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Introduccidon

1. INTRODUCCION
1. Inestabilidad genémica:

La combinacién de los datos epidemioldgicos y de biologia molecular han demostrado
que pueden requerirse multiples cambios genéticos en tumorogénesis. Ademas
consecuencia de estos cambios se podrian acumular més alteraciones genéticas afectan
tanto a nivel cromosdémico como gendémico (nucleétidos), que conseguirian acelerar el
proceso tumoral. Por este motivo, el mantenimiento de la estabilidad gendémica tiene
una vital importancia para la supervivencia celular que depende de una correcta
regulacion de los sistemas de respuesta celular al dafio gendmico y de la integridad de
los sistemas de reparacion del mismo. Varios sindromes conocidos estan caracterizados
por alteraciones genomicas, lo que permite utilizar estos sindromes para definir el efecto
producido en la respuesta al dafio del DNA y anomalias en la reparacion del DNA o
cromosomas en c¢lulas tumorales.

En células tumorales existen dos tipos de inestabilidad generadas a partir de vias
diferentes: la inestabilidad a nivel cromosémico (translocaciones, deleciones,
duplicaciones, aneuploidias o inversiones) y la inestabilidad en DNA (mutaciones
puntuales, o deleciones/ inserciones de secuencias microsatélite).

Esta forma de inestabilidad (translocacion) podria generarse mediante el mismo
mecanismo que causa la aneuploidia, por lo menos en algunos cénceres, pero su funcién
en la tumorogénesis todavia no esta clara (Lengauer et al., 1997). La mayoria de
canceres colorrectales demuestran una inestabilidad microsatélite (MSI) o una
inestabilidad cromosomica (CIN) lo que sugiere que la inestabilidad gendmica tiene un

papel importante en el desarrollo del cancer colorrectal.
1.1. Inestabilidad cromosémica (CIN, Chromosomal Instability).
La inestabilidad cromosémica (CIN) es el tipo mds comun de inestabilidad gendémica

observada en cancer de gastrointestinal y ocurre en casi el 85% de estos tumores. Pero a

pesar de la alta frecuencia de CIN en cancer y la implicacion de la aneuploidia en el
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proceso tumoral, los conocimientos de este fendémeno todavia no estdn claramente
definidos.
Las alteraciones cromosdmicas se pueden clasificar en dos tipos:
Alteraciones numéricas: que incluyen la ganancia o pérdida de cromosomas enteros
(aneuploidia) o de set completos de cromosomas (poliploidia).
Alteraciones estructurales: incluyen amplificaciones, deleciones, inversiones y

translocaciones cromosomicas.

Se han encontrado multiples evidencias que demuestran que los genomas de las células
tumorales son mas susceptibles a alteraciones cromosdmicas como roturas, intercambio
de cromatidas hermanas, y cambios en la ploidia que los genomas de células normales,
lo que sugiere que estas alteraciones pueden ser las responsables del desarrollo de los

tumores (Nowell et al., 1986).

En la mayoria de tumores solidos, existen multiples alteraciones cromosémicas que no
son especificas de la enfermedad, lo que dificulta el descubrimiento de aquellas que son
importantes (Johansson et al., 1996). Sin embargo, estudios citogenéticos en tumores
gastrointestinales han demostrado que existen algunas alteraciones que son recurrentes
como las reorganizaciones del cromosoma 17, que conducen a la pérdida de su brazo
corto, y las pérdidas del cromosoma 18 en tumores colorrectales (Muleris et al., 1990), y
en tumores gastricos (Uchino S et al.,1992) Aparte de algunas otras alteraciones
recurrentes menos frecuentes, existen una gran variabilidad en cuanto a las alteraciones
cromosOmicas que presenten los tumores y se pueden encontrar tanto monosomias,
trisomias y poliploidias como deleciones, duplicaciones y otros tipos de alteraciones

estructurales.

Lengauer y colaboradores han demostrado que la aneuploidia se debe al aumento
anormal de la inestabilidad cromosdmica que persiste durante el proceso tumoral
(Lengauer et al., 1997). Para demostrarlo emplearon la técnica de hibridizacion in situ
con fluorescencia (FISH) en lineas celulares de cancer colorrectal utilizando un panel de

sondas centroméricas, lo cual reveld un aumento de 10-100 veces en las pérdidas o
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ganancias de cromosomas en lineas celulares aneuploides comparado con lineas
celulares diploides. Mediante las técnicas de fusion celular y la transferencia
cromosOmica, Lengauer concluyé que el estado de aneuploidia no causa la CIN, y
sugirid que el origen de la CIN son las mutaciones que permiten la ganancia de
funciones. Al principio se pensd que las mutaciones en TP53 estaban relacionadas con
la inestabilidad gendmica pero estudios de Eshleman y Lengauer han demostrado que
no existe una correlacion entre mutaciones en TP53 y el fenotipo de CIN (Eshleman et
al., 1988; Lengauer et al., 1997).

Las causas de inestabilidad cromosomica podrian estar relacionadas con la presencia
conjunta de dafio en el DNA (errores de replicacion, fallos en mitosis, carcindogenos,
etc.) y alteraciones en los puntos de control del ciclo celular (checkpoints), que aseguran
el orden de los procesos dentro del ciclo e integran la reparacion del DNA con la
progresion de las diferentes etapas (Hartwell & Kastan, 1994). Los checkpoint se
componen de complejas vias de transduccion de senales, de manera que mutaciones en
cualquiera de sus componentes pueden conducir, en presencia de alguna alteracion
como dafio en el DNA, a una progresion aberrante del ciclo y, consecuentemente, a
inestabilidad genémica (Funk, 1999). Existen como minimo tres chekpoints que
detectan errores y paran el ciclo: los checkpoints de dano gendomico en las transiciones

G1-S y G2-M y el checkpoint de mitosis (Kaufmann, 1995).

El checkpoint de mitosis asegura que las cromatidas no se separen hasta que todos los
cromosomas estén alineados adecuadamente en el huso mitotico, evitando la iniciacidon
de un nuevo ciclo si la mitosis no se ha completado en el ciclo anterior, lo que
conduciria a endorreduplicacion (Hartwell & Kastan, 1994). Muchas proteinas que
regulan este checkpoint han sido investigadas en organismos inferiores tales como la
Drosophila, Saccharomyces cerevisiae, y Xenopus, y estos estudios han demostrado la
implicacion directa de estas proteinas que controlan la separacion de cromatidas
hermanas en la transicion de metafase a anafase. Este mecanismo esta conservado
evolucionamente desde los organismos inferiores hasta animales superiores (AAmon,
1999; Cahill et al., 1998). Mutaciones en genes que participan en este checkpoint

podrian ser los responsables de la inestabilidad cromosomica. Cahill y colaboradores
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han demostrado el papel de los genes de checkpoint de mitosis en la inestabilidad
cromosOmica en cancer humano, ya que encontraron mutaciones en dos genes BUB1 y
BUBRI que participan en el checkpoint mitotico en lineas celulares con cancer de colon
y de estdbmago que presentan CIN (Cabhill et al., 1998; Grabsch H et al., 2003). También
se han identificado mutaciones en otros genes de checkpoint de mitosis: MAD2 y
MADI, en cancer de mama y leucemia respectivamente (Jin et al., 1998). Y se ha
descrito que la pérdida de estos genes produce anomalias en la segregacion
cromosoOmica y predispone a la aparicion de cancer (Michel et al., 2001). Sin embargo,
el papel de los defectos del checkpoint mitotico en el desarrollo de aneuploidia se ha
visto cuestionado por estudios recientes que, al analizar diferentes tumores no
encuentran mutaciones ni en el hBUBI ni en otros genes de este checkpoint. Pero se
debe tener en cuenta que son muchas las proteinas que intervienen en la segregacion
cromosdmica y que la alteracion de cualquiera de ellas podria contribuir a la generacion
de aneuploidia (Loeb & Loeb, 2000).

También se ha sugerido que anomalias en el nimero y la funcién de centrosomas
podrian ser responsables de la aneuploidia (Doxsey, 2001). Los centrosomas juegan un
papel central en la segregacion de cromosomas durante la mitosis. La amplificacion de
centrosomas observados en casos de cancer se piensa que aumenta la frecuencia de
mitosis anormales y la incorrecta segregacion de cromosomas (Pihan et al., 2001; Zhou
et al., 1998a). Estudios en Drosophila y Saccharomyces cerevisiae indican que STK15
tiene un papel en la maduracion de centrosomas y en la segregacion de cromosomas. La
sobreexpresion de este gen puede llevar a anomalias en la mitosis y por lo tanto a CIN
(Doxsey, 1998; Francisco et al., 1994; Glover et al., 1995). Ademas estudios en tumores
de prostata y mama han demostrado una asociacion entre la aneuploidia y anomalias en
numero de centrosomas (Lingle et al., 2002; Pihan et al., 2001), pero se requiere llevar a
cabo mas investigacion en este tema para entender mejor el papel de centrosomas en la

CIN.

Por otro lado, existen como minimo dos checkpoints de dafio gendémico: uno en la
transicion G1-S y otro en la transicion G2-M. El primero evita que la célula replique

DNA dafiado, y el segundo impide la mitosis si los cromosomas no estan intactos.
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Varias evidencias experimentales sugieren que alteraciones en estos checkpoints pueden
conducir a inestabilidad cromosémica y al desarrollo de tumores. Numerosas proteinas
implicadas en el checkpoint del dafio de DNA fueron identificadas en levaduras y
algunas de ellas tienen un papel en cancer humano como las alteraciones encontradas en
los pacientes con ataxia telangiectasia (uno de los sindromes de rotura cromosoémica que
predispone a céancer) que afectan al gen ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), el cual
es necesario para la induccidén Optima de p53 tras la exposicion a radiaciones ionizantes
(Hartwell & Kastan, 1994). Aparte de p5S3 y ATM, hay otros genes implicados en el
checkpoint de dafio gendmico que se han asociado con la tumorogénesis, estos incluyen
ATR (gen relacionado con ATM), BRCA1, BRCA2 y ciclina E (Spruck et al., 1999). La
inestabilidad cromosémica que resulta de errores en este checkpoint se asocia con una
recombinacion mitdtica aumentada y con segregacion cromosomica aberrante. De
manera que esta ultima no sélo se origina, como pudiera parecer, por errores de
checkpoint mitdtico, ya que los cromosomas que contienen DNA dafiado son
susceptibles de alteraciones estructurales debido a las roturas de cadena simple o doble,
pero ademds estos cromosomas pueden segregar inadecuadamente porque las
cromatidas hermanas estén todavia conectadas por DNA o uniones DNA-proteina

(Lengauer et al., 1998).

1.2. Inestabilidad de microsatélites (MSI, Microsatellite Instability).

La inestabilidad de microsatélites estd caracterizada por mutaciones, principalmente
deleciones, en secuencias repetitivas cortas (microsatélites) del genoma. Los
microsatélites son por su propia naturaleza y estructura secuencias inestables, y tienden
a formar bucles que de no ser reparados pueden conllevar a la aparicion de estas
alteraciones (deleciones/inserciones en las mismas). La inestabilidad gendmica es
frecuente, y se ha observado en mas de 80% de los casos de HNPCC y alrededor de 10-
15% en casos de cancer colorrectal esporadico y cancer gastrico (Ionov et al., 1993;
Thibodeau et al., 1998).

La inestabilidad de microsatélites es el resultado de defectos en el sistema de reparacion

de bases desapareadas (“Mismatch repair”’, MMR) que corrige los errores que se
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producen durante la replicacion del DNA, tales como inserciones o deleciones de un
nucledtido o mas, o la substitucion de una base por otra (Jiricny, 1998a; Marra & Schar,
1999). Si estas mutaciones no son detectadas por el sistema de reparacion, se acumulan
en las células hijas durante la mitosis. De manera general, la DNA polimerasa incorpora
nucledtidos no-complementarios en el DNA con una frecuencia de un error por cada
100.000 nucledtidos (Klingler et al., 2002). A esta acumulacion de mutaciones
puntuales cabe anadir las alteraciones que afectan a secuencias repetitivas durante la

replicacion del DNA.

1.2.1- Los genes implicados en el sistema de reparacion y los mecanismos

La preservacion de la integridad gendémica requiere el funcionamiento apropiado de
varios mecanismos tales como la replicacion, la reparacion y el proceso de la
recombinacion. El sistema de reparacion de bases desapareadas (MMR) es uno de los
mecanismos correctores de errores. Estudios anteriores en bacterias y levaduras han
demostrado el funcionamiento de este sistema y de los heteroduplex formados durante
la recombinacion genética. La identificacion de la funcion protectora del sistema MMR
en cancer humano ha ayudado a conocer mejor el mecanismo, y ha llevado al

descubrimiento de nuevas funciones de MMR en células eucariotas.

1.2.1.1- El sistema de reparacion MMR en Escherichia coli

El aislamiento de material genético de E.coli con alta frecuencia de mutaciones
espontaneas, ha permitido la identificacion de 4 genes que juegan un papel central en
MMR: mutS, mutL, mutH, y mutU. La caracterizacion de funciones de los genes mut en
la correccion de errores durante replicacion se ha facilitado mediante la purificacion de
proteinas, y la reconstitucion de reaccion del sistema de reparacion de E.coli in Vitro
(Modrich & Lahue, 1996).

MutS es un ATPasa (Haber & Walker, 1991) que actia como un homodimero que rodea
bases desapareadas o pequefios lazos de inserciones/deleciones que se escapan a la

correccion de la polimerasa durante la replicacion (Modrich & Lahue, 1996). Por su
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parte, MutH es una endonucleasa que introduce una muesca (nick) en la nueva cadena
como secuencias de GATC hemi-metiladas, que permite distinguir entre la cadena
madre y la nueva cadena sintetizada, (Au et al., 1992; Hall & Matson, 1999). MutL
tiene un papel importante en el reconocimiento de MMR. Primero, un homodimero de
MutL. forma un complejo con MutS (Galio et al., 1999; Grilley et al., 1989; Wu &
Marinus, 1999) y esto activa la hidrdlisis de ATP (Allen et al., 1997; Modrich & Lahue,
1996), probablemente como parte de la busqueda de la cadena erronea. Segundo, MutL
estimula la actividad endonucleasa de MutH de manera dependiente de ATP (Au et al.,
1992; Ban & Yang, 1998b; Hall & Matson, 1999). Tercero, MutL requiere a MutU
(Helicasell/UvrD) para llegar al sitio donde MutH ha introducido la muesca (nick) (Dao
& Modrich, 1998; Yamaguchi et al., 1998), facilitando el desenrollamiento del DNA y
el traslado subsecuente de exonucledtidos a la nueva cadena.

Previamente, la actividad bioquimica de MutL no estaba muy clara pero estudios
recientes sugieren que la union y la hidrélisis de ATP con MutL son cruciales para
MMR. El dominio N-terminal de MutL es simular a los dominios de unién a ATP y de
hidrélisis de algunas proteinas tales como Hsp90, GyrB, entre otras (Ban et al., 1999;
Ban & Yang, 1998a), demostrando que son dominios conservados. De hecho, estudios
bioquimicos han demostrado que el MutL tendria también una actividad ATPasa,
aunque baja (Ban et al., 1999; Ban & Yang, 1998a). Ademas mutaciones en sitios
necesarios para la union y la hidrolisis de ATP (Ban et al., 1999) inactivan el MMR in
Vivo (Aronshtam & Marinus, 1996).

Estudios detallados indican que la uniéon de ATP induce cambios conformacionales en
MutL y estos cambios facilitarian las interacciones con otras proteinas involucradas en
MMR, tales como MutS, probablemente coordinando el proceso de MMR (Ban et al.,
1999).

1.2.1.2- El sistema de reparacion MMR en Eucariotas:

Las proteinas implicadas en el proceso de MMR estan muy conservadas

evolutivamente, lo que pone de manifiesto la importancia de este tipo de reparacion para
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mantener la integridad del genoma en todos los organismos, desde bacterias a eucariotas
superiores.
En levaduras y mamiferos, existen multiples homologos de MutS y MutL (Tabla 1) que

reflejan la conservacion del proceso de MMR, asi como la especializaciéon y la

superposicion del funcionamiento de los productos de genes de MMR.

E. coli S.cerevisiae H.sapiens
Msh2, Msh6, Msh3 Msh2, Msh6, Msh3
MutS Mshl *
Msh4, Msh5 Msh4, Msh5
MutL Mihl Mihl
Pms1 Pms2
Milh2, Mlh3 Pms1, Mlh3
MutH * MEDI1
MutU (UvrD) * *

* No esta identificado

Tabla 1: homélogos de Mut en levaduras y células eucariotas

1.2.1.3- Reconocimiento mediante los homologos de MutS:

Se ha identificado seis genes homologos de MutS en células eucariotas (Tabla 1).
MSH2, MSH3 y MSH6 forman dos heterodimeros que reconocen DNA desapareado:
MutSa. (MSH2/MSH6) y MutSB (MSH2/MSH3), (Acharya et al., 1996; Drummond et
al., 1995; Habraken et al., 1996; Hughes & Jiricny, 1992; Marsischky et al., 1996).
MutSa se une preferentemente a bases desapareadas y a zonas de insercion/delecion de
una base, mientras que MutSf se une predominantemente a zonas de insercién/delecion
de 2-4 bases (Jiricny, 1998b). En células humanas, el complejo MutSa tiene una
actividad predominante (Genschel et al., 1998; Marra et al., 1998). Figura 1

Al igual que MutS bacteriano, MSH2 y MSH6 de eucariotas tienen actividad intrinseca
de unioén e hidrolisis de ATP que son necesarios para el sistema MMR in vitro e in vivo

(Alani et al., 1997; Iaccarino et al., 1998; Studamire et al., 1998). Estos genes son
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imprescindibles para el reconocimiento de errores cometidos en la replicacion del DNA
(Alani et al., 1997; Drummond et al., 1995; Gradia et al., 1997, laccarino et al., 1998),
probablemente la unién y la hidrolisis de ATP facilita las interacciones entre proteinas
y/o el deslizamiento a lo largo del DNA (Blackwell et al., 1998a; Blackwell et al.,
1998b; Gradia et al., 1999). Finalmente se han propuesto funciones asimétricas para
MSH2 y MSH6, ya que las mutaciones que afectan el dominio de unién de ATP de
MSHG6 parecen mas nocivas para la actividad de MutSa que las mismas mutaciones en

MSH2 (Iaccarino et al., 1998; Studamire et al., 1998).

1.2.1.4- Papel de homologos de MutL en MMR:

Se ha identificado varios homodlogos de MutL en levaduras y en células de mamiferos
(Tabla 1). Los homoélogos de MutL son MLH1, PMS2 (Pms] en levaduras), y PMSI1
(MIh3 en levaduras), los cuales pueden interaccionar para formar dos heterodimeros,
MutLa (MLH1/PMS2) (Guerrette et al., 1999; Li & Modrich, 1995; Prolla et al., 1994)
y MutLp (MLH1/PMS1).

Estudios recientes han comenzado a dar pistas sobre el papel de MutLa en MMR.
MutLa puede interaccionar con MSH2 (Prolla et al., 1994), MutSa (Habraken et al.,
1998), MutSP (Habraken et al., 1997) y con el antigeno nuclear de proliferacion celular
“Proliferating Cell Nuclear Antigen” (PCNA) (Gu et al., 1998; Umar et al., 1996), lo
cual es consistente con el ensamblamiento de un complejo de orden superior durante
MMR. Asi, como en el MMR bacteriano, los complejos MutS/MutL. de eucariotas
pueden reclutar elementos adicionales en la zona de reparacion, como MutLa, por
analogias con las bacterias, acoplando el reconocimiento del apareamiento incorrecto y
la discriminacion de la cadena, la excision y resintesis. La funcién acopladora del
heterodimero MutLa probablemente depende de la union de ATP y/o de la actividad de
hidrolisis por los sitios N-terminal conservados de MLH1 y PMS2 (Ban & Yang,
1998a). De hecho, se ha encontrado un porcentaje significativo de pacientes de HNPCC
con mutaciones de sentido incorrecto en la regiéon N-terminal de MLH1 (Peltomaki &
Vasen, 1997), lo que se ha propuesto, podria interrumpir la unién del ATP o su

hidrdlisis (Ban et al., 1999).
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1.2.1.5- Deteccién de cadena errénea:

El mecanismo por lo cual se detectan las cadenas erroneas estd desconocido incluso en
bacterias (E.coli), aunque estudios en levadura y mamiferos han demostrado la
implicacion de PCNA en este proceso, ya que este puede interaccionar con los
homologos de MutS y MutL de mamiferos y de levaduras (Gu et al., 1998; Johnson et
al.,, 1996; Umar et al., 1996). Los andlisis genéticos en levaduras indican que las
mutaciones en PCNA pueden aumentar la frecuencia de cambios que alteran pauta de
lectura (frameshifts) en secuencias repetitivas simples por la interrupcion del MMR
(Johnson et al., 1996; Umar et al., 1996).

Estudios de extractos de células humanas, han manifestado que PCNA se requiere
prematuramente en el proceso de MMR tanto antes como durante el paso de la excision
(Gu et al., 1998; Johnson et al., 1996), asi como en la resintesis (Gu et al., 1998). En el
caso de ausencia de PCNA, el MMR no puede distinguir entre la cadena neosintetizada
y la cadena madre, y esto probablemente conduce a la formacion de un bucle lo que
conduce a la rotura del DNA de doble cadena. A partir de estos descubrimientos se ha
propuesto un modelo que propone que PCNA actta relacionando el complejo MMR con
la DNA polimerasa durante la replicacion (durante la bifurcacion), posiblemente
facilitando el reconocimiento y la reparacion de la cadena neosintetizada (Umar et al.,
1996). Por otro lado, se ha propuesto a MED1 como homologo de MutH (Bellacosa et
al., 1999). Teniendo en cuenta que MEDI se une fuertemente a DNA metilado, que su
estructura esta muy relacionada con endonucleasas de reparacion por excision de base
(Bellacosa et al., 1999), y que la metilacion cumple una funcién en la discriminacion de
cadenas en células de mamiferos (Jiricny, 1998b), MEDI1 ha sido considerado como un
homoélogo funcional de MutH. Ademas, se ha visto que su sobreexpresion causa MSI.

(Figura 2)

1.2.1.6- Excisién y la resintesis:

Estudios genéticos en levaduras han identificado la implicacion de tres exonucleasas en

MMR: Exol, y las exonucleasas proofreading de las DNA polimerasa d y €. Exol es una
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Exonucleasa 5'- 3" identificada en S. pombe, que se activa para evitar las mutaciones
(Szankasi & Smith, 1995). Ademas, estudios en S.cervisiae demostraron que Exol
interacciona con Msh2 y Mlhl (Tishkoff et al., 1997), y que la interrupcion de Exol da
una sensible ventaja a la aparicion de fenotipo mutador (Tishkoff et al., 1997; Tran et
al., 1999). Un homologo de Exol en humanos (EXOI/HEXI), que interacciona con
MSH2 (Schmutte et al., 1998) también ha sido identificado (Tishkoff et al., 1998;
Wilson et al.,, 1998).Se ha propuesto que exonucleasas proofreading de las DNA
polimerasas 6 y € son funcionalmente redundantes con Exol (Tran et al., 1999). La
inactivacion combinada de Exol y la funcion exonucleasa de las dos polimerasas causa
un aumento de mutaciones, similar al observado en la deficiencia de MMR (Tran et al.,
1999). La resintesis de la cadena cortada parece que esta seguida por una accidén
coordinada de la DNA polimerasa 8, y posiblemente otras DNA polimerasas (Modrich,
1997; Thomas et al., 1991), PCNA, y la proteina de replication A (RPA) (Lin et al.,
1998b). La DNA ligasa que completa la reaccion de MMR no ha sido atin identificado.

2- Alteraciones en genes de reparacion MMR en cancer.

La inestabilidad de microsatélites es una caracteristica de los pacientes con cancer
colorrectal hereditario no polipdsico (HNPCC) pero también puede afectar tumores
esporadicos. Los principales tejidos caracterizados por la inestabilidad de microsatélites
que podemos citar son: el tejido colorrectal, estdmago, y endometrio.

