harris, 1996).

* Grup de genotip -/ LOH -

Els 14 tumors que integren aquest grup (17%) vindrien a representar la fraccié de la
nostra s¢rie lliure d’alteracions de la p53. A la practica, un dels 14 casos cursa amb
fenotip positiu, la qual cosa suggeri la presencia d’una mutaci6 de tipus M o D fora dels

exons estudiats (4-9).

6.2. Valoracio de la conveniéncia de coneixer I’estat al-lelic de TP53

Com hem vist a I’Apartat 2.1.2 del Capitol I, 1a pérdua al-l¢lica de la regié 17p13 és una
de les alteracions genétiques més freqiients en el carcinoma de colon i recte, i sol
acompanyar-se de mutacions puntuals a 1’al-lel no delecionat (Baker et al/, 1989).
Tanmateix, sabem que aquest mecanisme obeeix la teoria classica de les dues mutacions
formulada per Knudson, base de la inactivacid dels gens supressors tumorals. Per aixo,
tractant-se mutacio 1 perdua de fenomens diferents, de cap manera no podem plantejar-
nos la LOH com a estratégia indirecta alternativa a 1’estudi d’alteracions de p53, capag

de suplir les aproximacions a la proteina (IHQ) i al gen (PCR-SSCP/seqiienciacio).

Ara bé, tot 1 entenent que la informacié obtinguda mitjangant la deteccido de LOH no és
redundant ans al contrari, complementaria a la de la resta de técniques, cal determinar si
aquesta representa un valor afegit al pronostic del nostres tumors. Som conscients que,
per manca de dades relatives al seguiment dels pacients, no podem afirmar
categoricament res. I, malgrat tot, els resultats demostrant la tendéncia dels mutants a

perdre 1’al-lel concomitant juntament amb el fet que la pérdua de 17p s’associa a tumors
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amb afectacio ganglionar i pitjor estadi, suggereixen que aquest factor és un important

determinant de la capacitat metastatica dels tumors colorectals.

Aquesta especulacid es recolza en les dades d’altres treballs préviament publicats que,
com nosaltres, demostren que la pérdua al-I¢lica de 17p en cancer colorectal esta lligada
a ’estadi tumoral (Kern et al, 1989; Laurent-Puig et al, 1992). Adhuc hi ha indicis que
aquest marcador és un factor de pronostic - amb independeéncia de I’estadi- superior a

les mutacions de 7P53 (Hamelin et al, 1994).

7. PROPOSTA D’APROXIMACIO METODOLOGICA A L’ESTAT DE P53

Després d’analitzades totes 1 cadascuna de les dades obtingudes mitjancant les tres
técniques, tornem altre cop a I’origen de la qliestid, que és la necessitat de protocolitzar
I’estudi d’un marcador pronostic del carcinoma colorectal, com la p53. I possiblement,
alldo que més cridi ’atencid a primera vista sigui 1’escassa coincidéncia dels resultats
obtinguts reflex, al nostre entendre, de la manca d’uniformitat dels parametres a
mesurar. En aquest sentit, per tant, caldria diferenciar entre les técniques dissenyades
per a con¢ixer cadascun dels esdeveniments necessaris per a la total inactivaci6 de la
proteina p53, aixo ¢€s: 1) les mutacions puntuals o micromutacions - insercions o
delecions- que afecten un dels al-lels en primera instancia, i es posen de manifest per
técniques d’THQ 1/o PCR-SSCP/seqiienciacid; 1 2) les perdues al-leliques, normalment
sobrevingudes al primer succés, i que es detecten mitjangant la determinacié de LOH al
locus corresponent. Creiem que, en definitiva, la consecucidé de 1’objectiu passa per
establir quin és 1’abordatge correcte del primer esdeveniment, i per determinar si

I’estudi del segon pot aportar informaci6 pronostica als tumors colorectals.