El HNPCC es la causa hereditaria mas comin de CCR. Se conoce también como el
sindrome de Lynch, en honor a su descubridor. Se trata de una enfermedad familiar de
caracter dominante, no ligada al sexo que afecta tanto a los hombres como a las
mujeres. El 50% de los afectados por el HNPCC tienen riesgo de padecer cancer a los

45 afios de edad (Vasen et al., 1991).
Existen dos tipos de HNPCC:

- Los sindromes de Lynch de tipo I, donde el riesgo de padecer cancer esta ligado

unicamente al CCR.
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- Los sindromes de Lynch de tipo Il que desarrollan cancer colorrectal (78%) (Thorson
et al., 1999) pero también canceres extracoldnicos, en especial cancer de endometrio,
vias urinarias, estdbmago, vias biliares, intestino y ovario (Watson & Lynch, 1993)

(Tabla 2)

El cancer de endometrio, estimado como el segundo cancer mas frecuente (Vasen et al.,
1994) afecta por lo menos un miembro en el 50% de las familias (Watson et al., 1994).
Los portadores tienen un riesgo de desarrollar este cancer 10 veces mayor que la
poblacion general y este aparecera unos 15 afos antes (media 48 afios) que lo estimado
para el resto de la poblacion (55-75 anos) (Lynch et al., 1978), encontrandose el 98%

antes de los 65 afios.

El cancer de estdbmago lo sigue en frecuencia (Park et al., 2000), duplicandose su riesgo
para los portadores de mutaciones en relacion a la poblacion general. Se estima una
edad de presentacion de 56 afios y una supervivencia del 15% a los 5 afios, pero que

aumenta a 48% si la cirugia es radical (Aarnio et al., 1997).

En el caso del cancer vias biliares el riesgo de desarrollar un cancer esta en 18% de los

pacientes con una historia familiar (Klein et al., 2001)

Cancer de ovario y HNPCC. El riesgo de por vida que tiene una mujer para desarrollar
cancer de mama es casi el 13%, mientras que el riesgo de por vida de desarrollar cancer
de ovario es poco mayor al 1%. Aproximadamente del 5 al 10 % de los canceres de
mama y de ovario se deben a factores genéticos predisponentes conocidos. Esto

significa que, de hecho, la mayoria de estos canceres no son hereditarios.

Céancer de intestino y HNPCC: el tumor de intestino delgado no es frecuente pero
debe ser sospechado ante las manifestaciones clinicas que se desarrollan a edades
tempranas, pero con un mejor prondstico a 5y 10 afios que la poblacion en general (Lin

et al., 1998a).
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Aunque el cancer de mama no esta considerado un tumor asociado al HNPCC, cuando
existen ambas enfermedades, el cancer de mama se diagnostica a edades més tempranas
que en la poblacion general. Por lo cual no se debe descartar su posible participacion en

la progresion del cancer mamario.

Tejido afectado Riesgo
Colon/recto 78%
Endometrio 43%
Estémago 19%
Vias biliares 18%
Vias urinarias 10%
Ovario 9%

Tabla 2. Riesgos aproximados de canceres coldnicos y extracoldnicos en el HNPCC.

El HNPCC se ha asociado con mutaciones germinales en 5 genes del sistema MMR:
MSH2, MSH6, MLH1, PMSI1, y PMS2 (Akiyama et al., 1997; Lynch et al., 1997;
Miyaki et al., 1997; Peltomaki & Vasen, 1997).

La mayoria de mutaciones encontradas en pacientes de HNPCC afectan los genes
MLH1 y MSH2, mientras que mutaciones en PMS1, PMS2, y MSH6 son relativamente
raras (Liu et al., 1996; Viel et al., 1998). Sin embargo, ain no se han identificado los
genes de MMR responsables de mas del 50% de pacientes de HNPCC, aunque se
sospecha que mutaciones en otros genes relacionados con MMR pueden ser los
responsables del desarrollo de tumores con MSI.

Los pacientes de HNPCC tienen en general una mutacion germinal heterocigota en uno
de los genes MMR y desarrollan cancer después de 4 décadas de vida (Dunlop et al.,
1997; Liu et al., 1996; Lynch et al., 1997). La MSI s6lo aparece en los tumores y no en
el tejido normal de los mismos pacientes (Kinzler & Vogelstein, 1996a), lo que indica
que la pérdida o la inactivacion del alelo normal es necesario para acelerar el proceso de
tumorogénesis estableciéndose asi un fenotipo mutador de caracter recesivo (Casares et

al., 1995).

14



Introduccidon

En algunos casos, se han identificado mutaciones en MSH6 (Akiyama et al., 1997,
Miyaki et al., 1997) y pacientes con una mutacion dominante de PMS2 o mutacion
homocigota de MLHI1 que son mutaciones diferentes de las mutaciones tipicas de
HNPCC. Alternativamente, la carencia relativa de PMS2 y MSH6 en familias de
HNPCC puede apuntar a funciones bioldgicas distintas, pero solapantes, de los genes
del MMR (Prolla et al., 1998). De modo similar, las familias de HNPCC con una
mutacion en PMS2 pueden ser raras porque la pérdida de funciones de PMS2 podria ser

compensada por otra proteina, por ejemplo por PMSI.
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REPARACION DE
ERRORE S REPLICATIVOS

POR POR MUTACION
DELIZAMIE HTCH PUNTUAL
GTCACTCTCTGTTGCAAAAAATGL GTCACTGTTGCAAAAAATGE
CAGTGAGAGACAACGTTTTTTACG / hMLH1 \ CAGTAACAACGTTTITTACG
GTCACTCTCTETTGCAAAAAATGE
hMSH2
CAGTGA  GACAACGTTT TTACG — ——
GA
-
GTCATTETTGCAAAAMATGC
GTCACTCTETTGCAAAAATGC
CABTAACAACGTTTTTTACG
CABTGAGACAACGTTTTTACG

Figura 1. Sistema de reparacion de errores replicativos y principales tipos de mutaciones asociadas.
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Figura 2. Complejo de reconocimiento del sistema de reparacion de errores replicativos.
Adaptado de Lindahl T et al. Curr. Opin. Genet. Dev. 7:158-169, (1997).
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3-EL fenotipo mutador: (MMP: Microsatelite Mutator Phenotype)

Los tumores de HNPCC se caracterizan por presentar diploidia o pseudopoliploidia.
Ademas, aunque no presentan mutaciones en los genes tumorales comunes, acumulan
numerosas mutaciones en microsatélites  constituidos  principalmente  por
polidesoxiadenosinas. La acumulacion de estas mutaciones en el fenotipo mutador tiene
consecuencias significativas para la estructura y funcidon del genoma, ya que pueden
alterar la organizacion de la cromatina e inducir cambios en la estructura del
nucleosoma o modificar el patron de expresion génica por mutaciones en los promotores

de los genes.

La gran inestabilidad gendémica en los microsatélites en estos tumores se explicod al
comprobar la presencia de dafio en los genes de reparacion del DNA (microsatélite
mutador phenotype; MMP). Las mutaciones identificadas se localizan en los genes

hMSH2 y hMLH1, que plantearon el caracter recesivo del fenotipo Mutador.

La alteracion en estos dos genes a su vez induce nuevas mutaciones
(predominantemente en secuencias repetitivas) en genes que regulan la apoptosis, como
la inactivacion de los genes BAX (Rampino et al., 1997) o Caspasa-5 (Schwartz et al.,
1999), genes implicados en el control y regulacion del crecimiento celular como
TGFBRII (Myeroff et al., 1995), WISP-3 (Thorstensen et al., 2001) o IGFIIR (Ouyang
et al., 1997), o incluso genes implicados en el propio sistema de reparacion de errores
(MMR) como hMSH3 o hMSH6 (Malkhosyan et al., 1996) (Tabla 3). La inactivacion
permanente de un mutador primario como hMLHI1 presente desde el nacimiento,
produce una inestabilidad que conduce a mutaciones secundarias en la via Mutadora,
como las presentes en los genes hMSH3 y hMSH®6, lo cual aumenta la inestabilidad
genOmica y acelera por lo tanto la acumulacion de mutaciones en tumores. Estudios
previos han demostrado que una alteracion epigenética mediante hipermetilacion del
promotor de MLHI1 es el factor principal de tumores esporadicos con MSI (Cunningham
et al., 1998; Kane et al., 1997; Veigl et al., 1998). La causa de la hipermetilacion no ha
sido definida, aunque se plantea la presencia de un mecanismo regulador de los patrones

de metilacion en todo el genoma, en el cual se produciria la mutacion inicial.

17



Introduccidon

Target gene

Gene function

ACTRII Growth factor receptor

AIM2 Interferon inducible protein

APAFI1 Pro-apoptotic factor

AXINA2 Wnt signalling

Bax Pro-apoptotic factor

BCL10 Pro-apoptotic factor

BLM Response to cellular DN

Caspasa-5 Pro-apoptotic factor

CDX2 Homeobox transcription factor

CHK1 Response to cellular damage

FAS Pro-apoptotic factor

GRB14 Proteinas encuadernadas del receptor del factor del grouwth
HG4-1 Cell cycle protein

IGFIIR Growth factor Receptor

KIAA0977 Homologue of mouse cordon-bleu protein
MBD4 DNA glycosylase and methyl CpG binding protein
MLH3 DNA MMR

MSH3 DNA MMR

MSH6 DNA MMR

NADH-UOB NADH ubiquinone oxireductase

OGT O-linked GIcNAc transferase

PTEN Cell cycle protein

RADS50 Response to cellular DNA damage
RHAMM Cellular motility and HA binding

RIZ Cell cycle and apoptotic protein

SEC63 ER membrane protein

SLC23Al Nucleobase transporter

TCF4 Transcription factor (Wnt pahtway)
TGFBRIL Inhibitor of celular growth

WISP3 Growth factor (Wnt pathway)

Tabla 3. Lista de genes mutados en secuencias repetitivas localizadas en una zona codificante
en cancer con MSI. (Adaptado de Duval y Hamelin, Annales Génetique, 45: 71-75, 2002).

La asociacion entre defectos en los genes MMR vy el cancer humano ha forzado la
hipoétesis del fenotipo mutador que puede promover la tumorogénesis (Loeb, 1991). En
células con deficiencia de MMR, la elevada frecuencia de mutaciones tiende a aumentar
la probabilidad de mutaciones en genes reguladores del crecimiento, de modo que
confiere ventajas selectivas. Ademds, en tumores colorrectales con MSI se ha
identificado mutaciones que alteran la pauta de lectura (“frameshift”) en zonas de
mononucledtidos de genes supresores tales como: APC, TGFB-RII, IGF-IIR, BAX,
BRCA1, BRCA2) y genes del sistema de reparacion (MSH3, MSH6, BLM, Rad50,

DNA pkces). Los genes diana susceptibles para la inactivacion mediante la pérdida de
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MMR probablemente difieren segun el tipo de tejido, asi las mutaciones que alteran el
marco de lectura generalmente no se han encontrado en los genes TGF-BRII, y BRCA1

en tumores de endometrio con MSI (Kim et al., 2001; Yamashita et al., 2000).

4- El modelo de la haploinsuficiencia:

En 1971 Knudson propuso un modelo de tumorogénesis en el cual se ponia de
manifiesto que la progresion tumoral requiere la inactivacion de los dos alelos de genes
supresores de tumor. Este modelo (modelo del “doble hit”) fue desarrollado mediante
analisis de la edad de aparicion de la enfermedad comparando las formas hereditarias
(retinoblastoma) con las formas esporadicas (Knudson, 2001; Knudson, 1971). Ya que
en los canceres hereditarios existen una alta probabilidad de desarrollar un cancer mas
temprano que en los canceres esporadicos. Esto se debe a que estos individuos llevan
una mutacion germinal en uno de los dos alelos de un gen supresor de tumor y para su
inactivacion solo se necesitaria la inactivacion del otro alelo, mientras que en los casos
esporadicos requeririan mucho mas tiempo porque necesitan mutaciones en los dos

alelos del mismo gen supresor.

Existen varios mecanismos que pueden explicar la aparicion de un fenotipo como
consecuencia de una mutacion en un solo alelo de un gen. Primero, en el caso de una
mutacion dominante negativa que bloquea la funcion del producto del alelo restante.
Existen numerosos ejemplos de este fendmeno por ejemplo los genes p53 y TGFp
(Hastie, 1994; Jenkins et al., 1984). Segundo, pérdida de heterocigosidad (LOH: Loss
Of Heterozygocity) seguida por la pérdida del alelo salvaje y como resultado la pérdida
del genotipo y la progresion rapida del tumor. Y por ultimo, la haploinsuficiencia que
puede dar lugar a la aparicion lenta del proceso tumoral. De hecho, existe varios tipos
de tumores gastrointestinales relacionados con la haploinsuficiencia de algunos genes

como por ejemplo PTEN y SMAD4 (Di Cristofano A, 1998; Weinstein M, 2000).

Los tumores con genes haploinsuficientes son generalmente menos severos que los
mismos tumores que llevan mutaciones homocigotas. Por ejemplo, los tumores con

mutaciones en p53 y p27. Igualmente en algunos casos de haploinsuficiencia de genes
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supresores de tumor, la haploinsuficiencia esta asociada con la aparicion temprana de la
enfermedad tales como formacion de polipos hamartomatosos que esta asociada con la
haploinsuficiencia de PTEN, SMAD4 y LKB1 (Di Cristofano A, 1998; Weinstein M,
2000; Miyoshi H, 2002). La formacion de adenoma requiere no obstante la pérdida de

ambos alelos.

Cook y colaboradores formularon un modelo matematico que estudié el efecto de la
reduccion de expresion de genes desde la diploidia hasta la haploidia, constatando que
los niveles de expresion de los genes fluctuan (Cook et al., 1998). En los casos de
haploidia, los niveles de expresion estan alrededor del 50% del estado de diploidia, pero
puede ocurrir que los niveles de expresion estén por debajo de ese porcentaje. En el caso
de que la proteina esté implicada en la regulacion del checkpoint del ciclo celular por

ejemplo, esto probablemente alteria la division celular.

La haploinsuficiencia parece que es general en los genes supresores de tumor, pero sus
efectos cambian de un gen a otro y de sistema a otro (proliferacion, checkpoint,
estabilidad genoémica). Los genes haploinsuficientes pueden actuar solos o colaborando

con otros genes, en la progresion tumoral.

5- Respuesta de los tumores MSI:

5.1- a la quimioterapia

El sistema de MMR juega un papel importante en la respuesta celular cuando se
produce un dafo en el DNA. Su funcionamiento tiene una relacion estrecha con el
efecto de la quimioterapia en tumores inestables (MSI). Se ha demostrado que los
agentes que metilan el DNA, como streptazocina y temozolomida, son menos eficaces
en la destruccion de las células tumorales con inestabilidad microsatélite (MSI) que en
tumores donde el sistema MMR funciona de manera normal (de Wind et al., 1995; Koi
et al., 1994). Estos agentes actiian mediante la metilacion de guanina en la posicién O°
(O°-metGua) y, a menudo, estan reparados mediante la enzima O°-meGuanina- DNA
metil transferasa (MGMT) (Dolan et al., 1990). Las células deficientes en esta enzima

son altamente sensibles a los agentes metilantes del DNA. Esto, probablemente, es
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debido al reconocimiento de la bases O°-meGuanina-timina mediante el complejo
MSH2/MSH®6 (Duckett et al., 1996) que conduce a la activacion de la apotosis. Algunos
estudios sugieren que el DNA dafiado, e identificado por el sistema MMR, y que no se
puede reparar, obliga a la célula a entrar en parada en fase G2/M y, posteriormente, la
conduce hacia la apoptosis mediante un mecanismo que depende de p53 (Karran &
Bignami, 1994). Las células deficientes en MGMT y sistema MMR son entre 50 y 100
veces mas resistentes a agentes metilantes que aquellas células con el sistema MMR
normal (Humbert et al., 1999).

Los componentes de platinum, como la Cisplatina, conducen a la citotoxicidad mediante
la reaccion con las bases del DNA y formando un lazo entre la dobles cadenas del DNA.
El complejo MSH2/MSH6 se une a los oligonucleotidos que llevan platinum (Duckett
et al., 1996; Perera et al., 1992). La respuesta de las células competentes en MMR al
dafio del DNA causado por la cisplatina conlleva la aparicion de una cascada de senales
intracelulares implicando c-JUN-N- terminal kinase I (JNK1) y la kinasa c.abl. Esta
respuesta no se ha observado en células deficientes en MMR (Hawn et al., 1995; Nehme
etal., 1997).

Las células cancerigenas resistentes a cisplatino y carboplatina presentan un problema
comun en la clinica y generalmente llevan a recurrencia (Kavanagh et al., 1995).
Analogos de cisplatina, tales y como tetraplatina, oxaliplatina y transplatina que forman
un lazo en el DNA doble cadena y que no son reconocidos mediante el sistema MMR,
pueden ser utilizados como alternativa para el tratamiento de los tumores MSI positivos
(Fink et al., 1996). Como ya se ha dicho anteriormente, el 5-Fu es el farmaco mas
utilizado en el tratamiento céncer colorrectal pero, a pesar de ello, se ha visto que las
lineas celulares también presentan resistencia cuando se tratan con este producto aunque
el mecanismo causante se desconoce. La interrupcion del ciclo celular no parece tener
lugar como respuesta al tratamiento con 5-FU en células deficientes en el sistema de
MMR (Carethers et al., 1999). Otros datos no apoyan esta teoria, y no han encontrado
deferencias en la supervivencia entre los tumores positivos MSI y tumores estables MSS
como respuesta al tratamiento con 5-FU (Halling et al., 1999). Estudios posteriores han
analizado el efecto de la 5-FU sobre la supervivencia de pacientes con cancer

colorrectal tipo Dukes C tratados con este farmaco y han demostrado una clara
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supervivencia de los pacientes con MSI positivos. El 90% de los pacientes con
supervivencia libre de enfermedades a los 3 afios se han observado en pacientes Dukes
C con MSI positivos a cambio de 43% de los pacientes con MSI negativo (Hemminki et

al., 2000).

5.2- a la radioterapia:

La radiacion ionizante provoca varios tipos de dafios al DNA como ruptura de cadenas y
dafios a los nucleotidos (Hutchinson, 1985).

Estudios in vitro sugieren que existe una pequea resistencia a la radiacion ionizante en
lineas célulares deficientes en MMR, (Fritzell et al., 1997) y el dafio del DNA causado
por la radacion se repara de manera mas lenta en las células deficientes en MMR que en
las células con el sistema de MMR normal (Mellon et al., 1996). Otros estudios no han
podido encontrar una diferencia significativa entre las células con MSI positivos y
células con MSI negativos en cancer colorrectal como respuesta a la radiacion (Qiu et
al., 2000). El dafio que més provoca la radiacion ionizante al DNA es la ruptura de

cadenas de DNA donde no esta implicado el sistema de reparacion de errores MMR.

6- Diagnostico del HNPCC:

En 1991, gracias a una colaboracion internacional se determinaron algunos criterios
clinicos para identificar las familias de HNPCC: Los criterios de Amsterdam I (Vasen et
al.,, 1991) (Tabla 4), mas tarde estos criterios fueron criticados porque excluian las
lesiones extracoldnicas y las familias con una penetrancia baja. En la practica, los
antecedentes familiares suficientemente detallados que satisfacen los criterios no estan a
menudo disponibles. Por este motivo se revisaron los criterios de Amsterdam [ y en
1999 establecieron los criterios de Amsterdam II (Park et al., 2002; Vasen et al., 1999).
En esta version fueron contempladas las lesiones extracolonicas y se cambid la
indicacion diagnostica a: por lo menos tres miembros de la familia deben estar
afectados con cancer asociado a HNPCC (cancer colorrectal, cancer de endometrio,

intestino delgado, uréter, pelvis renal).
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Los otros tipos de canceres no fueron afiadidos a la lista a pesar de que otros 6rganos

pudieran estar afectados.

Tabla 4: Criterios de Amsterdam |

Por lo menos tres miembros de la familia con CCR deben estar afectados y deben
cumplirse los siguientes criterios:

1- Existe una relacion de primer grado entre al menos 2 afectados

2- Al menos dos generaciones consecutivas estan afectadas

3- Al menos un CC se ha diagnosticado antes de los 50 afios.

4- La FAP esta excluida en los pacientes con cancer colorrectal CCR

5- La neoplasia se ha verificado por un examen anatomo- patologico.

En 1997 el instituto Nacional del cancer de Estados Unidos recomend¢ utilizar un panel
de cinco marcadores para determinar la inestabilidad de microsatélites (MSI) en
tumores: BAT26, BAT25, D2S123, D5S346 y D17S250 (Boland et al., 1998). De esta
manera, se determind que siempre que los tumores muestren dos o mas microsatélites

alterados se clasifican como inestabilidad alta (MSI-H), cuando los tumores demuestran

una alteracion en un solo marcador de los cinco microsatélites se clasifican como

inestabilidad baja (MSI-L). Mientras que cuando ninguno de los marcadores es

positivo, la muestra se clasifica como estable (MSS). El instituto Nacional del cancer
establecio a su vez los criterios de Bethesda (Tabla 5) para ayudar en la seleccion de
tumores mediante el andlisis de los microsatélites (Boland et al., 1998; Rodriguez-Bigas
et al., 1997). Los criterios de Bethesda fueron actualizados en 2004 pasando a
denominarse “criterios revisados de Bethesda” para HNPCC (Tabla 6), incorporando
nuevas recomendaciones para evaluar la inestabilidad de microsatélites (Umar et al.,

2004).
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Tabla 5. Criterios de Bethesda para diagnosticar tumores colorrectales con inestabilidad de

microsatélites.

Tabla 6: Criterios de Bethesda revisados para testar tumores colorrectales con inestabilidad

de microsatélites.
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Se ha demostrado, no obstante, que los tumores con inestabilidad baja tienen las mismas
caracteristicas que los tumores estables (MSS). Algunos marcadores, como el Bat26,
han demostrado ser muy especificos para MSI-H. Un 80% de los tumores de HNPCC
presentan una inestabilidad alta (MSI-H), y en la practica se utilizan los marcadores de
MSI para su identificacion.

Pero existen ciertas discrepancias con respecto al valor de la determinacion del bajo
nivel de inestabilidad de microsatélites (MSI-L). De hecho la inestabilidad baja (MSI-L)
se ha observado en la mayoria de tumores de colorrectales (Laiho et al., 2002). Estos
resultados demuestran también, que la sensibilidad de los marcadores de panel Bethesda

no son suficientes para determinar los tumores MSI-L (Laiho et al., 2002).

7- El diagnostico del HNPCC mediante la técnica inmunohistoquimica:

En 1994 empezo6 la comercializacién de los anticuerpos monoclonales contra MHL1 y
MSH2. La inmunohistoquimica (IHQ: ImmunoHistoChemistry) de proteinas MLHI1 y
MSH?2 se propuso como medida paralela a estudios de microsatélite para el diagnostico
(Debniak et al., 2000; Dietmaier et al., 1997; Thibodeau et al., 1998). Asi, algunos
anticuerpos disponibles han sido utilizados con éxito en el reconocimiento de los
productos de genes del sistema MMR. Practicamente todos los tumores de MSI-H
muestran una pérdida de expresion de proteinas de MMR utilizando los anticuerpos
monoclonales de MLH1 y MSH2 (Dietmaier et al., 1997; Thibodeau et al., 1998), en
este ultimo resulta muy util en el diagnostico.

En la actualidad existe un organismo: International Collaborative Group of HNPCC
(ICG-HNPCC), que coordina el desarrollo de métodos de diagnostico de HNPCC. Este
grupo recomienda la utilizacion de criterios de Amsterdam o Bethesda modificados para
la identificacion de los pacientes de HNPCC, y también esta interesado en la utilizacién
de métodos nuevos como IHQ con el objetivo de mejorar los instrumentos de

diagnostico de pacientes de HNPCC. (Figura 3)
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1En individuos o familias que cumplen alguno de los tres primeros criterios de Bethesda puede efectuarse

directamente el analisis de los genes hMSH2 y hMLHL1 sin realizar el analisis de inestabilidad de microsatélites.

2 Previamente a la realizacion del analisis mutacional, puede efectuarse inmunohistoquimica para MSH2 y
MLHI1 en tejido tumoral con el fin de dirigir el orden del analisis de los genes hMSH2 y Hmlh

1.CCHNPC=HNPCC: cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis.
Fuente: Adaptado de AGA Technical Review133.

Figura 3: Estrategia para el diagnéstico genético en pacientes con alto riesgo

de cancer colorrectal hereditario
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8- Deleciones en poliA en pacientes de HNPCC:

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los tumores de HNPCC estan
ligados a inestabilidad microsatélites (Aaltonen et al., 1993). Las alteraciones de
microsatélites se utilizan para clasificar la inestabilidad microsatélite (MSI). Se
considera que incluso, algunos microsatélites pueden favorecer cambios morfologicos
visibles en tumores (Parsons et al., 1995), aunque la acumulaciéon de mutaciones en
microsatélites en zonas no codificantes puede ocurrir sin cambios del fenotipo (Ionov et
al.,, 1993; Zhou et al., 1997). Las secuencias repetitivas de PoliA son indicadores
sensibles para detectar la inestabilidad de microsatélites. Las deleciones en el poliA no
solo indican la pérdida del sistema de reparacion de DNA, sino que también
proporciona informacion sobre el tiempo de apariciéon de mutaciones en genes de MMR,
lo que ha permitido establecer la utilizacion de mutaciones en microsatélites como reloj
molecular (Blake et al., 2001; Shibata et al., 1994). La proporcion de mutaciones en la
mayoria de tumores es baja, generandose una mutacién por cada 100.000 divisiones.
Esto dificulta determinar la proporcion de mutaciones, en tumores estables (MSS) a
pesar de que las células se dividen diariamente.

En los tumores MSI-H, la proporcion de mutaciones puede ser 100 veces mas elevada
por los defectos en el sistema de reparacion de errores. Los tumores de HNPCC son
incapaces de reparar los errores que afectan al DNA y por lo tanto se aceleran la
acumulacion de mutaciones genéticas. La edad del tumor es el tiempo que transcurre
entre la iniciacion y la presentacion clinica. La comparacion de diferencias alélicas en
tumores proporciona la informacién sobre la edad replicativa de un tumor. A mayor
numero de replicaciones celulares, mayor nimero de alteraciones mutacionales en

microsatélites.

9- La mitocondria como modelo de estudio de inestabilidad gendémica en cancer.
Mutaciones en el DNA mitocondrial y deleciones en secuencias repetitivas
mitocondriales en cancer.

A principios de 1981 Sanger pudo secuenciar todo el genoma mitocondrial (DNAmt)
humano (Sanger, 1981). Se trata de una hebra circular de doble cadena de 16’6Kb
(exactamente de 16.529 pb), que codifica la sintesis de 2 rRNAs, 22 tRNAs y 13
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subunidades proteicas de los complejos de la cadena respiratoria: 7 de estas proteinas
pertenecen al complejo I, uno del complejo 111, 3 subunidades del complejo IV y 2 son

de la subunidad del complejo V (Wallace, 1992; Wallace, 1999). (Figura 4)

El DNAmt tiene una zona de control transcripcional no codificante de 1.1Kb (D-loop),
que contiene el origen de transcripcion de las cadenas pesada, ligera y el origen de la
replicacion de la cadena pesada. El genoma mitocondrial esta caracterizado por la
ausencia de intrones y todo el genoma es codificante y tiene su propio sistema de

replicacion y de transcripcion. (Figura 5)
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Figura 4: Los complejos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial estan
codificados por el DNA mitocondrial y el DNA nuclear.

28



Introduccidon

16s

DEAF 1665G DB

MELAS 3243G LHOM 14484C
LHON 144594

MDA

LHOM 34604

LHON 117784

ND2

MARP 89983GIC
MERRF 83446 \

5

P T b LorgMITOMAP mitomap gename, pd f ATFases
Coppright 2002 @ Miromas.ong 5 kb deletion
KSS

Compiex lil genes
Complex | genes. m
:m,ﬁo‘: 9 {ubiguinol : Transfer RNA genes

cytochrome ¢
dehydrogenase) oxidoreductase)
Complex IV genes = Complex ' genes o]
% (cytochrome o ﬂ (ATP synthase) | Ribosomal RNA gened

oxidase )

Figura 5. Mapa genetico y de transcripcion del DNA mitocondrial humano,
presentando diferentes enfermedades mitocondriales

Las células humanas son muy ricas en mitocondria, cada célula tiene entre 300 y 500
mitocondrias y cada mitocondria tiene entre 2 y 4 moléculas de DNA (en total unas
1016 moléculas de DNA /célula). En general una célula somatica tiene entre 1000 y
5000 copias de DNAmt como en el caso de oocitos maduros (Bogenhagen & Clayton,
1974).

Las moléculas de DNAmt estan localizadas en la matriz mitocondrial, unidas a la
membrana mitocondrial interna (Nass, 1969). La replicacion de DNAmt depende de
polimerasa gamma (POLG), que presenta una alta infidelidad comparada con la

polimerasa alfa nuclear.

La mitocondria juega un papel en el metabolismo de ATP, en la generacion de radicales

libres (ROS), y la regulacion de apoptosis. Mutaciones en DNAmt afectan la capacidad
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énergetica de las células, aumentan el stress oxidativo, causan dafio al DNA y alteran la
respuesta c€lular a agentes anticancerigenos (Copeland et al., 2002; Penta et al., 2001).
Se ha encontrado que un incremento moderado de ROS estimula la proliferacion celular
y la biogenesis mitocondrial (Lee et al., 2002). Este incremento de ROS y la
estimulacion de proliferacion puede causar dafio tanto al DNA nuclear, como al DNAmt
dando lugar al desarrollo de un tumor. La inestabildad génetica y la progresion de la
enfermedad da lugar a que algunas mutaciones del DNAmt puedan causar un
incremento de la produccion de ROS y por lo tanto mas mutaciones en el genoma
mitocondrial y mas estrés oxidativo.

La combinacion de factores endogenos y exdgenos como la agresion de un medio rico
en ROS, la alta infidelidad de la polimerasa gamma durante la replicacion, la deficiencia
de la maquinaria de reparacion del DNA, y la ausencia de histonas que protegen el
DNAmt, todo ello pueden llevar a la acumulacion de mas alteraciones en el DNAmt que
en el DNA nuclear (Allen & Coombs, 1980; Backer & Weinstein, 1980; Kunkel &
Loeb, 1981). Se ha estimado que la acunulacion de alteraciones en el DNAmt es
aproxidamente entre 10 y 100 veces mas alta que en el DNA nuclear (Brown et al.,
1979; Marcelino & Thilly, 1999).

Las células malignas generalmente son mas activas y sometidas al estrés oxidativo que
las células normales (Hileman et al., 2001). Posiblemente alginas mutaciones podrian
ser causadas por ROS endogeno en células cancerigenas. También se ha demostrado
que la quimioterapia acumula mutaciones y dafia el DNAmt (Olivero et al., 1997,
Talarico et al., 2001). Es posible que algunas mutaciones identificadas en células
tumorales sean consecuencia del tratamiento con agentes quimioterapicos.

Est4ds mutaciones se han encontrado tanto en la zona codificante como en la zona no
codificante (D-loop) del DNA mt en células malignas. En general podemos concluir que
alteraciones del DNAmt estan presentes en muchos tipos de cancer y que la mayoria de
estas mutaciones se localizan en el D-loop, teniendo en cuenta que esta zona representa
solo 1/16 parte del genoma mitocondrial, por el momento, se han identificado
mutaciones del DNAmt en céncer colorrectal, estomago, higado, pancreas y prostata

entre otros.
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La existencia de varias mitocondrias con diferentes copias de DNAmt en cada célula,
presenta un verdadero desafio para investigar las mutaciones del DNAmt y sus
consecuencias funcionales. Los andlisis de mutaciones germinales homoplasmicas
(mutacion presente en todas las copias de DNAmt en células de un mismo individuo)
son relativamente simples de estudiar, pero no asi cuando coexiste DNAmt mutante y
salvaje en cé¢lulas del mismo paciente, condicion conocida como heteroplasmia.
Mutaciones homopldsmicas y heteropldsmicas se han observado en células malignas. El
mecanismo por el cual aparece la homoplasmia a partir de la heteroplasmia es hoy en
dia un tema de discusion. Teniendo en cuenta que el DNAmt no tienen intrones, las
mutaciones en zonas codificantes tienen un gran probabilidad de cambiar Ia
composicion aminoacidica de las proteinas sintetizadas. Muchas mutaciones de DNAmt
tienen consecuencias fisiologicas y podrian dar unas ventajas o desventajas a la
supervivencia y al crecimiento célular. Por ejemplo, es posible que una mutacion en el
DNAmt pueda causar un cambio funcional que afecte proteinas de la cadena de
tranporte de electrones de tal manera que aumente la eficiencia de transporte de
electrones y por tanto aumente la generacion de ROS.

La primera mutacidon no afecta todas las copias de DNAmt, por lo que al principio la
mutacion es heteroplasmica, el DNAmt mutado es minoritario. Asi, las mutaciones
somaticas emergen como mutaciones heteroplasmicas y se postula que pueden llegar a
ser homoplasmicas con el tiempo, debido a que su expansion clonal confiere ventajas de
replicacién al DNA mt y la supervivencia célular.

La alta frecuencia de alteraciones de DNAmt en cancer y su presencia en estadios
precoces de la enfermedad probablemente podrian utilizarse como un marcador clinico
para la deteccion precoz de cancer (Modica-Napolitano & Singh, 2002). No obstante,
contrariamente a esta hipotesis, en un estudio realizado por Coller y colaboradores
utilizando un modelo por ordenador demostraron que para cualquier mutacion del
DNAmt en células tumorales es posible llegar a la homoplasmia, apareciendo en todas
las células, totalmente al azar durante la replicacion, sin que exista ningun tipo de
ventaja selectiva previa (Coller et al., 2001). Sin duda, la clave para llegar a la
homoplasmia de cualquier mutacién mitocondrial deberia pasar por otorgar a la

mitocondria mutante una ventaja replicativa clara sobre las otras mitocondrias salvajes y
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a su vez, una ventaja replicativa a esa mitocondria en particular sobre las demas y a esa
célula tumoral sobre el resto. Algo poco probable, habida cuenta del gran numero de
moléculas de DNA mitocondrial existente en cada mitocondria, al elevado nimero de
mitocondrias existente en cada célula y del elevado numero de células tumorales.

Por todo ello, la cuestion de si las mutaciones mitocondriales en células tumorales son
causa o consecuencia del propio proceso tumoral y por tanto, si tienen o no una

funcionalidad selectiva clara en el proceso tumorogénico esta atn por clarificar.

En tumores humanos se ha identificado un punto caliente mitocondrial (hotspot) en el
DNAmt (Sanchez-Cespedes et al., 2001). Esta variacion afecta la zona localizada entre
el nucledtido 303 y 316-318 (conocida como D310) del D-loop. Esta secuencia
repetitiva es altamente polimorfica porque el numero de citosinas pueden variar entre 6
y 10, ademas, a menudo demuestra un cierto grado de heteroplasmia (Hauswirth &
Clayton, 1985). El D310 esta localizado a 92 pb del origen de la replicacion de la
cadena ligera (H-Strand) del genoma mitocondrial (Lee & Clayton, 1998). La mayoria
de alteraciones del D310 descritas en tumores primarios son deleciones / inserciones de
1 6 2 pb, y casi todas son polimorficas y tienen un longitud entre 7C y 9C. Ha y sus
colaboradores han estudiado las alteraciones en el D310 para 137 lesiones
preneoplésicas de cabeza y cuello, su progresion de hiperplasia a carcinoma, y en
diferentes lesiones sincronicas y metacronicas (Ha et al.,, 2002). Han encontrado
alteraciones en 37% de lesiones de cabeza y cuello, con un aumento en incidencia de
22% en lesiones begninas y hasta 62% en carcinomas. Sus resultados demuestran
claramente que estas alteraciones constituyen acontecimientos tempranos en lesiones de
cabeza y cuello premalignas.

Hasta la fecha actual no se sabe hasta que punto las alteraciones en esta zona D310
puede afectar la replicacion del DNAmt. Realmente la mayoria de variaciones en D310
caen en el rango de mutaciones polimorficas lo que sugiere que no afectan la
funcionalidad de la mitocondria. De hecho, variaciones en esta secuencia no parecen
variar la actividad transcripcional y replicativa de la mitocondria (Augenlicht & Heerdt,

2001), con lo que la acumulacion de mutaciones en esta zona podria deberse
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simplemente a la ausencia de un sistema de reparacion genomico adecuado y de un
elevado niimero de replicaciones, como podria ser el caso de una célula tumoral.

Esta por ver ademas, si el patron de mutaciones en esta secuencia concreta y su
dindmica mutacional es paralela o equivalente a la que siguen los microsatélites

nucleares en entornos deficientes en reparacion MMR.
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Propésito de la tesis

I11. Proposito de la tesis

Durante los tltimos afios se han acumulado evidencias indicando de que la inestabilidad
del genoma estd estrechamente relacionada con el proceso de tumorogénesis.
Descubrimientos recientes sobre el cancer y los mecanismos de reparacion del DNA
establecen la importancia que tienen estos mecanismos a la hora de garantizar la
estabilidad del genoma y sefialan la existencia de una relacidon entre los defectos de
reparacion del DNA y el desarrollo tumoral. Por otro lado, la inestabilidad de los
microsatélites resulta de gran utilidad para el diagnoéstico de pacientes con tumores
donde el sistema de reparacion estd alterado. De hecho, entre el 80 % de los pacientes

de HNPCC son positivos al test de inestabilidad.

Varios estudios sugieren que la pérdida de MMR es un suceso temprano en el desarrollo
tumoral en estos pacientes, que ocurre antes de la seleccion de mutaciones en genes
supresores. Asi mismo, otros estudios proponen que las células no neoplasicas en
pacientes HNPCC pueden acumular mutaciones oncogénicas en el tejido antes de la
pérdida bialélica de los genes del sistema MMR, lo que puede sugerir una
haploinsuficiencia de estos genes. De ser asi, la acumulacion de mutaciones tendria
lugar en el tejido normal de los pacientes HNPCC incluso antes de la aparicion de la
célula tumoral MMR-/- y de su expansion clonal. La deteccion de baja inestabilidad de
BAT?26 en estas células puede tener una implicacion en la clinica para la identificacion
de pacientes portadores de mutaciones germinales, y especialmente en aquellos
individuos o familias en los que no se detectan mutaciones germinales en los genes

reparadores del sistema de reparacion (MMR) conocidos hasta el momento.

Aunque la inestabilidad de microsatélite (MSI) ha sido relacionada con defectos en el
sistema de reparacion de errores (MMR), existen indicios de la implicacién de otros
factores como la fidelidad de las polimerasas durante la replicaciéon del DNA y la
inestabilidad inherente propia de las secuencias repetitivas. Para evaluar la implicacion
de este ultimo factor en MSI, hemos estudiado el comportamiento de estas secuencias
repetitivas en un modelo alternativo al nuclear (DNA mitocondrial; DNAmt) en

diferentes tipos de tejidos: cancer colorrectal, de estomago y de mama.
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De hecho, estudios anteriores demuestran que la inestabilidad que caracteriza los
microsatélites de un fenotipo mutador en los tumores, no estd asociada con la
inestabilidad mitocondrial en la secuencia repetitiva D310, lo que hace pensar que la
inestabilidad encontrada en el DNAmt podria ser causada por alteraciones intrinsecas de
la propia secuencia, asi como por la insuficiencia o ausencia de un adecuado sistema de
reparacion del DNAmt.

Otra de la interrogantes a resolver es si las mutaciones dentro de la secuencia neutral
(D-loop) en el DNA mitocondrial tienen la misma dindmica de alteraciones que los
microsatélites intronicos del genoma nuclear, ya que en caso de encontrar una
concordancia entre el grado de inestabilidad nuclear y mitocondrial en sus secuencias
repetitivas cabria la posibilidad de utilizar la secuencia D310 como un reloj molecular.
Asi mismo, hemos tenido interés en estudiar el patron y la dindmica mutacional que
afecta a otras zonas del D-loop mitocondrial al margen de la secuencia D310, ya que
diversos estudios recientes han demostrado la acumulacién de mutaciones puntuales y
su aparente seleccion y generacion de homoplasmias en la celula tumoral, sugiriendo un

posible papel en el desarrollo y aparicion del cancer.

De hecho, existe un gran interés por identificar nuevas mutaciones y genes alterados en
los casos de cancer y descubrir sus implicaciones en el desarrollo del tumor. Este interés
se centra, basicamente, en entender aquellos mecanismos que hacen que estas
alteraciones puedan influir tanto en el proceso tumoral como en la respuesta al
tratamiento. Este tipo de estudios pretende llegar a clasificar los tumores en funcion de
patrones moleculares y, teniendo en cuenta las diferencias encontradas, establecer el
tratamiento especifico mas adecuado segun el tipo de tumor. La presencia de MSI y de
mutaciones en genes de reparacion y de respuesta a dafio gendmico son factores que
puedan tener un claro papel en la respuesta tumoral al tratamiento. Asi, hemos analizado
la posible existencia de mutaciones adicionales en vias de respuesta asociadas al
checkpoint de control de dafio gendémico y en particular, en genes dianas del fenotipo
mutador, en estomago, los genes ATR, CHK1 y algunos genes del complejo BASC de
reparacion. El fenotipo mutador afecta tanto a los cdnceres germinales como a los
esporadicos. En cuanto a los tejidos que presentan este fenotipo no hay diferencias entre

los dos tipos de canceres. El fenotipo mutador puede aparecer en diferentes tejidos
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como en cancer de colon, de endometrio, de estdbmago entre otros mas. El mecanismo
por el cual aparece el fenotipo mutador en estos tejidos es el mismo. En nuestro estudio

hemos utilizado muestras de estdmago por su disponibilidad en su momento.
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IV. OBJETIVOS

Nos planteamos los siguientes objetivos:

1.

Determinacion de la distribucion de moléculas de BAT26 en sangre periférica,
de pacientes portadores de una mutacién germinal en los genes hMLHI y
hMSH2, previamente al diagndstico de un tumor.

Andlizar la asociacion entre la inestabilidad de microsatélites nuclear y
mitocondrial.

Determinar si la acumulacion de mutaciones en la secuencia repetitiva
mitocondrial D310 puede utilizarse como reloj molecular en tumores
colorrectales al igual que con las secuencias repetitivas de BAT26 y BAT25 en
tumores con inestabilidad de microsatélites.

Determinar el patron de mutaciones somaticas del DNA mitocondrial en tumores
colorrectales y de estdbmago.

Identificar nuevos genes alterados en tumores con MSI relacionados con las vias

de respuesta a daiio gendmico.
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Mutational Dynamics in Human Tumors Confirm
the Neutral Intrinsic Instability of the Mitochondrial
D-Loop Poly-Cytidine Repeat

Simo Schwartz jr.,H< Hafid Alazzouzi,I and Manuel Perucho?

'Molecular Oncology and Aging Group, Centre d'investigacions en Bioquimica i Biologia Molecular (CIBBIM),
Hospital Universitari Vall d'Hebron, Centre Docent Universitat Autdnoma de Barcelona, Spain
>The Burnham Institute, NorthTorrey Pines Road, La Jolla, CA

Somatic mutations at a mitochondrial noncoding polycytidine (C), repeat (polyC) have been associated with tumor progres-
sion. We analyzed whether these alterations are due to the inherent mutability of repeated sequences. Insertion and deletion
mutations were found in colon (n = | 14), stomach (n = 105), endometrium (n = 53), breast (n = 45), lung (n = 35), and pros-
tate (n = 20) tumors. The mutation frequency in colon, gastric, and endometrial tumors was 23, 17, and | 1%, respectively,
which paralleled the relative extent of microsatellite instability in long mononucleotide repeats observed in tumors with mis-
match repair deficiency (colon > stomach > endometrium, relative ratio 10:8:4). Colon tumors with mutations of more than
one nucleotide were more advanced in tumor progression. Further, two tumors showing a T > C mutation that restored the
homopolymeric repeat, harbored sequential deletion mutations of up to 4 and 6 nucleotides. These results illustrate that the
increased mutability of repeated mitochondrial sequences is dependent on the repetitive structure of the DNA molecule and
suggest that mutations in the (C),, repeat, whether homoplasmic or not, and by extrapolation, mitochondrial mutations in gen-
eral, are not the result of selective pressure during tumorigenesis. We also suggest that the (C),, repeat may be used as an uni-

versal molecular clock to estimate the relative mitotic history of tumors.

INTRODUCTION

Mitochondrial DNA (mtDNA) is a unique circu-
lar DNA molecule of 16,569 nucleotides that enco-
des 22 transfer RNAs, 2 ribosomal RNAs, and 13
proteins involved in the respiratory and oxidative
phosphorylation pathways (Anderson et al., 1981;
Wallace et al., 1998). Two different promoters con-
trol the replication and transcription activity of all
these genes. Because of the lack of histones and
the high rate of exposure to oxidative damaging
agents, mtDNA is prone to accumulate genetic
alterations when compared with nuclear DNA
(Oberley and Buettner, 1979; Backer and Wein-
stein, 1980). Moreover, mtDNA polymerase-y, the
enzyme responsible for mtDNA replication, is
highly inefficient when compared with nuclear
polymerases and replicates mtDNA with poor fi-
delity (Kunkel and Loeb, 1981). How mtDNA fi-
delity is maintained is not clear as all mitochondrial
genes encode enzymes of the respiratory chain and
none of them are known to be involved in DNA
repair. Whether DNA repair enzymes from the nu-
cleus are involved in mtDNA maintenance is not
known.

Although mtDNA is maternally transmitted, due
to a bottleneck process during gametogesis and/or
embryogenesis, only a few of the maternal mito-

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

chondria appear to be inherited (Thorburn and
Dahl, 2001). Each mtDNA molecule of a cell
undergoes hundreds or thousands of replication
cycles during a lifetime. The higher the number of
replication cycles, the higher the probability to
accumulate mutations. Somatic mutations accumu-
late in mitochondria in association with the aging
process (Michikawa et al., 1999).

Somatic alterations of mtDNA have been associ-
ated with different human diseases (Wallace,
1992), including cancer. Alterations in mtDNA
were detected in oncocytomas (Welter et al., 1989)
and deletions of 50 nucleotides were reported in
gastric and renal cell carcinomas (Burgart et al.,
1995; Horton et al., 1996). Homoplasmic mutations
in coding and noncoding mtDNA sequences have
been described in colorectal (Habano et al., 1998;
Polyak et al., 1998) and other cancers (Fliss et al.,
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2000; Habano et al., 2000; Schwartz and Perucho,
2000; Nishikawa et al.,, 2001; Sanchez-Cespedes
et al., 2001; Nomoto et al., 2002). As cells contain
hundreds of mitochondria, the finding of homo-
plasmic mutations in mtDNA in these tumors
implies the replacement of all these hundreds of
DNA molecules in most tumor cells by the
mutated ones. The mtDNA mutations were thus
interpreted to be the result of a positive intracellu-
lar selection process for the mutated mtDNA or
the mitochondria carrying the mutated mtDNA, as
well as a positive intercellular selective pressure
for tumor cells carrying the mitochondria with the
mutated mtDNA (Polyak et al., 1998; Fliss et al.,
2000; Habano et al., 1998, 2000; Nishikawa et al.,
2001; Sanchez-Cespedes et al.,, 2001; Nomoto
et al., 2002). It was also suggested that these muta-
tions played important roles in tumor development
or progression.

Among these mutations, the most frequently
occurring is in a polycytidine repeat (C), within
the D-loop region of the mtDNA (Habano et al,,
1998). Since this region controls the transcription
of the mtDNA heavy strand, it has been suggested
that the length variations of this repeat could affect
the level of transcription and mitochondrial func-
tion (Sanchez-Cespedes et al., 2001). However, the
repeat is polymorphic, with lengths differing
between 6 and 12, coexisting in the population,
and heteroplasmic populations of mtDNA have
been detected in normal tissues (Hauswirth et al.,
1984; Hauswirth and Clayton, 1985). Hence, it
appears unlikely that alterations in this repeat pro-
vide growing advantage in tumorigenesis. We pre-
viously suggested that these alterations are neutral
and they are most likely detected in tumors by the
clonal expansions accompanying tumorigenesis
(Schwartz and Perucho, 2000). Also, homoplasmic
mutations can be found in healthy cells from old
individuals and computer models can explain the
occurrence of these mutations as the result of ran-
dom mutational drift without the need for selec-
tion (Coller et al., 2001).