7.1. Abordatge de la primera alteracio per a la inactivacio del gen supressor TP53

La nostra reflexio parteix de la base que la PCR-SSCP/seqiienciaci6 és la técnica de

referéncia per a ’abordatge de p53 (vegeu I’Apartat 4.2 d’aquest mateix capitol). I, de
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fet, els resultats del nostre estudi la confirmen com a la millor de les técniques per a
detectar mutacions, doncs el 68% dels casos de la série foren positius segons la mateixa
vs. el 56% dels detectats mitjancant la IHQ. Amb tot, les nostres reticéncies vers la
utilitzacio de la SSCP ja han quedat paleses a I’ Apartat 4.2.2 d’aquest mateix capitol, en
haver analitzat les discordances fenotip/genotip. Sabem que una técnica de referéncia
és, per definicid, la més sensible i especifica de les possibles; pero alhora creiem que si
aquesta ha de ser aplicada de forma rutinaria ha de ser - a banda d’assequible, parlant en
termes economics- reproduible, i ha de permetre la interpretacié de resultats amb certa
facilitat. En el cas de la PCR-SSCP/seqilienciacid, aix0 solament és possible en

laboratoris molt especialitzats, amb personal altament qualificat i entrenat a proposit.

La nostra conclusi6 és que, donat que la PCR-SSCP/ no és capag de detectar totes les
alteracions de p53 (especialment, quan s’estudien unicament els exons de 5-8), cal
servir-se d’altres técniques per a complementar les mancances de la de referéncia. En
aquest sentit pensem que la IHQ pot resultar util per al cribratge, malgrat no ésser
aparentment una variable capag de predir totes les mutacions que conserven la pauta de
lectura - és a dir, les M i D- de la nostra classificacid. Apuntem, doncs, que una bona
estratégia consistiria en cribrar tots els casos mitjancant IHQ per a detectar acumulacio:
arribats aquest punt, els casos fenotipicament positius no requeririen cap altre estudi
addicional, doncs el coneixement del tipus de mutacié no s’ha demostrat, per ara, lligat
a una significacié pronostica diferent. Els casos negatius, en canvi, haurien d’abordar-se
mitjangant la PCR-SSCP/seqiienciacio, que permetria destriar els casos no mutants dels
que presentessin alteracions amb afectacid de la pauta de lectura (per a nosaltres, les

mutacions de tipus N, F 6 S) .

7.2. Abordatge de la segona alteracié per a la inactivacié del gen supressor TP53

Hem aprés que la mutacid i la perdua de TP53, tot 1 estar relacionades, son fenomens
que pertanyen a coordenades d’espai i temps diferents dins del procés evolutiu del
cancer colorectal. El primer d’ells afecta - resultat de la combinaci6 de les técniques
d’IHQ 1 PCR-SSCP/seqiienciaci6 aplicades a la nostra serie -, més del 70% dels casos
estudiats. I ho fa amb independéncia del grau histologic, del nivell d’infiltracié i1 de

I’estadi tumoral, la qual cosa demostra la importancia que la p53 té en el procés de la
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genesi d’aquesta neoplasia. El segon fenomen, per contra, si es troba lligat a I’estadi
tumoral, molt probablement com a conseqiiencia de la dependéncia de I’afectacid
ganglionar. Aquesta troballa, unida a les d’altres autors que es pronuncien en el mateix
sentit, suggereix que les perdues de 17p son un factor clau per a ’adquisicio del
potencial metastatitzant en la neoplasia colorectal (Kern et a/, 1989; Laurent-Puig et al,

1992).

Nosaltres creiem que tot el que s’ha exposat fins ara porta, necessariament, a plantejar-
se la LOH no com a estratégia indirecta alternativa a I’estudi d’alteracions de la p53,
sind com a técnica complementaria. I pensant que voler saber quin és 1’estat al-lelic de
TP53 té sentit en termes de pronostic, no podem deixar d’incorporar la detecciéo de LOH

al locus TP53 com a part del nostre protocol d’aproximacio a I’estat de p53.
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V1. CONCLUSIONS



Assolits els objectius especifics, les conclusions derivades del present treball son les

seguents:

» La PCR-SSCP/seqiienciaci6 és el metode més sensible dels emprats per a I’estudi
d’alteracions del gen 7P53, permetent la deteccid d’un nombre major de mutacions
que el metode alternatiu (la IHQ). Aquesta propietat, unida a la seva total
especificitat, ratifica aquesta técnica com a meétode de referéncia en la neoplasia
colorectal. Malgrat tot, les dificultats que comporta 1’aplicacié6 de la PCR-
SSCP/seqiienciaci6 a finalitats assistencials fan recomanable la utilitzacié

d’estrategies alternatives.