Microsatellites, especially long mononucleotide
repeats, are excellent markers for the mitotic his-
tory in tumors with mismatch repair (MMR) defi-
ciency, and shortening of these repeats can be used
as molecular clocks for these tumors (Shibata et al.,
1994, 1996; Schwartz et al., 1999; 'Tsao et al., 2000).
However, the applicability of these repeats as chro-
nological tools is restricted to microsatellite insta-
bility (MSI) positive tumors. Tumors with MSI
only represent the minority of a restricted subset of
tumors (i.e., colon, gastric, endometrium). The

microsatellite mutation rates in tumors without
MSI are too low to make these repeated sequences
useful for this purpose.

We carried out this study to test the hypothesis
that the increased mutability of mtDNA could be
exploited to circumvent these limitations. We
determined the spectrum of mutations at this hot-
spot in several common human cancers, and inves-
tigated whether this mtDNA repeat could be used
as a molecular clock in tumors without MSI. Dur-
ing these studies, a T310C transition that gener-
ates a long (C);5s repeat from the interrupted
(C)sT(C)g frequently present in the germline was
detected in two tumors. These stomach and breast
tumors exhibited a higher frequency of mutations
in the expanded repeat and the mutations involved
a larger number of deleted nucleotides. These
results are diagnostic of slippage by strand mis-
alignment as mechanism for the origin of these
mutations, with new variants of shorter length
generated by sequential deletions. Therefore,
mutations in the (C), noncoding repeat are not
selected during tumor progression, but occur more
frequently in tumors because of their higher inher-
ent mutability.

MATERIALS AND METHODS

Tumor Samples and Cell Lines

"Tumors were obtained from the Southern Divi-
sion of the Cooperative Human Tissue Network
(University of Alabama at Birmingham), from the
Centre d’Investigacions en Bioquimica i Biologia
Molecular Vall d’Hebron (CIBBIM) (Barcelona,
Spain), and also from the National Cancer Center
Research Institute (Tokyo, Japan) and from the
Sapporo Medical University (Sapporo, Japan).
None of the samples were from patients with non-
polyposis colorectal cancer (HNPCC) or with a
positive familial history of cancer. Sample collec-
tion was carried out in accordance with previously
established ethical protocols. Human cancer cell
lines were obtained from the American Type Cul-
ture Collection. Genomic and mitochondrial DNA
were extracted according to standard procedures
(Heerdt and Augenlicht, 1990) and diluted to 20
ng/ml prior to PCR amplification.

Analysis of mtDNA Microsatellite Variants

Briefly, we analyzed the polycytidine repeat
(D310) within the Conserved Sequence Block-2
(CBS-2) (nucleotides 299 to 315) at the D-loop
region of the mtDNA. The corresponding nucleo-
tide sequence (nucleotides 261 to 462 according to
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the CRS, GenBank mitochondrial sequence ID
21944628) was amplified by PCR with Taqg DNA
polymerase (New England Biolabs, Beverly, MA)
for one cycle at 94°C for 4 min, followed by 35
cycles of 94°C for 30 sec, 57°C for 30 sec, and 72°C
for 30 sec, in the presence of 0.2 mCi of [(x—szp]
dCTP and the corresponding primers (5'-CCA
CTT TCC ACA CAG ACA T3 and 5'-GGA GGG
GAA AAT AAT GTG TTA G-3). PCR products
were analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide
gel and subjected to autoradiography. We also ana-
lyzed the (A)8 repeat within the mitochondrial
coding region of the NADH dehydrogenase subu-
nit 5 gene as control. PCR amplification of this
fragment (nucleotides 12337 to 12460 according to
GenBank mitochondrial sequence 1D g1944628)
was performed as mentioned earlier, but using spe-
cific primers (5-ATA ACC ATG CAC ACT ACT
AT-3" and 5-ATG CGA CAATGG ATT TTA CA-
3’). Tumors with PCR bands that were not present
in the normal tissue were initially considered as
showing polyC-instability. These variants were
mainly seen as insertions or deletions of one, two
or three nucleotides, except in one case that
showed deletions of up to six nucleotides. Tumors
were also analyzed for genomic microsatellite
instability by PCR using two mononucleotide
repeats, (A);g of APA3 (Ionov et al., 1993) and
(A),6 of Bat26 (Liu et al., 1994), and the dinucleo-
tide repeat D1S158 (Shibata et al., 1994). Analysis
of a subset of these tumors, 39 colon, 35 stomach
and 8 endometrium, all with MSI, has been
reported previously (Schwartz and Perucho, 2000).

Cloning and Sequencing of mtDNA Variants

PCR products from tumors with mtDNA altera-
tions and from their normal tissue counterparts
were subcloned into plasmid pCRTM2.1. Cloned
PCR products were also reamplified by PCR and
analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide gel
and subjected to autoradiography as described.
Plasmids from selected clones were sequenced by
the dideoxy chain termination method, using the
Sequenase DNA sequencing kit (Amersham Life
Sci., OH) and also by direct sequencing, using ABI
PRISMTM dye terminator cycle sequencing kit
(PerkinElmer, NJ).

RESULTS

Somatic Microsatellite Variation in mtDNA
in Human Cancer

Sequence variants at the mitochondrial (C),
repeat were analyzed in tumors and tumor cell

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc

lines from the colon, stomach, endometrium, pros-
tate, lung, and breast. PCR products from every
positive case were cloned and sequenced. Differ-
ent length variants at the (C), repeat (# = 6-9)
were detected among normal tissues. In 15% (11/
75) of colon cancer cases more than one variant was
present in the same normal sample, a condition
called heteroplasmia.

Also, new mtDNA variants with insertions or
deletions of 1, 2, or 3 nucleotides in the (C), repeat
were detected in 23% (17/75) of colorectal tumors
without MSI and in 25% (10/39) MSI-High tumors
(Fig. 1a). Analysis of individual clones showed het-
eroplasmic populations of mtDNA with different
length variants in these tumors. None of these var-
iants were detected by sequencing clones from the
respective normal tissues (Table 1). MtDNA var-
iants were detected in a colorectal adenoma (case
404) (Figs. 1a and 1b), and in a colon carcinoma
(case 406), and two metastatic foci from the same
tumor. The sequence profiles of the new variants
in the metastatic foci were more similar than those
of the primary tumor (Figs. 1c and 1d).

No correlation was found between mtDNA so-
matic variants and the presence of heteroplasmia
in the normal tissue. No heteroplasmia was
detected in any of the tumor cell lines, although
different length variants (7< (C), > 9) were found
among them. We also analyzed for instability in the
same tumors a (A)g repeat within the coding
sequence of the mitochondrial NADH dehydro-
genase subunit 5 gene. Insertion/deletion muta-
tions in this repeat generate frameshift mutations
and inactivate the gene. Only the wild type species
of 8 adenines was detected in all tumors, suggest-
ing the existence of negative selective pressure for
these mutations.

Somatic variants in mtDNA were also observed
in other tumors. In gastric cancer, mutations were
detected in 12 of 70 tumors without MSI and in 7
of 35 tumors with MSI. Endometrium cancers also
displayed mtDNA variants in 1 of 8 tumors with
MSI and 5 of 45 without MSI. Somatic variability
in mtDNA was also detected in other MSI negative
tumors, including lung (3 of 35), breast (5 of 45),
and prostate (1 of 20). Heteroplasmies were also
observed in the normal tissue of all these cancer
patients with frequencies of about 10%.

mtDNA Somatic Variability and Colon
Cancer Clinical Features

For simplicity of description, the tumors with
new (C), variants (insertions or deletions of one,
two, or three nucleotides) were classified as tumors
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Figure I. PolyC-instability detected in colorectal tumors. (a) Left
panel, tumors without PolyC-instability; right panel, tumors with PolyC-
instability. Tumor numbers are indicated on top; the length of the repeat
is on the sides; N: normal tissue; T: tumor sample; one or two arrows
pointing up indicate insertions of one or two cytosines respectively at
the repeat. Case 404A is an adenoma case positive for PolyC-instability.
New mitochondrial variants with 8C are shown in cases 403, 404A, and
406. Also, new variants with 9C are present in case 406 and in the ade-
noma. Mitochondrial polyC heteroplasmy of 6C and 7C variants is
shown in the normal tissue of case 404A. (b) Analysis of single clones
obtained from the adenoma case 404. Variants were cloned and ana-

with polyC-instability or (C),-Ins, while the tumors
with no alterations in the (C), repeat were classi-
fied as tumors without (C),-Ins ((C),-Ins-0). No
associations were found when (C),-Ins was con-
trasted to parameters such as race, gender, age,
metastatic lymph nodes, left or right location, his-
tology type, or stage of tumor progression (Table
2). However, an arbitrary division of tumors with
only one nucleotide variation ((C),-Ins-1) versus
tumors with two or more ((C),-Ins-2) revealed
some intriguing asymmetries. Tumors with (C),-
Ins-2 were at a more advanced stage of progression

lyzed by electrophoresis. The normal or tumoral origin of the clones is
indicated on top; length variants are on the sides. Variants with 6C and
7C were detected in the heteroplasmic normal tissue; variants from 7
to 10 cytosines were detected in the tumor. (c) Clones from tumor 406
and from a lymph node metastatic foci were also analyzed. The tumoral
or metastatic origin of the clones is on top; the lengths of each clone
are on the bottom. Same variants from 8 to |10 cytosines were detected
in the tumor and in the metastasis in similar heteroplasmic proportions.
(d) Sequences of mitochondrial variants from tumor 406. The length of
the C/G repeat is indicated on top of each sequence. The sequence of
7C was also found in the normal tissue.

(Dukes’ D) and associated with young age (40 £ 8
years old) when compared with tumors with (C),-
Ins-1 and with tumors without (C),-Ins (Table 2).
These differences were significant (P < 0.001).
The only adenoma in the series (case 404) found
with mtDNA alterations also exhibited (C),-Ins-2
('Table 1).

mtDNA Variants as Molecular Clocks
in Tumorigenesis

We reported that the levels of instability
observed in the noncoding long mononucleotide
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TABLE |. mtDNA Clones from Colon Tumors?

SCHWARTZ ET AL.

Race Gender Age Case 6C/T/6C 7CIT/6C 8C/T/6C 9C/T/6C 10C/T/6C PolyC-inst.
B F 75 336N 10 —
336T 10 -
w F 70 337N 10 —
337T 10 -
w M 75 339N 10 —
339T 10 -
w F 69 344N 9 | -
344T 2 | 7 +
w M 42 348N 10 —
348T 4 | 6 +
B M 68 360N 10 -
360T 7 3 +
B M 68 362N | 9 HT
362T 9 I HT
w F 64 368N | 9 HT
368T 10 Clonal
w M 54 37IN 9 —
371T 5 5 +
w F 79 376N 10 —
376T 10 -
w F 64 379N 5 5 HT
379T 5 5 HT
w M 85 388N 10 —
388T 10 —
B F 86 389N 4 6 HT
389T 4 6 HT
w M 64 390N 8 2 HT
390T 7 3 HT
w M 38 39IN 10 —
91T 10 —
w F 74 396N 6 4 HT
396T 5 6 HT
w F 55 398N 10 -
398T 4 I 5 +
B F 32 403N 10 —
403T 3 6 | +
\%% M 84 404N 2 I5 HT
404T* 3 2 3 | +
w F 35 406N 10 —
406T 8 7 6 3 +
B M 73 412N 9 -
412T 4 6 +
\%% F 70 415N 10 —
415T | 9 +
na. F 8l 464N 4 6 HT
464T | 5 HT
na. M 67 466N 10 -
466T 3 7 +
na. F 79 471N 10 —
471T 4 6 +
na. F 80 473N 10 -
473T 2 8 +
na. F 83 479N 10 -
479T 4 6 +
B F 46 482N 10 -
482T 8 2 +
w M 42 483N 10 -
483T 20 3 4 +
(Continued)
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TABLE I. mtDNA Clones from Colon Tumors® (Continued)

Race Gender Age Case 6C/T/6C 7C/T/6C 8C/T/6C 9C/T/6C 10C/T/6C PolyC-inst.
w M 82 500N 10 —
500T 3 7 +

?Cloned (C)n variants from colorectal tumors. W, white; B, black; M, male; F, female; N, normal; T, tumor; HT, heteroplasmy; n.a., not available; +, cases
with polyC-instability; (*), adenoma case with polyC-instability. The nucleotide sequence of the repeat is indicated on top. Numbers of analyzed clones
are represented according to the cytosines of the repeat. Case 368N was found heteroplasmic with variants of 7C and 8C. Tumor case 368 has only
the 8C variant and was considered as clonal in terms of polyC-instability. Ten clones from additional forty five colon tumors with their corresponding
normal tissues were also analyzed. Cases 351, 354, 355, 359, 380, 383, 385, 386, 399, 401, 402, 408, 409, 414, 432, 463, 465, 467, 468, 470, 474, 477,
481, 484, 485, 497, 502, 503, 509, 510, 519, 520, and 522 have only a variant with 7C; cases 330, 349, 361, 373, 375, 378, 416, 472, 480, 494, and 496
have a variant with 8C; case 478 was heteroplasmic and have variants with 8C and 9C in similar proportions. No polyC-instability was detected in tu-
mor cell lines with nuclear MSI from colon: SW48, LS174T, LS180T, DLD-1, HCT15, HCTI 16, LoVo, HuTu80. CaCo2, HT29, and LS41 IN; pancreas:
Hs766T; endometrium: AN3CA, RL95-2, SKUT-1, SKUT-1B, HECI-A, and HECI-B; breast: Cal5| and prostate: DUI45. Additional tumor cell lines
without MSI from stomach: MKN I, KATOIIl, MKN45, MKN74, JRST, and MKN28, endometrium: Hs825T and Hs248T, and colon: SW620, were also

negative for polyC-instability.

repeat sequences Bat26 and APA3 varied in gastro-
intestinal and endometrial tumors of the mutator
phenotype, with colon having the highest level of
instability followed by stomach and endometrium
(Schwartz et al.,, 1999). We interpreted these
results as reflecting the tumor replication histories
according to the use of microsatellite sequences as
molecular clocks (Shibata et al., 1994, 1996;
Schwartz et al., 1999; Tsao et al., 2000). To test the
hypothesis that instability at the mtDNA (C),
repeat has similar mutational dynamics as nuclear
microsatellite sequences in a defective DNA
MMR environment, we compared the profiles of
mtDNA mutations in colon, gastric, and endome-
trial cancers with the extent of nuclear MSI deter-
mined by the average number of deleted nucleo-
tides in long noncoding mononucleotide repeats
Bat26 and APA3 (Table 3). There was a good corre-
lation (» = 0.99) between the relative average
degree of instability in the nucleus in the tumors
with MSI, and in the mitochondria in all these
tumors irrespective of their nuclear MSI status. Co-
lon cancer had the highest relative degree of nu-
clear MSI and (C),-Ins, followed by stomach and
endometrium tumors.

(C)n-Instability Depends on the Length
of the Repeat

During this analysis, we identified two tumors,
stomach tumor J7 and breast tumor BC50, with
deletions of several nucleotides in the (C), repeat
(Fig. 2a). Sequencing analysis of the shortened
sequences revealed that the T, normally present
in the wild type repeat sequence (CCCCCCCCT=
CCCCCC), was absent in these tumors (Fig. 2b).
Therefore, these results suggest that deletions of
the T or transitions from T to C at nucleotide 310
occurred in these tumors. In either case, these
alterations changed the sequence of the inter-

rupted (C)g/T/(C)q repeat into a longer and more
unstable repeat. Accordingly, new mtDNA variants
appeared in these cases by sequential deletions of
one repetitive unit (Fig. 2a). Analysis of clones
revealed shorter lengths of the repeat from 12C to
9C in the stomach case and from 14C to 11C in
BC50 (Figs. 2a and b). Neither the T-C transitions
nor these new variants were detected in their re-
spective normal tissues by cloning and sequencing.
Also, no clones with 15C were detected in any
case, manifesting the high level of instability of
this particular sequence.

DISCUSSION

Widespread MSI characterizes a majority of
tumors from patients with HNPCC and also a mi-
nority of sporadic tumors from the colon, stomach,
and endometrium (Burks et al., 1994; Shibata et
al., 1994; Eshleman and Markowitz, 1995; Yama-
moto et al., 1997, 1998; Schwartz et al., 1999). The
analysis of this type of instability has facilitated
learning about the mutational dynamics of microsa-
tellite sequences in the human genome. Because
of the inherent instability of microsatellite sequen-
ces, slippage mutations within these sequences by
strand misalignment occur during DNA replication
(Perucho et al., 1994; Marra and Boland, 1995).
T'hus, longer sequences are more unstable because
of their higher probability for misalignment errors
and consequent slippage (Streisinger et al., 1966).
These trends establish a spontancous mutational
dynamic process that configures, in concert with
the DNA mismatch repair system, the length of
microsatellites at an evolutionary determined time
point and explains the allelic variability of these
sequences within human populations (Ellegren,
2000; Xu et al., 2000; Kolodner et al., 2002). There-
fore, in tumors where no DNA mismatch repair
system is present, these somatic mutations will rap-
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TABLE 3. Relative Ratios of PolyC-Instability and Nuclear MSI in Gastrointestinal and Endometrial Cancers

PolyC-instability

Tumor Bat26® RR Bat26” Mutated Tumors (%) Relative Ratio® Mutational Events (%) Relative Ratio
Colon
MSI =3 100 25 (10/39)¢ 100 33 (13/39) 100
MSS 23 (17/75) 92 35 (26/75) 106
Stomach
MSI 9*2 82 20 (7/35) 80 26 (9/35) 79
MSS 17 (12/70) 68 23 (16/70) 70
Endomet
MSI 5x1 45 12 (1/8) 48 12 (1/8) 36
MSS 11 (5/45) 44 13 (6/45) 39

Values in parentheses indicate no. of cases.
*Average Bat26 deletions in tumors (Schwartz et al., 1999).

PRelative Bat26 ratios, taking the average number of deletions of colon tumors as hundred.
“There is a statistical correlation of 0.99 between the relative Bat26 ratios of colon:stomach:endometrium and the corresponding relative ratios

of tumors with positive polyC-instability.

9Additional MS| cases were added from our previous study (Schwartz and Perucho, 2000).
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Figure 2. Mitochondrial T310C transition in human tumors. (a) Left
panel, stomach tumors; right panel, breast tumors; case numbers are
on top; N, normal tissue; T, tumor tissue; arrows pointing down indi-
cate the presence of sequential deletions. PolyC-instability due to the
T310C transition was detected in the stomach tumor ]7 and in the
breast tumor BC50. The arrow pointing up indicates an insertion of
one cytosine and the presence of PolyC-instability in the breast case
BC22. (b) mitochondrial variants from tumor cases J7 and BC50 were
cloned and analyzed. Left, the T310C transition found in the stomach
tumor J7 is shown in a representative sequence from a clone with 9
cytosines. A sequence from the normal tissue without the transition is
next on the right. The polycytidine repeats are underlined and the nu-
cleotide sequences are indicated at the bottom. Right, electrophoretic
analysis of single clones obtained from the breast case BC50. The nor-
mal or tumoral origin of the clones is indicated on top. Variants from
the normal tissue are on the left part of the picture, and the nucleotide

sequence is indicated at the bottom. Clones from tumoral origin are
shown on the right. The arrows pointing down indicate new mitochon-
drial variants with the T310C transition; the nucleotide sequences of
the new polycytidine repeats are at the bottom. New repeat variants
from |1 to 14 cytosines in a row are indicated. (c) Table showing cloned
variants from cases J7 and BC50. Cases are on the left; the T310C tran-
sition and the number of analyzed clones are indicated. The nucleotide
sequence of the repeat is on top. As shown, normal variants with 7 and
8 cytosines without the transition mutation were detected in the nor-
mal tissue of the stomach case )7, indicating the presence of hetero-
plasmy. All clones from the normal breast tissue have an 8C/T/6C
sequence. Only tumor cases show cloned variants with the transition
mutation. The shortest variants with 9 and 10 cytosines were found
only in the stomach tumor. Longer variants from || to 14 cytosines
were also detected in these tumors. [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]
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fact that the majority of normal cells are homoplas-
mic in nature, the presence of heteroplasmy in tu-
mor cases with PolyC-instability instability raises
the question of how different mitochondrial var-
iants are selected and perpetuated. Indeed, accord-
ing to the mutator phenotype model for MSI ap-
plied to nuclear repetitive sequences, only muta-
tions in the target genes of the mutator phenotype
that give clonal advantage to the tumor cells should
be perpetuated. However, and also according to
the model, although the clonal advantage concept
is valid for repetitive sequences within coding
regions, it is not valid for neutral sequences such
noncoding microsatellites. Instead, mutations in
these sequences get clonaly perpetuated because
of their high rates of instability. By analogy, we
suggest that such is the case of the mitochondrial
polycytidine repeat. Even though it is not clear yet
whether length variations of this repeat could give
growth advantage to the tumor cells, it has been
reported that different lengths do not change mito-
chondrial replication or expression activity in vitro
(Hauswirth and Clayton, 1985; Moraes ct al.,
1991). These results suggest the neutrality of this
sequence. The absence of mutations in the (A)g
tract within the subunit 5 of the mitochondrial
NADH gene in these tumors also suggests that
negative selective pressures modulate the muta-
tional dynamics of this coding sequence and rein-
forces the concept of neutrality of the polycytidine
repeat.

Therefore, mutations within this neutral sequence
should be understood by analogy according to the
mutational dynamics that rule neutral nuclear
microsatellite sequences. The perpetuation of dif-
ferent length variants of the polycytidine repeat in
tumor cells and the establishment of new hetero-
plasmic populations depend on: first, the above
mentioned underlying mechanism of slippage
errors supported by the absence of an effective
specific mismatch repair system and second, high
numbers of mitochondrial replication cycles that
will allow the progressive accumulation of new mu-
tant mitochondrial variants. In accordance with
this, recombinant plasmids containing the polycyti-
dine repeat have been shown to generate different
length variants when repeatedly passaged in E. co/i
(Hauswirth and Clayton, 1985). It is known that
Although mitochondrial DNA replicates independ-
ent of the mitotic cell cycle, the high mitotic rates
of tumor cells might indirectly induce higher mito-
chondrial replication activities. Therefore, we
understood the association seen in colon tumors
between PolyC-instability and dukes D and young
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age as a consequence of the high replication activ-
ity of these poor-prognosis tumors. Indeed, high
levels of PolyC-instability were also detected in
a benign colorectal adenoma, most likely associ-
ated with a long mitotic history. There is no evi-
dence at this point that PolyC-instability is
involved in tumor progression or cellular growth
advantage.

On the other hand, the two T310C transitions
detected in two tumors provide new evidence of
the inherent unstable nature of the polycytidine
repeat. The absence of mutations in the normal tis-
sues of these cases confirms these transitions as so-
matic mutations. The T310C mutation changes
the sequence length of the repeat and generates a
new (C);s repeat. According to the dynamics of
mutability at neutral microsatellite sequences, new
shorter variants are generated by sequential dele-
tions of repetitive units. The shortest variants were
detected by clonal analysis in the stomach case.
Indeed, length variants from 11 to 14 cytosines
were found in the breast cancer case while variants
from 9 to 12 cytosines were detected in the stom-
ach tumor. Again, these differences could be
explained by a higher mitochondrial replication ac-
tivity of the stomach tumor. According to this con-
cept, we suggest a possible use of the polycytidine
repeat as a molecular clock for mitochondrial repli-
cation activity. It is not clear however whether
mitochondrial segregation might influence on the
segregation of new polyC variants. Even though
mitochondrial segregation most likely relays on
randomness, some discussion is being raised re-
garding an alternative nonrandom segregation pro-
cess. In any case, it is unlikely that mitochondrial
segregation might significantly alter the levels of
polyC-instability detected in the tumors because
in fact, the instability of this sequence is an inher-
ent condition of microsatellites. However this
might not be so clear for specific point mutations
in nonrepetitive sequences and will have to be
addressed properly. Also, it has been found that
sequence interruptions within microsatellite se-
quences confer differential allelic stability in mis-
match repair deficient cells (Bacon et al., 2000).
These findings are very relevant concerning the
screening of genomic instability in HNPCC
patients. In accordance with these findings, insta-
bility at the polycytidine repeat also varies ac-
cording to its length and the presence of an
interrupting thymidine within the sequence. In-
sertions are found when a thymidine is interrupt-
ing the sequence while deletions occur when
no thymidine is present. These results clearly show
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that the mutational dynamics of this repeat mimics
the evolutionary dynamics of microsatellite DNA
sequences.

Because of the neutrality of the (C), repeat, the
significant association with advanced stage of pro-
gression suggests that polyC-instability might be
related to a highly mitogenic history and to pro-
gressive tumors, in particular tumors that had al-
ready metastasized at the time of diagnosis. Hence,
the clonal distribution found in tumors ]J7 and
BC50 also reinforces the hypothesis that higher
levels of polyC-instability in mitochondria associ-
ate with higher replication rates of mitochondrial
DNA. The absence of mutations in the NADH de-
hydrogenase gene (A)g coding repeat, in contrast
with the relative high frequency of mutations in
the (C)s/T/(C)g noncoding repeat, also reinforces
the idea of the neutrality of the polycytidine
repeat.
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Abstract

Maintenance of genomic stability depends on the appropriate cellular
responses to DNA damage and the integrity of the DNA repair systems.
We analyzed stomach tumors with microsatellite instability (MSI) for
frameshift mutationsin several potential tar gets of the mutator phenotype
involved in DNA damage-response pathways, such as the ataxia telangi-
ectasia mutated protein-related protein (ATR)-CHK1-Cdc25¢c pathway,
and DNA repair. High frequency of mutations was found within ATR [5
(21%) of 23], MED1 [10 (43%) of 23], hMSH3 [13 (56%) of 23], and
hMSH®6 [10 (43%) of 23] genes. Also, a low frequency of mutations within
the CHK1 gene was detected in 9% (2 of 23) of tumors. No mutations of
hMLH3, ATM, BRCAL, or NBSL1 genes were detected. These results con-
firm ATR, MED1, and CHK1 as targets of the mutator pathway in
stomach tumorigenesis, and also suggest a potential role of MED1 increas-
ing, together with hMSH3 and hMSH6, the genomic instability in the
mutator pathway as a secondary mutator. Furthermore, these results
suggest that the inhibition of the ATR-CHK1 DNA damage-response
pathway might be involved in the tumorigenesis of gastric cancer with
microsatellite instability.

Introduction

Maintenance of the genome stability depends on the correct regu-
lation of the cellular responses to DNA damage and the integrity of
the DNA repair systems. Because of defectsin DNA mismatch repair
genes, sporadic stomach tumors of the mutator phenotype harbor
hundreds of thousands of somatic mutations in repetitive sequences
genomewide. According to the model (1), cells become tumorigenic
when inactivating mutations occur in repetitive sequences within
coding regions of cancer genes. The inactivation of these genes,
known as targets of the mutator phenotype, give tumor cells growing
advantage and positive selection, and become clonally perpetuated.
ATR?* is a member, together with the ATM and the DNA protein
kinase (DNA-PK), of the phosphatidylinositol kinase family and
activates after DNA damage (reviewed in Refs. 2 and 3). Also, ATR
activates by phosphorylation the cell cycle checkpoint kinase CHK 1,
arresting cells into G,-M through the inactivation of the Cdc25c
kinase also by phosphorylation (4). Furthermore, it has been recently
shown that ATR phosphorylates p53 and BRCA1 proteins after DNA
damage (5, 6). Because ATR and CHK1 genes have (A),o and (A)g
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repeats in their respective coding sequences, both are potential targets
of the mutator phenotype. Frameshift mutations in the ATRor CHK1
genes might compromise the ATR-CHK1-Cdc25¢c DNA damage-
response pathway, avoiding the G,-M cell cycle arrest of tumor cells.
Also, inactivating mutations of the ATRor CHK1 genes may inhibit
the phosphorylation of p53 and BRCA1 proteins after DNA damage,
compromising the p53 apoptotic activity or the repair activity of
BRCAL1 in these tumors. Indeed, BRCA1 together with ATM form a
large protein repair complex with several other proteins such as the
Mrell-Rad50-NBS1 repair complex and the hMLH1, hMSH2, and
hMSH6 DNA repair proteins (7). Recently, two new repair proteins
have also been reported to interact with hMLH1: MED1 and hMLH3
(8, 9). Because most of the genes encoding these repair proteins
contain repetitive sequences within their coding regions, they are
potential targets of the mutator phenotype and, therefore, secondary
mutator candidates in the mutator pathway for gastrointestinal tumor-
igenesis.

We analyzed sporadic stomach tumors and cell lines with MS| for
frameshift mutations within the MED1, hMLH3, hMSH3 hMSHG
ATM, BRCA1 NBS1 ATR and CHK1 genes. Frequent frameshift
mutations in ATR CHK1, MED1, hMSH3 and hMSH6were found.
These results confirm ATR CHK1, and MED1 as target genes of the
mutator phenotype in gastric cancer, which suggests the inhibition of
the ATR-CHK1 DNA damage-response pathway in stomach tumori-
genesis. A potential role of MED1 as secondary mutator together with
hMSH3and hMSH6in the mutator pathway is also suggested.

Materials and Methods

Tumor Samplesand Cell Lines. Tumors were obtained from the National
Cancer Center Research Institute (Tokyo, Japan), from the Sapporo Medical
University (Sapporo, Japan) and from the Centre d’Investigacions en Bio-
quimica | Biologia Molecular Val d'Hebron (CIBBIM; Barcelona, Spain).
Sample collection was carried out in accordance with previously established
ethical protocols. Collected tumors were immediately frozen in liquid nitrogen
for further analysis. Human cancer cell lines were obtained from the American
Type Culture Collection and also from the Japanese Cancer Research Re-
sources Bank in Osaka, Japan. Genomic DNA was extracted with phenol-
chloroform according to standard procedures.

Analysis of Instability in Repetitive Sequences within Microsatellites
and Target Genes. Stomach tumors were analyzed for genomic MSI by PCR
using two mononucleotide repeats, (A),5 of APA3 and (A),s of BAT26, and
the dinucleotide repeat D1S158, as described previously (10—12). Frameshift
mutations in target genes were also analyzed. Briefly, PCR was carried out
with Vent DNA polymerase (New England Biolabs, Beverly, MA) in the
presence of 0.2 mCi of [a-*?P]dCTP as follows: one cycle at 94°C for 4 min.,
followed by 35 cyclesat 94°C for 30 s, 55°C for 30 s., and 72°C for 30 s. PCR
products were analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide gel and subjected
to autoradiography. The PCR primers for ATM, BRCA1 NBS1 hMSH3 and
hMSH6 have been described elsewhere (13, 14). The corresponding primers
for ATRwere 5-GCC ACT TCT CAA CAT GAA TG-3' and 5'-GCA AGT
TTT ACT GGA CTA GG-3'; for CHK1, 5'-AAT TGC CAT GGG ACC AAC
C-3' and 5'-CTA GAG GAG CAG AAT CGA TT-3'; for MED1, 5'-TGC
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ATT TCT GAT GCT GGA GC-3' and 5'-TGA TGC CAG AAG TTT TTT
GTT C-3; and for hMLH3, 5'-ATG CTA CTG AAG TGG GAT GCC A-3'
and 5'-CAG TGG AAC ATA ATT TAA CTC G-3'. All primers amplified
coding sequences that comprise the mononucleotide tracts of (A), in NBSL;
(T); in ATM; (A)g in BRCAL and hMSH3; (C)g in hMSHS; (A) in hMLH3 and
CHKZ; and (A),, in ATR and MED1 genes.

Results

Frequent Frameshift Mutations within the ATR and CHK1
Genes of the DNA Damage-Response Pathway in Stomach Tu-
mors of the Mutator Phenotype. MSI was detected in 13% (23 of
175) sporadic stomach tumors from our collection. These cases were
analyzed for frameshift mutations in repetitive sequences within the
DNA damage-response genes ATR and CHK1, from the ATR-CHK 1-
Cdc25¢c-Cdc2 damage-response pathway (Fig. 1). Mutations within
the (A),,, repeat of ATR were found in 21% (5 of 23) of cases. All of
the cases showed deletions of one adenine and were heterozygous
(Table 1). Frameshift mutations were also detected in the endometrial
tumor cell lines with MSI as follows: HEC-1A, HEC-1B, SK-UT-1,
and SK-UT-1B. These frameshift mutations generate, from the codon
774 of ATR, two alternative reading frames with stop codons at the
776 codon for the insertions, and the 777 codon for the deletions.
These truncated forms of ATR lack the last two-thirds of the protein,
which include the functional ATR phosphatidylinositol 3-kinase sig-
nature at the COOH termini (reviewed in Ref. 3).

Also, an insertion and a deletion of one adenine in the CHK1 gene
were found in tumor cases V155 and V158, respectively. The low
intensity of the mutant band of case V158 (Fig. 1) is attributable to the
high amount of contaminating normal tissue present in the tumor
sample, according to the bat26 microsatellite analysis (not shown).
Therefore, alow frequency of slippage mutations within CHK1 char-
acterizes stomach tumors with MSI. No mutations of ATR or CHK1
were found in stomach tumors and tumor cell lines without MSI (Fig.
1). Interestingly, when we confronted cases with mutations within
these target genes, we found that most tumors with ATR mutations (4
of 5) aso harbor concomitant mutations of the hMSH6 gene. Indeed,
17% (4 of 23) of tumor cases show simultaneous mutations of ATR
and hMSH6, whereas the expected ratio of concomitant ATR-hMSH6

mutations was only 9%. However, this association did not reach
statistical significance because of the low number of cases. No similar
associations were observed when the other target genes were con-
fronted, and the yielded values were always in accordance with the
expected ratios in all cases.

MEDL1 as a Target Gene of the Mutator Phenotype in Gastric
Tumors. High Incidence of Frameshift Mutations in Secondary
Mutators. Frameshift mutations at the DNA repair genes ATM,
BRCA1, NBSL, MED1, hMLH3, hMSH3 and hMSH6, were also ana-
lyzed (Fig. 1; Table 1). Mutations within the (A),o tract of MED1
were found in 43% (10 of 23) of the tumors (Table 1). All these
positive cases had deletions of one adenine and were heterozygous.
No mutations were found within the repetitive tracts of ATM, BRCA1,
NBSL, or hMLH3 genes, although a deletion of one adenine within
hMLH3 was found in the M S| + stomach tumor cell line SNU-1. Also,
mutations in the (A)g and (C)g tracts from the hMSH3 and hMSH6
secondary mutators were found in 56% (13 of 23) and 43% (10 of 23),
respectively, of tumors. Furthermore, all positive cases for hMSH3
mutations had deletions of one adenine, whereas tumors with hMSH6
mutations had preferentially insertions of one or two cytosines. Also,
cases V156, J53, and J85 were homozygous for mutations in hMSH6
and cases V22, J71, J85, J89, J94, and J99 showed concomitant
mutations of both genes (Table 1). No mutations of MED1, hMLH3,
hMSH3, or hMSH6 were found in additional stomach tumors and
tumor cell lines without MSI (Fig. 1). According to our results, a high
incidence of frameshift mutations of the MED1, hMSH3, and hMSH6
DNA repair genes characterizes stomach tumors with MSI. These
results also suggest a potentia role of MEDL1, together with hMSH3
and hMSH6, as a secondary mutator of the mutator phenotype path-
way for gastrointestinal tumorigenesis.

Discussion

We have shown frequent frameshift mutations of the ATR and a
low frequency of slippage mutations of the CHK1 kinases in gastric
tumors with MSI. ATR and CHK1 proteins are checkpoint kinases of
the cellular response pathway to DNA damage, which induce cellular
arrest in G,-M after DNA damage through the inactivation of Cdc25c
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Table1 Target genes in stomach tumors with MS

Analysis of
microsatellites Target Genes
hMSH3 hMSH6 CHK1 hMLH3 ATR MED1
Tumor cases Bat26 APA3 (A)8? (c)8? (A)9? (A)? (A)10? (A)10?
Stomach tumors, percentage
of positive cases® 56% (13/23) 43% (10/23) 9% (2/23) 0% 21% (5/23) 43% (10/23)
(% +° + - +u - - +d +d
V6 + + - - - — - -
V21 + + +d - - - - +d
V22 + + +d +u - - - -
V23 + + +d - - - +d -
V152 + + +d — - — — —
V153 + + - - - - - +d
V154 + + +d - - - - +d
V155 + + - +u +u - +d -
V156 + + - +u,uu - - +d -
V157 + + - - - - - +d
V158 + + - - +d - - -
J53 + + - +u,uu - - - —
J60 + + +d - - — - -
J62 + + - - - - - +d
Jrl + + +d +u - — - +d
Jr8 + + - - - - - +d
J85 + + +d +u,d - - - +d
J39 + + +d +u - - +d -
Jo4 + + +d +d - - - +d
Jo5 + + +d — - — — —
J99 + + +d +d - — - -
J106 + + +d - - - - —

2The size of the repeat.

P All tumors and tumor cell lines were negative for mutations within the DNA repair genes ATM (T),, NBSL (A), and BRCAL (A)g.
¢+, mutant; —, wild type; +u, 1-bp insertion; +u,uu, homozygous insertions of 1 and 2 bp; +d, 1-bp deletion.

and Cdc2 by phosporylation (4). ATR plays a centra role in the
regulation of this response pathway, and its inactivation in gastric
tumors clearly suggests that the inhibition of the ATR/CHK 1 pathway
in stomach cancer may lead to tumor cell progression.

Indeed, it has been shown that heterozygous mutations of CHK1
enhance tumor formation in WNT-1 transgenic mice, which directly
implies an involvement of the ATR/CHK 1 pathway in tumor suppres-
sion (4). Also, homozygous inactivation of ATR in mice results in
embryonic lethality (15), and overexpression of akinase-inactive form
of ATR in human fibroblasts reduces cell viability by 2-5 times (16,
17). These studies show a clear dominant-negative effect of the
inactive-ATR form, capable of inducing cell death independently of
the presence of wild p53. In accordance with this data, our results
show heterozygous mutations of ATR and CHK1 in the tumors and
tumor cell lines analyzed, which suggests a possible dominant-nega-
tive effect of the ATR mutationsin stomach cancer also. The presence
of heterozygous mutations of ATR in the endometrial tumor cell lines
HEC1A/B and SK-UT-1/B will alow functiona studies of this pro-
tein and will provide the field with a cellular model for further
research. These studies should clarify whether the mutant forms of
ATR, originated by slippage mutations, aso have a dominant-nega-
tive effect in these tumors.

Recently, ATR has been shown to phosphorylate the Ser15 of p53,
promoting the transactivation of p53 and the phosporylation of p21,
which in turn inhibits the CdK2 kinase and also arrests the cell cycle
(Ref. 5; reviewed in Ref. 2). It should be note also, that phosphoryl-
ation of p53 by CHK 1 has been reported recently by Shieh et al. (18).
However, athough this pathway may also lead cells to apoptosis after
DNA damage, it is not clear yet whether the inactivation of ATR and
CHK1 in stomach tumors will prevent tumor cells from undergoing
apoptosis. Nonetheless, we suggest that frameshift mutations in ATR
and CHK1 might lead to the inactivation of the p53-cell cycle arrest
pathway in stomach tumors with MSI, thus contributing to the pro-
gression of tumor cells in gastric cancer of the mutator phenotype.

Furthermore, our results also agree with the haploinsufficiency
model of the mutator phenotype, recently proposed by Perucho et al.
(19). According to the model, monoallelic mutations in several target
genes that belong to the same tumor-related pathway accumulate in
cancer cells during tumor progression and inactivate the pathway.
Hence, our results suggest that monoallelic mutations in ATR and
CHK1 genes may cause the inactivation of the ATR/ICHK1 DNA
damage-response pathway in gastrointestina tumors of the mutator
phenotype.

On the other hand, because the integrity of the cellular genome al'so
depends on specific DNA repair protein complexes, we extended our
analysisto other targetsinvolved in DNA repair. It isknown that ATR
and ATM, another checkpoint kinase that is a so involved in pathways
similar to those of ATR, can activate BRCA1 by phosphorylation.
BRCA1 together with ATM forms alarge repair protein complex with
the DNA repair Mrell-Rad50-NBS1 complex and hMLH1, hMSH2,
and hMSH6 proteins. This complex, known as BASC (for BRCA1-
associated genome surveillance complex), acts as a sensor of DNA
damage and is involved in the repair of double-strand brake lesions
(7). Also, hMLH1, hMSH2, and hMSH6, together with hMSH3,
MED1, and hMLH3 proteins are involved in the recognition com-
plexes and repair of mismatch replication errors. Interestingly, most of
these proteins have repetitive sequences within the coding region of
their respective genes and are candidate targets of the mutator phe-
notype. Indeed, previous studies have aready shown mutations in
hMLH1, hMSH2, MED1, Rad50, hMSH3, and hMSH6 in gastrointes-
tina tumors of the mutator phenotype (12—14, 20). Accordingly, our
results show frequent mutations of h(MSH3, hMSH6, and MED1 genes
in gastrointestinal tumors with MSI. Although it is not known yet
whether mutations in MED1 can increase the genomic instability that
characterizes these tumors, our results suggest MED1 as a potential
secondary mutator of the mutator pathway, although further analyses
are needed to confirm this possibility.

An adequate regulation and activity of specific cellular DNA dam-
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age-response pathways and DNA repair systems are responsible for
the maintenance of the genome stability and integrity in human cells.
Alterations of these central molecular regulatory pathways may lead
cells to became tumoral. We have shown that because of an exacer-
bated genomic instability, gastric tumors of the mutator phenotype
harbor frameshift mutations in genes involved in main cell-cycle
regulatory and DNA repair pathways. Accordingly, inactivating mu-
tations in several repair genes such as hMSH3, hMSH6, and MED1,
and also the inactivation of the ATR/ICHK1 DNA damage-response
pathway, might contribute to the tumor progression of the gastric
cancer with MSl. Further analyses are required to show whether the
inactivation of these DNA repair/damage-response genes might act
also as cause-contributors of the mutator phenotype instability.
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1- La inestabilidad gendmica vy la haploinsuficiencia de los genes hMLH1 vy
hMSH2: (Anexo 1)

Un defecto en los genes del sistema de reparacion (MMR) provoca la aparicion de un
fenotipo caracterizado por la inestabilidad genomica en los tumores. La inestabilidad de
los microsatélites presenta una gran utilidad para el diagnostico de pacientes con
tumores donde el sistema de reparacion esta alterado. En los pacientes de HNPCC, un
total de 85-90% de individuos con esta enfermedad son positivos al test de inestabilidad
que aun siendo relativamente sensible es inespecifico, debido a que un porcentaje de 10-
15 % de tumores inestables son de origen esporadico (Alonso et al., 2001). BAT26 una
secuencia repetitiva mononucleotidica de 26 adeninas, localizada en el intron 5 del gen
hMSH2 (Zhou et al., 1998b) es uno de los cinco marcadores moleculares recomendados
para detectar la inestabilidad gendémica (Boland et al., 1998; Hoang et al., 1997). No
obstante, numerosas evidencias indican que la Unica presencia de inestabilidad en
BAT26 ya es suficiente para diagnosticar tumores con MSI-H, y su uso identifica
alteraciones en el 97% de los casos (Loukola et al., 2001). El andlisis de esta secuencia
microsatélite en la mayoria de tejidos presenta, un patron polimoérfico de diferentes
longitudes que sigue una distribucion de tipo campana de Gauss. (Figura 6) Aunque el
sistema de MMR es funcional las secuencias microsatélites son inherentemente
inestables y puedan acumular mutaciones de una forma dependiente de replicacion
debido a que por simple probabilidad, un pequefio porcentaje de mutaciones se escapa a
la reparacion. Por este motivo la secuencia BAT26 presenta una distribucion de tipo
Gauss incluso en el tejido normal (Samowitz et al., 1999; Zhou et al., 1997). La
presencia de inestabilidad gendmica se traduce en una alteracion de los patrones que
definen el polimorfismo de BAT26, lo que comporta la aparicién de fragmentos mas
cortos y un desplazamiento de la distribucion de Gauss.

Las células no-neopléasicas en pacientes de HNPCC presentan un fenotipo normal
debido a la persistencia del otro alelo salvaje del gen MMR mutado en estas familias. La
inactivacion o la pérdida de este alelo salvaje tiene como consecuencia la pérdida de
funciones del sistema de reparacion y la formacion del tumor, este proceso tarda
decenas de afios desde la pérdida del segundo alelo hasta la apariciéon del tumor

(Casares et al., 1995; Hemminki et al., 1994). Parece que la pérdida de MMR es un
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suceso temprano en el desarrollo tumoral en los pacientes HNPCC, que ocurre antes de
la seleccion de mutaciones en genes supresores (Aaltonen et al., 1994; Iino et al., 2000).
La mayoria de métodos de analisis actuales, permiten solo la deteccion de los alelos
predominantes, y aunque los niveles bajos de inestabilidad pueden generar alelos mas
cortos con una frecuencia baja, estos fragmentos cortos no pueden ser detectados debido
a la sensibilidad técnica. En nuestro estudio hemos utilizado un método alternativo
basado en técnicas de PCR-clonacién con el objetivo de detectar niveles bajos de
moléculas inestables en pacientes portadores de mutaciones germinales en los cuales la
MSI podria detectarse antes del diagndstico del tumor. Hemos estudiado dos familias
HNPCC: familia A con una mutaciéon germinal en hMLH1 y la familia B en hMSH2.
Hemos analizado la sangre periférica de individuos de cada familia tanto portadores
como no portadores de la mutacion y fenotipicamente normales con el objetivo de
determinar la distribucion de las diferentes longitudes de la secuencia de BAT26.

El anélisis de los clones de individuos de las dos familias defini6 un rango de longitudes
de BAT26 entre 21 y 27 adeninas (los que consideramos como alelos estables) en los
miembros no portadores de mutaciones, y un rango de longitudes entre 15 y 27 adeninas
en los miembros portadores de mutaciones (la longitud igual o inferior a 20 adeninas
identifica alelos inestables). Los dos grupos (portadores/no portadores) demuestran una
distribucion de tipo Gauss sin que existan diferencias respecto a la edad de los pacientes
en ambos grupos. La frecuencia de alelos inestables detectados representa el 5,6%
(102/1814) del total de clones analizados en los pacientes portadores de ambas familias.
Nuestros resultados demuestran que un nivel bajo de inestabilidad genomica caracteriza
los pacientes HNPCC portadores de la mutacion antes del diagnostico del tumor.

El modelo actual de inestabilidad de microsatélites en tumores defectivos en reparacion
de errores replicativos asume que el defecto de reparacion y sus consecuencias
(acumulacion progresiva de mutaciones) se inicia tras la pérdida-inactivacion de los dos
alelos del gen reparador primario (Tsao et al., 2000). Mientras que la pérdida se produce
de forma bialélica por hipermetilacion en los casos colorrectales inestables esporadicos,
en los tumores inestables de HNPCC se produce de forma progresiva: mutacion
germinal de un alelo y pérdida (LOH) alélica posterior del segundo alelo (Kuismanen et
al., 2000). Segtn nuestros datos, el fenotipo mutador podria no ser realmente recesivo,

como se ha postulado anteriormente (Casares et al., 1995), sino que ya se iniciaria tras
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la inactivacion monoalélica del gen, aunque la gran acumulacion de mutaciones asi
como el efecto de inestabilidad importante s6lo tendria lugar tras la pérdida bialélica.
De ser asi, la acumulacion de mutaciones tendria lugar en el tejido normal incluso antes
de la aparicion de la célula MMR-/- y por tanto, de la célula tumoral MMR-/- y de su
expansion clonal. Este modelo se basaria en la haploinsuficiencia del gen reparador y
reflejaria la presencia de células circulantes con un fenotipo normal MSI (-/+). De
hecho, estudios anteriores realizados por Calabrese y sus colaboradores sugieren que las
células no-neoplasicas de colon en pacientes HNPCC pueden acumular mutaciones
oncogénicas en el tejido antes de la pérdida completa de MMR, lo que se puede explicar
por una reduccion de efectividad del sistema MMR (Calabrese et al., 2004). Estos
resultados estdn en concordancia con otros estudios realizados en diferentes modelos
animales como la Drosophila y ratones transgénicos. Se ha demostrado que mutaciones
germinales heterocigotas favorecen el aumento de niveles de inestabilidad, y se ha
obtenido resultados similares en levaduras con defecto en MLH1 y MSH2 (Baida et al.,
2003; Lopez et al., 2002). Las mutaciones observadas podrian ser acumuladas desde el
nacimiento en los tejidos de los pacientes HNPCC portadores de la mutacion germinal,
aunque el grado de inestabilidad no estd en correlacion con la edad de los pacientes que
llevan la mutacion, lo que podria deberse a la propia haploinsuficiencia.