» La IHQ no pot considerar-se una estratégia alternativa al métode de referéncia per a
detectar alteracions del gen 7P53 en la neoplasia colorectal. Els resultats obtinguts
aixi ho demostren, doncs la sensibilitat i I’especificitat del metode, en el millor dels
casos, ¢s del 75% 1 el 84% respectivament, lluny del que es considera clinicament
acceptable (95%). Aix0 es tradueix, a la practica, que la IHQ és responsable d’un
17% de falsos negatius, percentatge que significa que el 39% dels tumors colorectals

fenotipicament negatius és susceptible de ser mal classificat de no mutant.

+ La IHQ ¢s, en canvi, un métode extremadament util per al cribratge d’alteracions al
gen TP53, malgrat I’acumulacié no hagi demostrat ésser una variable predictiva de
les mutacions que conserven la pauta de lectura, en la neoplasia colorectal. En aquest
sentit, ’ampliacid de ’estudi mutacional mitjancant 1’aplicacio de técniques de PCR-
SSCP/seqiienciacid als tumors de fenotip positiu no aportaria informacié addicional

amb significacid pronostica.

 Com a conseqiiencia d’aplicar la regressio logistica als resultats obtinguts per a
determinar si la IHQ proporcionava un model que s’ajustés al metode de referéncia
- representat per la PCR-SSCP/seqlienciacio-, en resulta que el llindar de sensibilitat
més adient per als estudis d’acumulacio és el 15% de nuclis immunoreactius, doncs
permet d’assolir 1’equilibri més raonable entre els dos tipus d’error (fals positiu i fals

negatiu).
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La deteccio de LOH al locus TP53 ha de plantejar-se, necessariament, com una
técnica complementaria en 1’abordatge de I’estat de la p53, perd mai com a estratégia
indirecta per a detectar les alteracions del seu gen. Malgrat haguem demostrat que hi
ha una tendéncia dels tumors colorectals amb mutacions al gen 7P53 a perdre I’al-lel
concomitant (p = 0,004, prova exacta de Fisher), no s’ha d’oblidar que un 20% dels
casos estudiats presentd mutacions en abséncia de perdua al-l¢lica, mentre que un

altre 10% presenta peérdua en absencia de mutacio.

La relacio de dependencia demostrada entre la pérdua al-lelica de TP53 1 I’estadi
tumoral, probablement conseqiiencia d’una dependéncia paral-lela de 1’afectacio
ganglionar, suggereix que la primera és un fenomen clau per a ’adquisici6 de
potencial metastatitzant en els tumors colorectals. Donada la implicacié pronostica
que comporta aquesta afirmacio, creiem que el protocol d’aproximacio a I’estat de la

p53 ha d’incloure la deteccié de LOH al locus TP53.
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VIiIl. ADDENDA



Placids 1 clars son aquests dies
d’una tardor fecunda, amb tants projectes
com fulles perden els pollancs de coure
de vora el riu.

S’encalma el temps, s’encalmen
els sentits 1 la veu; pero son clares
les deus dels sentiments sota les dunes

dels somnis i dels anys.

Aviat sera hivern 1 encendrem foc;
s’escurcaran encara més els dies

1 en pur silenci esperarem aquells

que han de venir de lluny per escalfar-nos

les mans i el cor amb les seves paraules.

En ells 1 amb ells la vida continua.

Miquel Marti i Pol de Primer llibre de Bloomsbury.

A en Manel Guix.