No obstante, la presencia de baja inestabilidad en los pacientes HNPCC portadores de la
mutacion y con un fenotipo normal, puede tener otras explicaciones alternativas. Asi,
otra posibilidad es el efecto de que la mutacion en los genes MLH1 y MSH2 que existe
en las células normales con un genotipo MSI(-/+) sea dominante negativa. Sin embargo
esta posibilidad es poco probable por dos motivos: primero, porque la mayoria de
tumores HNPCC pierden el otro alelo salvaje de MMR mediante la pérdida de
heterocigocidad (LOH), lo que sugiere que la mayoria de mutaciones en los genes
MMR en pacientes HNPCC no ejercen funciones dominantes negativas. Segundo,
porque las mutaciones germinales homocigotas de genes de MMR son letales o
provocan la muerte a muy corta edad (Vilkki et al., 2001).

Por otro lado, la presencia de alelos muy cortos de entre 15-17 adeninas podria sugerir
la presencia de células circulantes que han perdido completamente los dos alelos del gen
reparador (MMR-/-), lo que explicaria la presencia de células que acumulan mas

alteraciones. Estas células podrian tener un fenotipo normal o maligno. De hecho, a
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cuatro de los cinco individuos analizados se les ha diagnosticado una neoplasia antes o
después de la extraccion de sangre.

Explicaciones al margen, nuestros resultados pueden tener una implicacion clinica, ya
que la deteccion de baja inestabilidad puede ser utilizada para la caracterizacion de
pacientes portadores de mutaciones germinales, lo que podria ser de gran utilidad en
aquellos casos o familias en los que no se detectan mutaciones germinales en los genes
reparadores del sistema de reparacion (MMR) conocidos hasta el momento. Ademas, la
deteccion de alelos mutantes de BAT26 puede servir como una herramienta mas para el
analisis de la presunta patogenicidad de las mutaciones de cambio de sentido en los
genes MMR en los pacientes HNPCC portadores. De hecho, un 29% de las mutaciones
identificadas en hMLHI1 y un 16 % en hMSH2 son de cambio de sentido, lo que en
determinados casos puede dificultar la interpretacion de resultados en el diagndstico de
HNPCC (en especial en ausencia de otros familiares afectados), ante la posibilidad de
que no sean necesariamente patogénicas. En este sentido, un 12% de las mutaciones por
cambio de sentido identificadas en hMLH1 y un 20% en el caso de hMSH2 son
polimorfismos y no son consideradas como causales del sindrome de HNPCC (Lynch &
de la Chapelle, 2003). El analisis de proteinas del sistema de reparacion mediante
técnicas inmunohistoquimicas nos permite detectar los niveles de expresion de proteinas
del sistema de reparacion, de manera que puede dar una idea del estado de los genes del
sistema de reparacion e indirectamente de la patogenicidad de las mutaciones (Lindor et
al., 2002; Thibodeau et al., 1998). En este sentido, el uso de la técnica de PCR-
clonacién puede ser un nuevo instrumento para constatar la patogenicidad de algunas

mutaciones frente a otras.

D‘.‘31 75230 BATZS BAT2
= | " il
'h.n“| \'l\. Vgl F --"“'I l = _EL. T -'-'\'II"!.I-"L... —

“___, L

- o T,

EE:3-

EEE
EHES

Adonal | Bl | i e
1l s 1 | 1 . L
Oysplesa _/lL__ = N WLER i Jf-'“ﬁ [HFRE S

r N
Carcinoma A E |
i 'I""‘w'.. .ml.JL"' |

—rcti un-. (T

ll| I.l

Figura 6: Inestabilidad de microsatélites en adenocarcinomas gastricos y su adenoma.
El tejido normal presenta una campana de Gauss en los cinco marcadores
utilizados.
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2- La inestabilidad en el genoma mitocondrial: (Articulo 1, Anexo 2)

Aunque la inestabilidad de microsatélites (MSI) esta relacionada con defectos en el
sistema de reparacion de errores (MMR), existen indicios de la implicacién de otros
factores como la inestabilidad inherente propia de las secuencias repetitivas y la
fidelidad de las polimerasas de replicacion. Se ha postulado que la falta de fidelidad de
la polimerasa podria ser el primer mecanismo para la induccion espontinea de
mutaciones (Viguera et al., 2001). En un estudio realizado por Nazumi A y sus
colaboradores se ha identificado un nuevo mecanismo para la induccién de mutaciones
en microsatélites en lineas celulares (fibroblastos) con un sistema de reparacion normal
transfectadas con el gen de la polimerasa [ (Yamada & Farber, 2002). La
sobreexpresion de la polimerasa B induce mutaciones en la secuencias microsatélites de
manera independiente de la composicion de mononucledtidos, quizd causando la
perturbacion de la replicacion del DNA. En este estudio sugieren que las mutaciones
observadas en tumores de baja inestabilidad (MSI-L) podrian deberse a la
sobreexpresion de polimerasa B en presencia de una actividad normal del sistema de
reparacion de errores. Se piensa que la polimerasa 3 esta involucrada en el proceso de
excision de bases, de manera que protege las células del dafio inducido por agentes
citotoxicos (Sobol et al., 1996; Sobol et al., 2000). En condiciones normales la
expresion de polimerasa [ es baja durante el ciclo celular (Zmudzka et al., 1988),
también la fidelidad de replicacion de este enzima es muy baja comparado con otras
polimerasas. Las células eucariotas contienen por lo menos otras cuatro polimerasas:
polimerasas de replicacion de DNA a, v, 9, y € requeridas para la replicacion del DNA
en el nucleo. Es de particular importancia que la DNA polimerasa vy, es la tinica DNA

polimerasa encargada de la replicacion y reparacion del DNA mitocondrial (DNAmt).

Se ha demostrado que la polimerasa y presenta una alta tasa de infidelidad comparada
con las polimerasas nucleares (Kunkel & Loeb, 1981), y se han encontrado varias
mutaciones tanto puntuales como inestabilidad de microsatélites en el DNA
mitocondrial en diferentes tipos de cancer humano (Fliss et al., 2000; Maximo et al.,
2002). En particular, se ha observado inestabilidad mitocondrial (mtMSI) dentro de la

secuencia mononucledtidica D310 (7C/T/6C) en cancer de mama (29%), cancer de
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cabeza y cuello de (37%) (Sanchez-Cespedes et al., 2001), en cancer de ovario (20%)
(Liu et al., 2001) y también en cancer de endometrio (32%) (Liu et al., 2003).

En estudios anteriores se ha demostrado que la inestabilidad de microsatélites que
caracteriza los microsatélites de un fenotipo mutador en tumores gastrointestinales no
esta asociada con la inestabilidad mitocondrial en la secuencia repetitiva D310
(Schwartz & Perucho, 2000). Las variaciones detectadas en el DNAmt en nuestro
estudio no estan asociadas con la inestabilidad de los microsatélites nucleares como
BAT26 y APA3 (estas dos secuencias son mas largas que la secuencia mitocondrial
analizada). Por lo tanto, los genes del sistema MMR conocidos, cuya inactivacion
provoca la inestabilidad de microsatélites en tumores gastrointestinales no estan
involucrados en la reparacion de errores en el DNA mitocondrial.

Asi, ya que la inestabilidad mitocondrial en tumores colorrectales y de estdbmago no esta
asociada con la inestabilidad nuclear (Guleng et al., 2005; Schwartz & Perucho, 2000),
sugerimos que la inestabilidad de microsatélites en el DNAmt estd causada por la
inestabilidad intrinseca de la secuencia microsatélite, asi como por la insuficiencia o
ausencia de un sistema de reparacion del DNAmt adecuado. En este sentido, un estudio
reciente realizado por B Szczesny y sus colaboradores sugiere la presencia de un
sistema de reparacion especifico del DNAmt, aunque no se conoce la existencia de una
posible conexion con el sistema de reparacion del DNA nuclear (Szczesny et al., 2003).
Estudios realizados en cancer de mama proponen la existencia de sistemas diferentes
responsables del mantenimiento de estabilidad gendmica en mitocondria y en el ntcleo

en células tumorales (Richard et al., 2000).

Por otro lado, la perseverancia de niveles similares de heteroplasmia en dos focos
metastasicos a partir del tumor 406 con mtMSI, sugiere la existencia de heteroplasmia
intracelular en los tumores primarios. Debido a la clonacion de células tumorales, la
presencia de heteroplasmia en los tumores con inestabilidad en DNAmt, plantea la
pregunta de como se seleccionan y persisten las diferentes variantes del DNAmt. De
acuerdo con el modelo del fenotipo mutador para inestabilidad de microsatélites, s6lo
las mutaciones en genes diana del fenotipo mutador que dan ventajas clonales a las
células tumorales pueden persistir. Pero aunque este modelo también es valido para las

secuencias repetitivas dentro de regiones codificantes, no lo es para secuencias neutrales
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tales como los microsatélites en regiones no codificantes. Las mutaciones en estas
secuencias se vuelven clonales porque presentan una muy elevada frecuencia. Esto se
puede aplicar en nuestro caso sobre la secuencia repetitiva D310. Nuestros datos
confirman los resultados de otros estudios anteriores que demuestran que la alta
frecuencia de mutaciones en el DNAmt esta localizada en la zona del D-loop,
especialmente en la zona D310 que presenta un hotspot para la inestabilidad en cancer
gastrointestinal. Aunque todavia no esta claro si variaciones en esta secuencia repetitiva
puede dar ventajas al crecimiento en células tumorales, en estudios anteriores se ha
demostrado que diferentes longitudes en el D310 no cambian la replicacion
mitocondrial o la actividad de expresion in vitro a pesar de que esta region forma parte
de una zona que presenta el origen de la replicacion del DNA mitocondrial (Hauswirth
& Clayton, 1985; Poetsch et al., 2004). Por otro lado, la presencia de polimorfismos en
la secuencia D310 (un rango de 7C y 9C) en células normales parece también sugerir la
improbabilidad de que las alteraciones encontradas en el D-loop (D310) conduzcan a

una deficiencia funcional en la mitocondria

En este sentido, nuestros resultados sugieren la neutralidad de esta secuencia en
términos de seleccion tumoral. La ausencia de mutaciones en la secuencia codificante
repetitiva (A)8 dentro de la subunidad 5 del gen NADH mitocondrial en estos tumores,
sugiere también la seleccidn negativa en esta secuencia y refuerza el concepto de la
neutralidad del D310.

Las mutaciones dentro de la secuencia neutral (D-loop) en el DNA mitocondrial, tienen
la misma dindmica de alteraciones que los microsatélites intronicos del genoma nuclear.
La existencia de variantes de diferentes longitudes en la secuencia repetitiva PoliC en
células tumorales y el establecimiento de una nueva poblacion de heteroplasmia
podrian resultar de la ausencia de un sistema de reparacion efectivo que corrija los
errores y de la acumulacion progresiva de nuevas variantes en la mitocondria por el alto
numero de ciclos de replicacion. De hecho, ya en el afio 85 un estudio demuestrd que un
plasmido recombinante que contiene la secuencia repetitiva de PoliC genera variantes
de diferentes longitudes cuando se transfecta en E.coli (Hauswirth & Clayton, 1985). Se
sabe que el DNAmt se replica de manera independiente del ciclo celular, pero la alta

frecuencia de mitosis en células tumorales induce indirectamente una alta actividad
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replicativa en las mitocondrias, lo que podria explicar la asociacion observada entre la
inestabilidad del DNAmt en tumores de colon invasivos (Dukes D) con una edad
temprana de aparicion. No obstante, también se han detectado niveles altos de
inestabilidad mitocondrial en adenomas benignos colorrectales, probablemente asociada
a una larga historia de mitosis. Por ello, es muy cuestionable que la inestabilidad
mitocondrial esté directamente implicada en la progresion tumoral o que pueda conferir
ventaja selectiva al crecimiento celular.

Las distintas frecuencias de mutaciones en el D310 observadas entre diferentes tejidos
tumorales pueden ser consecuencias de las diferencias existentes en el numero de
replicaciones propias de cada tejido, a mayor tasa de replicacion mds mutaciones
puedan acumularse en el DNA mitocondrial. Es posible que la deficiencia de funciones
de un sistema de reparacion de errores replicativos mitocondrial pueda variar de un

tumor a otro, o que la exposicion a factores pro-mutagénicos difiera entre ellos.

Mambo y sus colaboradores demostraron que la regiéon D310 es altamente susceptible a
la induccién de mutaciones mediante la exposicion a agentes oxidantes como Pert-butyl
hidroperéxido (Mambo et al., 2003). Estos resultados puedan también explicar el
elevado porcentaje de mutaciones somaticas encontradas en distintos tumores.

Por otro lado, la deteccion de la transicion de T a C en la posicion 310 en tres tumores
colon (496), estomago (J7) y mama (BC50) nos proporciona nuevas evidencias sobre la
naturaleza inherente de la secuencia repetitiva D310. La ausencia de mutaciones en el
tejido normal en estos tres casos confirma que estas alteraciones son mutaciones
somaticas. La transicion T310C cambia la longitud de la secuencia repetitiva y da lugar
a una nueva secuencia repetitiva de 15 citosinas (15C). De acuerdo con la dindmica de
mutaciones esporadicas en secuencias microsatélite, se generan nuevas variantes mas
cortas mediante la delecion secuencial de nucledtidos en esta secuencia repetitiva. Las
variantes mas cortas se han detectado mediante los andlisis de clones en casos de
estobmago y mama. La longitud varia entre 11C y 14C (citosinas) en casos de cancer de
mama, mientras que variantes entre 9C y 12C (citosinas) se han detectado en tumores de
estobmago. Estas diferencias se podrian explicar por una alta actividad de replicacion
mitocondrial en tumores de estomago. Por tanto, estos datos demuestran que la

inestabilidad en el poliC al igual que ocurriria en cualquier otro microsatélite
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mitocondrial o nuclear varia en funcion de su longitud y de la transicion de timidina a
citosina en la posicion 310. De hecho, se ha demostrado que interrupciones de secuencia
dentro de los microsatélites conceden una estabilidad alélica diferencial en células
deficientes en el sistema de reparacion de errores (MMR) (Moraes et al., 1991). De
acuerdo con esto, la insercion de bases en D310 se ha encontrado cuando la secuencia
esta interrumpida por una timidina y las deleciones cuando no hay dicha transicion.
Estos resultados, podrian sugerir una posible utilizacioén de la secuencia repetitiva PoliC
como reloj molecular de la actividad replicativa de la mitocondria en estos tumores. De
ser asi, los tumores con mayor actividad replicativa deberian tener también una mayor
incidencia de mutaciones en microsatélites, tanto nucleares como mitocondriales.

De Hecho, estudios anteriores han sugerido la utilizacion de las secuencias repetitivas
de BAT26 y de APA3 para determinar la historia replicativa del tumor (Schwartz et al.,
1999; Shibata et al., 1994). En el presente estudio hemos encontrado una buena
concordancia entre el grado de inestabilidad nuclear (100% en colon; 82% en estomago;
45% en endometrio) e inestabilidad mitocondrial (100% en colon; 80% en estdmago;
48% en endometrio) tanto en tumores de colon, endometrio y estomago, siendo mayor
la inestabilidad en los tumores de colon, seguido por los de estbmago y endometrio.

Los estudios del anexo 2 confirman estos resultados e indican que la frecuencia de
mutaciones esporadicas en los microsatélites en cancer de mama es inferior que en otros
tumores con una actividad replicativa mas alta como el cancer colorrectal. Esto sugiere
que es necesario un numero minimo de ciclos replicativos para que las células con
defecto en el sistema de reparacion del MMR puedan alcanzar un fenotipo caracterizado
por MSI. Probablemente asi se explicaria para el tumor del caso 14, que presenta una
pérdida alélica de los genes hMLH1 y hMSH2 sin demostrar MSI.

Los tumores de mama no estan caracterizados por MSI, por lo tanto no estan asociados
con defectos del sistema de reparacion de errores MMR. De hecho, el anélisis de 40
microsatélites dinucledtidos y dos mononucledtidos (BAT26 y APA3) no se ha
detectado MSI.

En nuestros resultados, la inestabilidad de microsatélite en la secuencia repetitiva del
DNAmt (D310) se ha detectado en el 10,8% (4/37) de los casos analizados de cancer de
mama. El niimero alto de replicaciones del DNAmt en las células tumorales y la

ausencia de un sistema de reparacion efectivo, comparado con el DNA nuclear, pueden
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explicar la progresiva acumulacion de mutaciones somaticas y la inestabilidad genémica
de mitocondria encontradas en tumores de mama. De hecho, de forma similar al cancer
colorrectal, 3 de los 4 casos con inestabilidad mitocondrial se encuentran en tumores de
grado III, lo que sugiere que los tumores con un alto grado (III) probablemente tienen

mas actividad replicativa que los tumores de bajo grado (I, II).

Existe una asociacion significativa de la secuencia repetitiva D310, con estadios
avanzados de progresion que sugiere que la inestabilidad mitocondrial en D310 esta
relacionada con una alta capacidad mitogénica y con la progresion tumoral, en
particular, en tumores en los que se ha diagnosticado una metéstasis a distancia en
organos distales. La ausencia de mutaciones en el gen de NADH deshidrogenasa en la
zona codificante (A)8, y la alta frecuencia de mutaciones en D310 en zona no
codificante, refuerza de nuevo la idea de neutralidad del poliC.

Con el objetivo de comprobar si secuencias neutrales nucleares (secuencias repetitivas
de dinucledtidos) y las mutaciones puntuales mitocondriales al margen de D310 siguen
de forma paralela la misma dindmica mutacional se analiz6 el grado de inestabilidad de
24 dinucledtidos nucleares en 50 tumores de CCR. Se seleccionaron dos tumores
(pacientes 414 y 429) que no presentan ninguna alteracion en los 24 microsatélites
analizados, asi como un tumor (paciente 496) tiene 6 de los 24 microsatélites alterados
(Tabla 7), lo que podria sugerir que la progresion de este tltimo tumor lleve mas tiempo
que los dos anteriores, y por lo tanto que pueda haber tenido mas replicaciones en su
DNA, tanto nuclear como mitocondrial. Nuestros resultados no obstante sugieren que la
dindmica mutacional que caracteriza a las mutaciones puntuales en el DNAmt no sigue
una evolucion paralela a la acumulacion de mutaciones en secuencias repetitivas
nucleares y por tanto no parecen tener correlacion directa con la actividad replicativa de
la célula tumoral como los microsatélites. Tampoco existe una correlacion entre
mutaciones puntuales e inestabilidad en D310 en los tumores. (Tabla 8).

Nuestros datos también demuestran la seleccion de algunas variantes que aparecen en el
tejido tumoral a partir del tejido normal (clonalidad). Estas variantes observadas en los
tumores estarian presentes en las células normales y se acumularian en los tumores
debido a un proceso aleatorio de seleccion seguido por una expansion clonal durante el

proceso tumoral. Las variantes que desaparecen en células tumorales probablemente se
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pierden como consecuencia de reparticiones desiguales de mitocondrias hijas durante la
divisién celular. Las variantes menos representadas en células normales podrian
volverse dominantes en tejido tumoral debido a una expansion clonal de la célula
tumoral, probablemente favorecida por mutaciones nucleares en oncogenes o de genes
supresores tumorales que acelera la division celular conduciendo la acumulacion rapida
de estas variantes. (Figura 7)

Los andlisis del D-loop en 33 tumores de estobmago estables y sus correspondientes
normales como control, demuestran que el 48,5% (16/33) de los tumores de estdémago
presentan una o mas mutaciones somaticas, incluyendo tanto mutaciones puntuales
como inestabilidad de microsatélites en D310. Se consideraron mutaciones aquellas
alteraciones encontradas en los tumores pero no en el tejido normal correspondiente.

Un total de 30,3% de mutaciones puntuales (10/33) se han detectado en el D-loop de los
tumores de estdbmago, mientras que se ha identificado 18,2% de tumores (6/33) que
presentan inestabilidad en la secuencia D310. Un 6% (2/33) de tumores presentan
mutaciones puntuales e inestabilidad en D310 (Tabla 8). El patrén mutacional sugiere
que estas mutaciones se producen al azar por lo que no existe una zona caliente
especifica (“hotspot™). Es posible que las mutaciones puntuales puedan generarse por
dafio oxidativo en la mitocondria, mientras que la inestabilidad en D310 simplemente se
produciria por errores durante la replicacion del DNA mitocondrial debido a la baja
fidelidad de la polimerasa y y/o la propia estructura inherentemente inestable del
microsatélite. Por otro lado, el analisis de clones de un fragmento del D-loop (paciente
43) y la posterior comparacion entre el tejido normal y tumoral de estos clones nos
demuestra la aparicion de nuevas variantes no detectadas previamente mediante la
secuenciacion directa. (Tabla 9). Asi encontramos en el tejido normal dos tipos de
variantes: el primer grupo y mas mayoritario (44/46 clones) lleva el genotipo A (C150T,
G185A y A189G) mientras que el otro grupo y menos representado (solo 2/46 clones)
lleva a demds de los polimorfismos sefialados un nuevo polimorfismo, el C33T,
(genotipo B). Por otro lado, en el tejido tumoral encontramos 5 tipos de variantes: los
mas numerosos son los clones del tipo A (42/46 clones), encontrados en el tejido
normal, que se podria explicar por la contaminacion del tejido tumoral por células del
tejido tumoral. Pero también hallamos un clon de la variante B, otras nuevas variantes

derivadas de la variante B: tipo C (C26A, C33T, C112T, CI150T, GI185A y A189G) y
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otras derivadas de la variante A: tipo D (C150T, G185A, A189G y A193G) y E (C150T,
G185A, A189G y G225A). (Tabla 9)

Estos resultados sugieren que las alteraciones puntuales encontradas en el tejido tumoral
procederian desde el tejido normal con un genotipo A o B y acumularian mas
alteraciones a lo largo del proceso tumoral dando lugar a nuevos genotipos C, D y E, lo
que permite disefiar un arbol de acumulacion progresiva de mutaciones a lo largo del
proceso tumoral (expansion pseudoclonal) (Figura 8). Esta acumulacioén progresiva en
secuencias no codificantes sugieren de nuevo una ausencia de seleccion tumoral y
ventajas replicativas de las mismas.

Por otra parte, mutaciones somaticas se han identificado en zonas codificantes del
DNAmt en varios tipos de canceres. Aunque no hay evidencias claras de que estas
mutaciones puedan contribuir en el desarrollo del tumor. Varios trabajos demuestran
que las mutaciones del DNAmt detectadas en tumores no estdn asociadas con defectos
en mitocondria. Aunque un estudio realizado por Takano y sus colaboradores en
carcinoma de tiroides ha demostrado un aumento de expresion de varios genes
mitocondriales (ND1, ND2, ND3, ND4 y ATP6) (Takano et al., 2000), y sugieren que
tal sobreexpresion podria ser consecuencia de mutaciones en el DNAmt. De cualquier
modo es necesario llevar a cabo mas estudios para confirmar esta hipotesis y determinar
si existe una asociacion entre las mutaciones del DNAmt y la tumorogénesis.

En el caso de que estas mutaciones se seleccionen acaban apareciendo en los tumores.
De hecho, un estudio realizado por Coller y sus colaboradores ha demostrado mediante
un modelo informdtico que la seleccion de mutaciones somaticas mitocondriales
acumuladas en los tumores podria deberse al azar (Coller et al., 2001). (Figura 9)

Segun el modelo de Coller, los bajos niveles de heteroplasmia encontrados en DNAmt
en células progenitoras pueden volver a homoplasmia sin ningun tipo de seleccion
después de docenas o centenas de divisiones celulares. Asi, las mutaciones
homoplésmicas en el DNAmt encontradas en diferentes de tipos de canceres, podrian no

tener ninguin efecto sobre la funcion de la mitocondria.
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414 ( 0/24) 429 (0/24) 496(6/24)
Normal Tumor  Normal Tumor Normal Tumor
Fragmento 1 3 [6] 3 3 7 7
Fragmento 2 2 1 5 3 2 2
Fragmento 3 4 2 7 4 8 4
Fragmento 4 4 2 3 (4] 4 1
Fragmento 5 5 2 5 3 7 3
Fragmento 6 3 2 3 3 5 3

Tabla 7: Comparacion de variantes encontradas en el D-loop del tejido normal y
tumores MSS con diferentes grados de inestabilidad en secuencias
repetitivas dinucleotidicas. Las alteraciones no clonales (ausentes en tejido
normal) se marcan en un recuadro.

Los fragmentos de 1 a 7 son secuencias entre 120 y 250 pb del fragmento hipervariable II del D-
Loop analizados mediante la técnica de SSCP, después de su clonacion en el vector PCR4 y su
transformacion en E.coli. Por cada fragmento se analizaron 60 clones.

0/24, 6/24: El nimero de dinucleétidos que presentan inestabilidad en la secuencia repetitiva
analizada.
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N° paciente Tejido Mutacioén mtDNA  Heteroplasmia D310
3 N - 8C
T - 8C, 9C, 10C
9 N C150 -
T CI150T -
13 N C150, A183 7C
T C150T, A183G 7C, 8C
14 N T176 -
T T176G -
19 N T152 -
T T152C -
26 N G143 -
T Gl143A -
28 N - 7C, 8C
T - 7C, 8C
32 N - 8C, 9C
T - 8C, 9C
34 N A193, A200G -
T A193, A193G, -
A200
36 N G316 -
T G316A -
37 N G366 7C
T G366T 7C, 8C
38 N - 7C, 8C
T - 7C
39 N - 7C
T - 7C, 8C, 9C
42 N - 8C
T - 7C, 8C
43 N G316 -
T G316A -
45 N T195 -
T T195, T195C -
49 N - 8C, 9C
T - 8C, 9C

Tabla 8: Resumen de alteraciones a nivel del DNA mitocondrial (D-loop) en casos de

cancer de estdmago.

Se ha analizado 33 muestras. En la tabla solo esta sefialado las muestras que presentan
mutaciones puntuales en el D-loop, inestabilidad mitocondrial o heteroplasmia en la
secuencia D310. + Inestabilidad microsatélite
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Tejido tumoral

Tejido normal

Tabla 9: Resumen de analisis mutacional de clones del tejido normal y tumoral del
paciente 43 mediante la técnica de SSCP.
n es el nimero de clones detectados que presenten el mismo genotipo.
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Célulaenel Tejido Normal Tejido tumoral
tejido Normal

Division celular y
redistribucion

. . . Expansion clonal de un
mitocondrial aleatoria

variante

n n
» »

Figura 7: Modelo de generacién de homoplasmia en el tejido tumoral. Los diferentes colores de
mitocondria representan diferentes variantes del DNA mitocondrial. Adoptado a
Sanchez- Cespedes M. Cancer Res. 2001. 61(19):7015-9.

1 clon con el genotipo: C
(C150T, G185A, A189G + C33T
+ C26A + C112T)

2 clones con el genotipo: B
(C150T, G185A, A189G + C33T)

TEJIDO TEJIDO
NORMAL TUMORAL
|
1
‘ : @
: /Zlon con el genotipo: D
1
. (C150T, G185A, A189G +
@ ’ ! @ A193G)
44 clones con el genotipo: A :
O (CI50T, G185A, A189G) ' D)
1
o o o PCR ! 1 clon con el genotipo: E
O ©) ——» < 1 (C150T, G185A, A189G +
o © Clonacién X G225A)
|
1
1
1
1
1
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|
1
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Figura 8: Esquema representativa de acumulacion de mutaciones en el DNAmt a
lo largo del proceso tumoral del paciente 43
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Figura 9: Probabilidad de que un tumor contenga al menos una mutacion
homoplasmica en DNAmt segiin el modelo de Coller (Coller HA et al.
Nature Genetics. 2001. 28(2):147-50)

3_ Inestabilidad _gendmica y control de la integridad del DNA en cancer MSI:
(Ariculo 2)

Durante los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto la gran importancia que tienen los
estudios relacionados con la inestabilidad genomica por su implicacion en el proceso
tumoral y de ahi a la necesidad de comprender los mecanismos de reparacion del DNA
que garantizan la estabilidad del genoma.

El fenotipo mutador afecta diferentes tejidos (colon, endometrio o estobmago) tanto en
tumores germinales como en tumores esporadicos. La tunica diferencia existente es el
origen de la inactivacion de los genes de reparacion de errores del MMR.

Como se ha comentado en la introduccion, el mantenimiento de la integridad del
genoma celular necesita el funcionamiento adecuado de varios mecanismos como el
sistema de reparacion de errores de bases desapareadas (MMR) y el sistema de
respuesta celular al dafio en el DNA. Las alteraciones en los genes involucrados en uno
0 ambos sistemas pueden originar la iniciacioén del proceso tumoral.

Por otro lado, existen mecanismos de vigilancia que actian como puntos de control
(checkpoint) proporcionando a las células el tiempo necesario para reparar el DNA
dafiado antes de iniciar un nuevo ciclo celular, y en el caso de detectar un dafio

extensivo en las células, activan la apoptosis. Un defecto en la respuesta del checkpoint
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ante la deteccion de dafios no reparados en el DNA puede provocar inestabilidad
genomica y la transformacion de células normales a tumorales.

En los tumores con inestabilidad de microsatélite (MSI) donde el sistema de reparacion
(MMR) es defectuoso se produce la aparicion de un fenotipo molecular caracterizado
por la acumulacion de multiples mutaciones en todo el genoma, especialmente en
secuencias repetitivas simples (Aaltonen et al., 1993; lonov et al., 1993). Estos
microsatélites estan distribuidos en todo el genoma y la mayoria de ellos se encuentran
en zonas no codificantes, aunque también pueden encontrarse en regiones codificantes.
La insercion o delecion de un nucledtido o dos en microsatélites codificantes produce
un cambio en la pauta de lectura que conlleva la sintesis de una proteina anomala,
frecuentemente truncada y por tanto no funcional. Varios estudios han demostrado la
existencia de una serie de genes alterados en cancer gastrointestinal con MSI que
contenian microsatélites en su region codificante como por ejemplo el gen TGFBRII
que se encuentran frecuentemente mutado en los pacientes con alta inestabilididad
(MSI-H). Estos genes diana pueden tener una posible implicacion en tumorogenésis
debido a su funcion supresora de tumores o reparadora. Entre estos genes diana se
encuentran los genes ATR y CHKI1 que llevan una secuencia repetitiva de 10 y 9
adeninas respectivamente en sus regiones codificantes. En nuestro estudio hemos
demostrado frecuentes mutaciones que alteran la pauta de lectura (frameshift) en el gen
ATR, y una baja frecuencia de alteraciones en CHK1. Las proteinas ATR y CHK1 son
unas quinasas que se activan en el checkpoint de respuesta celular al dafio en el DNA.
Estudios realizados en células deficientes en ATM, ATR, y Chkl demuestran que la via
ATM/ATR-Chk1 es responsable de la activacion del checkpoint G2 como respuesta al
dafio genotoxico (Brown & Baltimore, 2003). Ambos genes, ATR y ATM activan Chk1
por fosforilacion en Ser-317 y Ser-345. El Chkl activado fosforila cdc25c en Ser-216
formando un dominio de unién para la proteina 14-3-3, esta interaccion evita la
defosforilacion de cdc25c, lo que permite la activacion del complejo quinasa ciclinaB-
Cdc2, que impide que las células con el DNA dafiado entren en mitosis. ATR y ATM
contribuyen el retraso de la entrada de las células en la fase M, y ATR es especialmente
responsable de la parada del ciclo celular en fase G2 (Liu et al., 2000). (Figura 10). La
proteina ATR constituye la principal sefial de transduccion cuando las células acumulan

dafio genomico debido a la radiacion por luz ultravioleta (UV) o por agentes que
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interfieren en la replicacion del DNA por ejemplo por hidroxiurea, que inhibe la sintesis
de dNTPs bloqueando las horquillas de replicacion. Asi mismo, ATR también se activa
en el checkpoint inducido por roturas de doble hélice doble strand break (DSB) que es
el principal tipo de lesiones gendmicas secundarias a radiaciones ionizantes (Abraham,
2001; Shiloh, 2003). Por otro lado, Se ha demostrado que ATR también puede fosforilar
p53 en las serinas 15 y 37 (Abraham, 2001; Khanna et al., 2001; Shiloh, 2003) lo que
promueve la transactivacion de p53 y la fosforilaciéon de p21, que inhibe la quinasa
Cdk2 y detiene el ciclo celular en G1-S. Asimismo CHK1 también fosforila p53 (Shieh
et al., 2000). A pesar de que la activacion de esta via puede llevar las células a apoptosis
después de un dafio en el DNA, no esta claro si la inactivacion de ATR y CHK1 en
tumores de estomago podria estar involucrada en la inhibicion de apoptosis en las
células tumorales. Es posible que mutaciones de ATR y CHK1 en tumores de estdémago
con MSI puedan dificultar la parada del ciclo celular que depende de p53, lo que podria
favorecer la progresion de células tumorales en cancer de estobmago con un fenotipo
mutador. Aunque estd por demostrar que las mutaciones monoalélicas de los genes ATR
y CHKI inactiven la respuesta de control de dafio en el DNA dependiente de la via de
ATR/CHKI en tumores gastrointestinales, de acuerdo al modelo de haploinsuficiencia
propuesto por Perucho y sus colaboradores: el cual sugiere que mutaciones
monoalélicas en varios genes diana que pertenecen a la misma via relacionada con el
tumor se acumulan durante la progresion tumoral e inactivan esa via, permite plantear
esa hipdtesis (Yamamoto et al., 2000). Es posible no obstante, que el efecto de la
haploinsuficiencia so6lo se produzca en situaciones de estrés genOmico importante
cuando la activaciéon de la via no alcanza el nivel requerido. De hecho, un estudio
reciente realizado por Y Fang y colaboradores han demostrado que las lineas celulares
transfectadas con el gen ATR+/- son haploinsuficientes cuando se someten al estrés por
exposicion a UV (Fang et al., 2004). Por otro lado, no esta claro aun si las mutaciones
encontradas en ATR/Chkl1 podrian tener un efecto dominante negativo. De hecho, la
transactivacion de ATR requiere su dimerizacion (Unsal-Kacmaz et al., 2004), por lo
que es plausible que la presencia de mutantes truncados puedan ejercer un efecto
dominante negativo en la activacion del checkpoint. En este sentido, las mutaciones
encontradas de ATR/Chk1 en cancer de estomago generan una proteina carente de los

2/3 terminales y por tanto del dominio de fosforilacion y transactivacion.
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Se ha descrito una forma inactiva de ATR llamada ATR-KD (ATR-Kinase Dead) que
presenta una mutacion puntual dirigida (Aspartico 2494 Glutadmico, D2494E) en el
dominio quinasa que provoca su inactivacion. La sobreexpresion de ATR-KD en
fibroblastos humano ha demostrado tener un efecto dominante negativo e inhibe la
activacion del checkpoint y reduce la viabilidad celular entre 2 y 5 veces (Cliby et al.,
1998; Wright et al., 1998). Seglin estos resultados hay un efecto dominante negativo de
la forma inactiva ATR-KD, capaz de inducir la muerte celular independientemente de la
presencia de p53 salvaje. Por otro lado, la pérdida parcial de funciones de ATR no
parece tener un efecto intrinseco en la fase de progresion G2-M en células HCT116,
pero interfiere en el mantenimiento del checkpoint y causa un defecto parcial en la

fosforilacion de CHK1 (Fang et al., 2004).

Como se ha explicado antes, la integridad del genoma celular depende en gran parte de
los sistemas de reparacion del DNA. Por este motivo, hemos ampliado nuestro estudio a
otros genes diana candidatos, involucrados en la reparacion del DNA.

Se sabe que el gen ATM (otra quinasa que activa el checkpoint, y que esta implicado en
la misma via que ATR) se activa rapidamente después de la exposicion celular a la
radiacidn ionizante que causa roturas de doble hélice (DSB). De hecho, la activacion de
ATM provoca la fosforilacion de Chk2 y la fosforilacion de Serl5 de p53, induccion de
p21 e inhibicion de cdk2 que conduce a la parada del ciclo celular en la fase G1/S. Esta
via constituye de hecho la via principal y mas importante de respuesta a dafio por RI
(DSB). ATM puede asimismo activar a BRCA1 mediante su fosforilacion, que forma
entonces un complejo de proteinas de reparaciéon conjuntamente con Mrel1-Rad50-
NBSI1. Este gran complejo, conocido como BASC (BRCAL-associated genome
surveillance complex), es el principal responsable de la reparacion de roturas de doble
hélice por recombinacion homologa (Wang et al., 2000).

Al parecer el complejo BASC podria también asociarse a otras proteinas de reparacion
y de control de chekpoint como son las proteinas de reparacion de MMR MLH1/
MSH2/MSH3 y MSHS6, otras proteinas Rad como Rad50 y Rad51 y las proteinas del
checkpoint ATR y ATM (Cortez et al., 1999; Wang et al., 2001; Yarden et al., 2002).
Muchas de estas proteinas tienen mutaciones en tumores gastrointestinales con MSI

como Rad50, MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 y ATR y con mucha menor incidencia
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ATM, Mrell y Brcal (Kim et al., 2001). Esta por demostrar no obstante hasta que
punto estas mutaciones, como las de ATR, pueden alterar la respuesta y capacidad
reparativa del complejo. Por otro lado, el complejo BASC no es el unico complejo
involucrado en la reparacion de DSB. Existe otra via de reparacion por uniéon de
fragmentos no homologos (NHEJ), ‘“non-homologous end-joining” formado por
diversas proteinas como DNA PKcs, Ku 70 y Ku 80, proteinas que interaccionan con
Xrcc4 entre otras. Es interesante destacar el hecho de que también DNA pKcs tiene
elevada incidencia de mutaciones en CRC (Li et al., 2004). Asi, el elevado numero de
mutaciones encontradas en proteinas que forman parte o participan en los procesos de
reparacion de DSB en tumores gastrointestinales con MSI podrian sugerir la existencia
de un sistema defectivo de respuesta a DSB. Hasta que punto este defecto podria
producir una mayor sensibilidad de tumores y lineas celulares con MSI a RI esta aun
por definir. Por otro lado, los genes hMLH1, hMSh2 y hMSH®6 junto con las proteinas
hMSH3, MEDI1 y hMLH3 estan involucrados en el reconocimiento y reparacion de los
errores producidos durante la replicacion normal del DNA. Se ha demostrado que la
mayoria de estos genes llevan secuencias repetitivas en su zona codificante y por lo
tanto presentan una diana para un fenotipo mutador. De hecho, estudios previos han
seflalado mutaciones en estos genes (Bellacosa et al., 1999; Ohmiya et al., 2001; Togo
et al., 2001). Nuestros resultados también demuestran mutaciones frecuentes en los
genes hMSH3 (56%), hMSH6 (43%) y MEDI1 (43%) en tumores gastrointestinales con
MSI. Aunque todavia no esta claro si mutaciones en MED1 pueden aumentar la
inestabilidad gendmica que caracteriza estos tumores, nuestros resultados sugieren que
MEDI1 podria ser un potencial mutador secundario de la via mutadora. Algunos estudios
sugieren esta posibilidad (Bellacosa et al., 1999). Por otra parte, datos recientes sugieren
que se necesita un sistema de reparacion de errores (MMR) funcional para que se
produzca una activacion adecuada del checkpoint (Hickman & Samson, 1999; Hirose et
al., 2003; Kaina et al., 1997). De hecho, se ha demostrado una interaccion directa entre
ATM y hMHL1 en un estudio reciente realizado por Y. Wang y sus colaboradores se
describen la interaccion entre ATR y la proteina hMSH2 (Wang & Qin, 2003). En esta
misma linea, se han observado defectos de fosforilacion de Chk2 en ratas transgénicas

defectuosas en MSH2 sometidas a radiaciones ionizantes (Takai et al., 2002). Esto
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sugiere que las mutaciones inactivantes de los genes MMR podrian no so6lo inducir MSI
sino también alterar la respuesta de control de integridad gendmica.

En este sentido, al igual que el checkpoint el estado del sistema MMR en las células
también podria afectar la respuesta celular a varios agentes genotdxicos. No obstante, se
han realizado diferentes estudios para determinar la respuesta de tumores inestables ante
la radiacion ionizante pero los resultados de estas investigaciones son contradictorios.
Algunos grupos han demostrado que los tumores con defectos en el sistema de
reparacion MMR son mas resistentes a la radiacion ionizante que los tumores con el
sistema de reparacion normal (DeWeese et al., 1998; Fritzell et al., 1997). Por el
contrario, A. Franchitto y sus colaboradores han demostrado que las células deficientes
en MMR son mads sensibles a la radiacion ionizante que las células competentes
(Franchitto et al., 2003). Por otro lado, otros grupos han encontrado resultados que
demuestran que no existen diferencias significativas entre la respuesta a la radiacion
ionizante entre los tumores deficientes y tumores competentes en MMR (Aquilina et al.,
1999; Yan et al., 2001). No obstante, Otros estudios sugieren que el defecto de MMR
parece no tener efecto sobre las células tratadas, pero el complejo Mrel 1-Nbs1-Rad50
esta afectado en células deficientes en MSH2 (Franchitto et al., 2003). Situaciones
similares se han observado al interpretar la sensibilidad de tumores competentes y
deficientes en sistema de reparacion de errores MMR utilizando otros agentes como la
radiacion ultravioleta (UV) (Sonneveld et al., 2001), lo que supondria la posible
existencia de otros factores y vias implicadas en la respuesta celular al tratamiento.

Una regulacion y una actividad adecuada de respuesta celular al dafio en el DNA y del
sistema de reparacion de errores son necesarias para el mantenimiento de estabilidad
gendmica y la integridad en las células humanas. Alteraciones en estas vias moleculares
reguladoras pueden llevar a la formacion de células tumorales. Hemos demostrado que
en tumores caracterizados por inestabilidad gendmica, existen mutaciones en genes
involucrados en la regulacion del ciclo celular y en vias de reparacion del DNA.
Alteraciones en varios tipos de genes del sistema de reparacion como hMSH3, hMSH6
y MEDI1, y también la inactivacion de genes responsables de la respuesta celular al dafio
en DNA como ATR/CHKI, probablemente contribuyen y aceleran la progresion

tumoral en cancer con MSI.
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VIl. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se puede extraer las siguientes

conclusiones:

1.- ATR presenta un alto porcentaje de mutaciones que alteran su pauta de lectura, en

tumores con inestabilidad gendmica por defecto de reparacion de bases

desapareadas.

La técnica PCR-clonacion permite detectar en la sangre periférica de pacientes
portadores de mutaciones germinales en hMLH1 y hMSH2 niveles bajos de
moléculas inestables de BAT26, que pueden detectarse antes del diagndstico del
tumor. Estos resultados pueden tener una implicacion clinica, ya que la deteccion de
baja inestabilidad puede ser utilizada para la caracterizacion de pacientes portadores
de mutaciones germinales, lo que podria ser de gran utilidad en aquellas familias en
los que no se detectan mutaciones germinales en los genes reparadores del sistema

de reparacion (MMR) conocidos hasta el momento.

3.- La deteccion de alelos mutantes de BAT26 puede servir como una herramienta mas

para el andlisis de la presunta patogenicidad de las mutaciones de cambio de sentido
en los genes MMR en los pacientes HNPCC portadores. En este sentido, el uso de la
técnica de PCR-clonacién puede ser un nuevo instrumento para constatar la

patogenicidad de algunas mutaciones frente a otras.

4.- No existe asociacion entre el estado funcional del sistema MMR vy la inestabilidad

del D310. Los genes del sistema MMR conocidos, cuya inactivacion provoca la
inestabilidad de microsatélites en tumores gastrointestinales no estarian

involucrados en la reparacion de errores en el DNA mitocondrial.
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5.- La existencia de variantes de diferentes longitudes en la secuencia repetitiva PoliC
en células tumorales podria resultar de la ausencia de un sistema de reparacion
efectivo que corrija los errores y de la acumulacion progresiva de nuevas variantes

en la mitocondria por el alto nimero de ciclos de replicacion.

6.- Las mutaciones dentro de la secuencia neutral (D-loop) en el DNA mitocondrial,
tienen la misma dindmica de alteraciones que los microsatélites intronicos del

genoma nuclear.

7.- Los tumores con mayor actividad replicativa presentan también una mayor
incidencia de mutaciones en microsatélites, tanto nucleares como mitocondriales.
Nuestros resultados, podrian sugerir una posible utilizacion de la secuencia
repetitiva PoliC como reloj molecular de la actividad replicativa de la mitocondria

en estos tumores.

8.- Los resultados demuestran que el tejido normal presenta mas variaciones que el
tejido tumoral, lo que sugiere la seleccion de algunas variantes que aparecen en el
tejido tumoral a partir del tejido normal. Estas variantes observadas en los tumores
estarian presentes en las células normales y se acumularian en los tumores debido a
un proceso aleatorio de seleccion seguido por una expansion clonal durante el

proceso tumoral.
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ANEXO 1:

Alazzouzi H, Domingo E, Gonzalez S, Blanco I, Armengol M, Espin E, Plaja A,

Schwartz S, Capella G, Schwartz S Jr.

Low levels of microsatellite instability characterize MLH1 and MSH2

HNPCC carriers before tumor diagnosis

Human Molecular Genetics, 2005, Vol. 14, No. 2 235-239
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Microsatellite instability (MSI) characterizes tumors arising in patients with hereditary non-polyposis color-
ectal cancer (HNPCC) syndrome. HNPCC is a hereditary autosomal dominant disease caused by germline
mutations in genes from the DNA (MMR) mismatch repair system. In these tumors, the loss of MMR compro-
mises the genome integrity, allowing the progressive accumulation of mutations and the establishment of a
mutator phenotype in a recessive manner. It is not clear, however, whether MSI can be detected in HNPCC
carriers before tumor diagnosis. The aim of this study was to evaluate the presence of genetic instability
in MMR gene carriers in peripheral blood lymphocytes of carriers and non-carriers members of two
HNPCC families harboring a germline MLH1 and MSH2 mutation, respectively. An extensive analysis of the
allelic distribution of single molecules of the polyA tract bat26 was performed using a highly sensitive
PCR-cloning approach. In non-carriers, the allelic distribution of single bat26 molecules followed a gaussian
distribution with no bat26 alleles shorter than (A),;. All mutation carriers showed unstable alleles [(A)yo Or
shorter] with an overall frequency of 5.6% (102/1814). We therefore suggest that low levels of genomic
instability characterize MMR mutation carriers. These observations suggest that somatic mutations accumu-
late well before tumor diagnosis. Even though it is not clear whether this is due to the presence of a small
percentage of cells with lost MMR or due to MMR haploinsufficiency, detection of these short unstable alleles
might help in the identification of asymptomatic carriers belonging to families with no detectable MMR gene
mutations.

INTRODUCTION

Tumors from the hereditary non-polyposis colorectal cancer
(HNPCC) syndrome are characterized by a widespread
genomic instability phenotype, caused by a defective mis-
match repair (MMR) system (1,2). Up to 50% of HNPCC
patients carry germline heterozygous mutations in one of
the DNA repair genes MLHI, MSH2 and MSH6 (2—4). In
these families, non-neoplastic cells from HNPCC carriers are
phenotypically normal and retain a wild-type allele of the
MMR gene. The inactivation or loss of the wild-type allele
results in the loss of the MMR function and causes, in
HNPCC tumors, a mutator phenotype in a recessive manner
(5,6). The defective MMR system allows the accumulation

in a stepwise model of thousands of mutations in microsatel-
lites and other repetitive sequences, generating microsatellite
instability (MSI) and initiating the tumorigenic process that
leads to MSI colorectal cancer (7—9). Loss of MMR is an
early event in HNPCC cancer development that occurs
before gatekeeper mutations are selected (10—12).

In concordance with the recessive nature of MMR
deficiency, microsatellite alterations are typically absent in
non-neoplastic cells from HNPCC patients, suggesting the
proficiency of the MMR system in these cells (13,14). Also,
extensive somatic microsatellite mutations have been found
in normal tissues from rare individuals with congenital
bi-allelic or dominant-negative mutations in MMR genes
(15-17). However, the acknowledged recessive nature of
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Figure 1. Family A is represented. This family shows a positive family history for colorectal cancer and is also positive for Amsterdam criteria (30). Accord-
ingly, it was diagnosed as an HNPCC family and few carriers with a germline mutation in the MLHI gene were identified. Carrier and non-carrier members are
indicated, as well as members with colorectal cancer. The members selected for the bat26 analysis are numbered accordingly. Cases 317, 649 and 825 were

healthy at the time of blood extraction.

MMR deficiency has been challenged by the scarce evidences
showing that normal non-neoplastic cells from HNPCC
individuals may be also MMR-deficient (18,19).

One of the microsatellites used for detecting genomic instabil-
ity is bat26, a quasi-monomorphic mononucleotide repeat of 26
adenines (20,21). Because of the inherent instability of microsa-
tellite sequences, the analysis of a microsatellite sequence in
bulk tissues often results in a polymorphic pattern of different
lengths in a gaussian-like distribution. With the majority of the
current analytical methods, only the most predominant alleles
are detectable. Even though low levels of instability can generate
shorter alleles at a low frequency, these might be under the sen-
sitivity thresholds for detection. This dilution factor can be over-
come by using alternative methods that allow the analysis of
single microsatellite molecules. The aim of this study has been
to investigate the presence of genetic instability in peripheral
blood cells obtained from carrier and non-carrier members of
two well-characterized HNPCC families harboring MLHI and
MSH?2 germline mutations, respectively, in the absence of detect-
able neoplasia. Length distribution pattern of single molecules of
bat26 has revealed the appearance of unstable alleles before
tumor diagnosis in MMR mutation carriers. These observations
suggest that the detection of these short unstable alleles might
help in the identification of asymptomatic carriers belonging to
families with no detectable MMR gene mutations and may be
of help in further assessing the pathogenicity of missense
MMR mutations.

RESULTS AND DISCUSSION

Tumors from the HNPCC syndrome show high levels of MSI
and a defective MMR cellular environment (1,2). In these
tumors, the loss or inactivation of the remaining wild-type
allele of the MMR gene is believed to cause the inactivation

of the MMR system starting a tumorigenic mutator phenotype
(8,10). Accordingly, current models suggest a recessive nature
for the genomic instability present in HNPCC tumorigenesis
associated with the lack of microsatellite alterations in
normal tissues from HNPCC patients (6,13,14). We have
used an alternative PCR-cloning approach to further investi-
gate, at the level of single microsatellite molecules, whether
microsatellite instability can occur before tumor diagnosis
and thus be helpful in identifying HNPCC carriers.

Because of the mutational dynamics of repetitive
sequences, genomic microsatellites show a polymorphic
length distribution that depends on their inherent instability
and the status of the MMR system. Even when the MMR
system is functional, a small percentage of mutations
escape from repair and become clonally perpetuated, allow-
ing microsatellites to exhibit different lengths in a gaus-
sian-like distribution even in normal tissues (22,23). Our
aim was to characterize the distribution patterns of bat26
single molecules in peripheral blood lymphocytes (PBLs)
from non-carrier and carrier members of two HNPCC
families with known germline mutations in MLHI (Family
A, with a G>A missense mutation in codon 67 of exon 2)
(Fig. 1) and in MSH2 (Family B, with a G insertion in
nucleotide 735 of exon 4). A total of 901 single molecules
from four non-carrier members (three members of Family
A and 266 molecules from one member of Family B) were
analyzed. As expected, distributions showed a gaussian-like
pattern of bat26 with lengths ranging from 21 to 27 adenines
that we considered as stable alleles (Table 1). Interestingly,
the most common length of bat26 was 25 adenines instead
of 26 in all cases. No differences were detected with
respect to age. These patterns were considered as normal
for comparison purposes.

Next, we studied the allelic distribution of bat26 alleles
present in PBLs of five phenotypically normal (at the time
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Table 1. Bat26 allelic profiles in PBLs from carriers and non-carriers from HNPCC families

Family A (G199A, MLHI)

Family B (735G, MSH2)

Carriers Non-carriers Carrier Non-carrier
Family member 633+ 317+ 768 + 649+ 825+ 762— 650— 653— 376+ 378 —
Age? 31 61 42 45 61 52 35 26 45 27
Sex Male Female Male Female Male Male Male Male Female Female
Total clones analyzed 342 296 367 226 239 323 339 239 344 266
Length of follow-up 4y 8y 4y 4y 4y 4y 4y 4y Sy Sy
Current status Adenoma 2y CRC 5y Renal Ca ly
Stable allele frequency
(A)n®
27A 2(2)° 5(2) 4(2) 3(2) 2(2) 10(3) 3(1) 7(3) 5(2) 9(4)
26A 473)  70(4) 65(2)  34(2) 323) 56(2)  673)  62(4)  52(2) 40(3)
25A 88(10) 71(7) 89(5) 95(4) 39(3) 92(6) 90(5) 64(2) 91(3) 76(5)
24A 75(5) 71(8) 85(6) 42(6) 55(4) 65(3) 81(5) 50(4) 72(5) 61(4)
23A 58(6) 61(5) 58(7) 24(4) 45(5) 47(4) 43(2) 28(2) 56(4) 45(3)
22A 35(6) 38(4) 30(5) 13(6) 33(4) 33(4) 38(3) 23(3) 25(5) 22(4)
21A 15(10)  29(12) 21(12)  7(5) 19(10)  20(9) 17(9) 5(4) 15(8) 13(6)
Unstable allele frequency
20A B3O 106 55) 30 %5 0 0 e 0
19A B 2@ B %) 2 0 0 0 B o
18A 212) 8(4) 1M 212) 2(2) 0 0 0 0 0
17A 0 1M 0 0 1M 0 0 0 0 0
16A 1) 0 1 o 0 0 0 0 0 0
15A 1M 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total? 22/342  21/296 15/367  8/226 14/239 22/344
Percentage 6.43 7.09 4.08 3.53 5.85 6.39

Altered bands are underlined.

4Age at blood extraction.

®Length of the bat26 repeat.

“Number of clones found (sequenced clones).
9Total fraction of detected unstable clones.

of blood extraction) HNPCC carriers from Family A and one
carrier from Family B (Table 1 and Fig. 2 A and C). All car-
riers showed a gaussian-like pattern with specific altered
microsatellite molecules (20 adenines tracts or shorter)
(number of 20A—14A alleles was 0 of 1167 in controls
versus 81 of 1566 in carriers, P < 0.001). The overall fre-
quency of altered bat26 sequences (unstable alleles) in car-
riers was 5.6% (102/1814) (range: 3.53-7.09) of the total
number of cloned molecules (Table 1). Again, no differences
were detected with respect to regarding age. Further exper-
iments with a single bat26 clone demonstrated that altered
lengths were not owing to artifacts from our PCR-cloning
approach (Fig. 2b). These results suggest that subjacent
low-level genomic instability characterizes HNPCC carriers
and that this instability may occur well before tumor
diagnosis.

The molecular basis of the observed low-level genetic
instability detected in phenotypically normal HNPCC carriers
may have distinct explanations. One possibility is that they
reflect the presence of circulating phenotypically normal
MSI(—/+) cells. Several theoretical explanations can be envi-
sioned for this phenotype. On the one hand, a reduced dose
(haploinsufficiency) of effective MMR molecules could
explain it. This would be in agreement with previous obser-
vations suggesting that, in non-neoplastic HNPCC colon
cells, oncogenic mutations might accumulate in tissues
before a complete loss of MMR occurs (19). This suggestion

is in line with previous results with distinct animal models.
Heterozygous mutants of MSH2 in Drosophila germ cells
also show MSI in the germline (24,25). Furthermore, colon
tissues from heterozygous MSH?2 transgenic mice are charac-
terized by increased levels of genomic frameshift deletions
(26) and similar data have been obtained from defective
MSH?2 and MLHI yeast strains (27,28). In this case, the
somatic mutations observed would accumulate from birth in
tissues of HNPCC carriers. While a role for insufficiency is
provocative, it certainly does not account for all our findings.
In fact, age of carrier does not correlate with the degree of
instability, as would be expected under haploinsufficiency.
Another possibility is that dominant-negative effect of both
MLHI and MSH? mutations exists in normal MSI(+/—)
cells. However, this possibility is unlikely. First, because a
majority of HNPCC tumors show a second hit affecting the
wild-type MMR allele, mainly by loss of heterozygosity,
suggesting that most HNPCC MMR mutations do not exert
dominant-negative functions. Second, because reported indi-
viduals showing homozygous germline mutations in MMR
genes died at very young age (17).

Another relevant possibility is that the shorter alleles we
detect depict the presence of circulating MSI(4-/4) cells that
have completely lost MMR. The presence of very short
alleles (15A—17A) in several of the carriers analyzed, highly
suggests the presence of cell populations that have accumu-
lated a high number of alterations. These cells could be
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Figure 2. Bat26 mutations in HNPCC carriers. (A) An illustrative figure of
bat26 clones obtained from the HNPCC-carrier 768 is shown. The respective
sizes of the adenine repeats are depicted on top. (B) A representative auto-
radiography showing the absence of mutational events caused by the PCR-
cloning approach when using a single clone of 20 adenines as control. (C)
The sequence data from one of the (A);g clones found in the HNPCC-
carrier 768 are shown.

either phenotypically normal or already malignant. The fact
that four of the five carriers had been diagnosed of neoplasia
either before or after blood extractions makes this possibility
a feasible one.

These results may have some clinical implications. Detec-
tion of low-level MSI may be used in the characterization of
members at risk of HNPCC families in families with
MSI(+) tumors with no detectable germline mutations in the
known MMR genes. Also, the detection of rare mutant bat26
alleles might be an additional tool for evaluating the patho-
genic capabilities of missense MMR mutations in HNPCC car-
riers, although it does not alone prove pathogenicity. The
missense mutation from G to A at codon 67 (GGG to
AGGG; G67R) of Family A is worthy of note. This mutation
has been considered as pathogenic based on three facts: (a)
this glycine residue is highly conserved, (b) the mutation has
not been found in control individuals and the mutation (c)
cosegregates with the disease. The experimental evidence
we report here should be used as further evidence supporting
its pathogenicity.

MATERIALS AND METHODS
Sample collection and DNA extractions

Genomic DNA samples from PBLs were obtained from pre-
viously characterized members of two HNPCC families with
known germline MMR mutations attended at the Cancer
Genetic Unit at the Institut Catala d’Oncologia, (Barcelona,
Spain). Five HNPCC carriers and three non-carriers of
Family A (Fig. 1) harboring a G199A missense mutation in
codon 67 of exon 2 of MLHI and two members—one
carrier and one non-carrier—of Family B, with a frameshift

mutation in MSH2 produced by a G insertion at nucleotide
735 of exon 4, were included. The G199A mutation has
been previously described and is considered as a pathogenic
mutation (see the International Society of Gastrointestinal
Hereditary Tumours Mutation database, http:/www.insight-
group.org).

All included patients had undergone endoscopic procedures
1-2 years before blood extraction. At the time of blood
extraction, all colonoscopies were negative. Of all included
patients, one carrier (825+) had been diagnosed of a colorec-
tal carcinoma 1 year before. He had no evidence of disease at
the time of blood analysis. Another carrier (376+) had been
diagnosed of an ovarian cancer 2 years before blood extrac-
tion and of a colorectal cancer 1 year before. Follow-up
period oscillated between 4 and 8 years. During follow-up,
and in the absence of disease, colonoscopic procedures
have been performed every 2 years before 40 years of age
and yearly afterwards. Current follow-up status is depicted
in Table 1. Case 317 was diagnosed of adenoma 2 years
after blood extraction and a carcinoma was diagnosed 3
years later.

DNA was extracted as described. Briefly, blood samples
were treated with erythrocyte lysis buffer (2 M Tris, p. 7.5;
1 M MgCl,), during 30 min on ice and supernatants recovered
by centrifugation. Leukocyte lysis buffer (5 M NaCl; 0.25 m
EDTA, pH. 8.0; 2M Tris, p. 7.5) and proteinase K were
added to each tube and samples incubated during 5h at 50
and at 37°C overnight. DNA was extracted with chloroform
and isopropanol using standard procedures. Sample collection
was carried out in accordance with previously established
ethical protocols.

Analysis of bat26 allelic profiles

The microsatellite bat26 was amplified by PCR as previously
described (20), and PCR products cloned into PCR4-Topo
vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Transformed Escher-
ichia coli were grown with ampicillin at 37°C and colonies
picked after 12 h. Clones were reamplified by radioactive
PCR in the presence of 0.2 mCi of [a->*P]dCTP as follows:
one cycle at 94°C for 4 min., followed by 35 cycles of 94°C
for 30s, 55°C for 30s, and 72°C for 30s. PCR products
were analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide gel and
subjected to autoradiography (29). A previously characterized
clone of bat26 of 17 adenines was used as control. The size of
every clone was determined by band counting, using the size
of the control as reference. In order to ensure that the assigned
sizes were as expected, a representative percentage of ran-
domly selected clones were also sequenced on an ABI Prism
377 automatic sequencer (Perkin-Elmer, Foster City, CA,
USA) using the ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Perkin-Elmer). All sequences confirmed the expected
sizes. Proportions of alleles were compared by means of
Yates’ corrected Pearson chi-square test. Furthermore, we
used a bat26 clone of 20 adenines to address whether the
PCR-cloning technique of our approach could yield artifactual
shorter alleles of bat26 that will invalidate the analysis. This
clone was therefore reamplified, cloned again into PCR4-
Topo vector and grown in bacteria. Fifty colonies were



randomly selected and analyzed accordingly. We did not
detect any allelic variant other than the original.
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Abstract. The widespread distribution of microsatellite
sequences within the human genome has allowed researchers
to identify alternative patterns of microsatellite alterations in
cancer cells. Among them, aneuploid patterns of nuclear
microsatellites, pseudo-diploid microsatellite instability
patterns, and also patterns of microsatellite instability within
the mitochondrial genome. In this context, while aneuploid
patterns of multiple genomic gains and losses had already
been described in breast tumors, data on nuclear micro-
satellite instability still remain controversial and limited data
on mitochondrial instability are available. In order to
clarify this, we undertook an extensive analysis of nuclear
and mitochondrial microsatellite alterations in breast ducta
adenocarcinomas, stratified by grades. No instability was
detected in any of the 40 dinucleotide microsatellites
analysed nor in bat26 and APA3 mononucleotide repeats,
clearly concluding that microsatellite instability is not afeature
of ductal breast tumorigenesis. Instead, microsatellites
defined a clear pattern of aneuploid genomic gains and losses
among which, losses of BRCA1 at D17S855 and gains of
plakoglobin at D17S846 significantly associated to grade Il
tumors and poor prognosis. On the other hand, mitochondrial
instability at the transcription control region was also detected
in 10.8% of cases. None of the new mitochondria variants
was found in the normal tissue counterparts, confirming
that these new variants arise as sporadic somatic mutationsin
the tumor cells. Also, no association was found between
heteroplasmy in the normal tissue and mitochondrial
instability in the tumors. We therefore suggest that these new
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Spain
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Abbreviations. LOH, loss of heterozygosity; MSI, microsatellite
instability; MMR, mismatch repair

Key words: breast cancer, loss of heterozygosity, microsatellite
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variants arise in tumors as a consequence of the progressive
accumulation of slippage somatic mutations and the intrinsic
instability of these microsatellite sequences. Finally, our
results also confirm that mitochondrial instability does not
associate with nuclear MSI.

Introduction

Microsatellite sequences have been widely used to analyse
genomic alterations in human cancers. The widespread
distribution of these polymorphic repetitive sequences
within the genome has allowed researchers to get a general
overview of how microsatellite alterations characterise each
particular cancer. Accordingly, different types of microsatellite
alteration patterns have been clearly identified. Among them,
microsatellite gains and losses define cancer-type aneuploid
patterns of genetic alterations that give clonal advantage and
positive selection to the tumor cells. Loss of microsatellite
alleles, also known as loss of heterozygosity (LOH), has
provided a powerful tool for defining genomic regions that
might contain tumor supressor genes, whereas microsatellite
allelic gains accounting for genomic amplifications has
helped to determine oncogenic candidate genes.

On the other hand, a different pattern of microsatellite
alterations, known as microsatellite instability (MSI), has
been found in tumors with defects in the DNA mismatch
repair system (1-3). Due to the inherent instability of micro-
satellite sequences, within slippage mutations occur during
DNA replication according to their spontaneous mutational
rates (4). Also, according to the mutational dynamics of
microsatellite sequences, long sequences have mainly
sequential deletions of repetitive units while short repeats
accumulate mostly insertions and longer lengths (5). In fact,
longer sequences are more unstable because of their higher
probabilities for slippage and misalignment errors. These
trends establish a spontaneous mutational dynamic process
that configure, together with the DNA mismatch repair system
(MMR), the final lengths of microsatellites and explains the
aldic variability of these sequences within human populations
(6,7).

Therefore, in tumors with defects in the DNA mismatch
repair system, these somatic mutations will rapidly accumulate
in cancer cells according to the mutator phenotype model for
tumorigenesis (8). In this model, mutations in neutral micro-
satellite sequences will clonaly perpetuate in tumor cells
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according to their spontaneous mutational rates and their
particular mutational dynamics. The clonal perpetuation of
mutations at repetitive sequences within genomic coding
regions will also depend on the tumor cell growing advantage
and the tumorigenic selectivity of these specific target-gene
frameshifts. In these tumors, MSI define a specific pattern
of pseudo-diploid genomic alterations, and constitutes an
alternative tumorigenic pathway because the cancer genes
involved are different than those involved in the aneuploid
patterns.

Recently, microsatellite instability has also been described
in a polycytidine repeat within the D-loop region of the
mitochondrial DNA (mtDNA) in gastrointestinal carcinomas
and associated to tumor progression (9,10). Even though this
region controls the transcription of the mtDNA heavy strand,
it is still unclear whether longer repeats could give tumor
cells growing advantage and clonal selection in tumori-
genesis. Mitochondrial instability at this neutral polycytidine
repeat might result from an accumulative process of slippage
errors due to the higher rate of replication cycles of the
tumor cells, together with a low-efficient mitochondrial
DNA repair system. Moreover, no association has been
observed between nuclear MSI and mtDNA instability in
tumors of the mutator phenotype, suggesting that both are
independent mechanisms (11). Further analysis of this new
type of instability in human tumors are required in order to
clarify itsrolein tumorigenesis.

Accordingly, different types of nuclear and mitochondrial
genomic instability define aternative patterns of microsatellite
aterations in cancer cells. Because the biologica mechanisms
that generate these aterations and the consequentially affected
cancer genes are different for every pattern, it is necessary to
define the specific tumorigenic pattern that characterises each
tumor type. In this context, while aneuploid patterns of
multiple genomic gains and losses have already been
described in breast tumors, the presence of nuclear
microsatellite instability still remains controversial and data
on mtDNA instability are scarce. Here we report an extensive
analysis of nuclear and mitochondrial microsatellite
alterations in breast tumors. No nuclear microsatellite
instability was detected in any case nor significant losses of
genes involved in MMR such as hMLH1 or hMSH2. On the
contrary, nuclear microsatellites defined an aneuploid pattern
of alterations among which, losses of BRCA1 and gains at the
plakoglobin locus significantly associated to high grade
tumors. Finally, mitochondrial instability within the
polycytidine repeat at the D-loop region was also found in a
small percentage of cases. We suggest that these new
variants arise in tumors as a consequence of the progressive
accumulation of slippage somatic mutations and the intrinsic
instability of these microsatellite sequences.

Materials and methods

Tumor samples. Breast tumors were obtained from our
collection at the Centre d'Investigacions en Biogquimica i
Biologia Molecular Vall d'Hebron (CIBBIM), Barcelona,
Spain. Sample collection was carried out in accordance with
previously established ethical protocols. Collected tumors
were immediately frozen in liquid nitrogen for further
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analysis. Nuclear and mitochondrial DNA were extracted
with phenol-chloroform according to standard procedures
(12).

Analysis of nuclear and mtDNA microsatellite instability.
Tumors were analyzed for nuclear microsatellite instability
by PCR as previously described (2,13) by using two mono-
nucleotide repeats, (A)18 of APA3 (2) and (A)26 of Bat26
(14), and aso 40 additional dinucleotide repeats, including
those suggested in the US Nationa Cancer Institute Guidelines
for the assessment of microsatellite instability (15). Micro-
satellite instability was also analysed at the polycytidine
repeat (nucleotides 299-315) within the D-loop region of the
MtDNA by PCR, for one cycle at 94°C for 4 min, followed
by 35 cycles of 94°C for 30 sec, 57°C for 30 sec, and 72°C
for 30 sec, in the presence of 0.2 uCi of [a-*P]dCTP and
specific primers (5-CCA CTT TCC ACA CAG ACA T-3
and 5-GGA GGG GAA AAT AAT GTG TTA G-3). PCR
products were analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide
gel and subjected to autoradiography.

Cloning and sequencing of mtDNA variants. PCR products
from tumors with mtDNA instability and from their normal
tissue counterparts were subcloned into plasmid pCRTM2.1,
reamplified by PCR and analyzed on a 6% denaturing poly-
acrylamide gel and subjected to autoradiography. Plasmids
from 20 selected clones from each normal and tumor case
were sequenced using the ABI PRISM BigDyell Terminator
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Warrington,
UK).

Results and Discussion

Two different types of microsatellite alterations characterise
the two major phenotypic patterns of human cancers. On
the one side, allelic losses and gains of nuclear genomic
regions, defining tumorigenic aneuploid patterns in which
losses of tumor supressor genes and/or gains of oncogenes
give tumor cells clonal advantage. On the other side, tumors
with defects in the DNA mismatch repair system that
accumulate hundreds of thousands of somatic mutations in
simple repeat sequences, configuring a pseudo-diploid pattern
of a genomewide microsatellite instability (2). Although
multiple frameshift mutations are generated when repeats
within coding regions become unstable, only those genes
involved in tumorigenesis will be clonaly perpetuated because
of their higher advantage and positive selection in tumor cell
clonal expansion (8,16).

Accordingly, alternative patterns of microsatellite
alterations can be defined for each specific tumor-type.
Because these patterns are caused by different underlying
mechanisms, the cancer genes involved in tumorigenesis are
aso different for each pattern and distinct tumor phenotypes
are configured. Although aneuploid patterns have already
been described in breast tumors (17,18), contradictory
observations of nuclear microsatellite instability have been
reported (19,20). Here we report an extensive analysis of
dinucleotide and mononucleotide microsatellites in 37 ductal
mammary adenocarcinomas. For comparative purposes tumors
were classified into two groups according to their tumor
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Table . Summarized patterns of microsatellite alterations in breast tumors.

T Age G Locaa N Brcal? Plako® E-cadherin® R-catenin® hMLH1¢ hMSH2" mtDNA  MSI9
27 70 I R + - - LOH - - NI - - - - - - - -
50 80 I R - - - LOH - NI - - - NI NI NI - +del -
43 79 I L NI Gain - - - - - NI NI - NI - -
46 55 I R - - - LOH - - NI - - - NI - - -
5 65 |l R - - - - LOH - - - - - - - - - -
25 40 I R + - - - - - - - - - - - - - -
34 65 |l R na - NI LOH - - - - - NI - NI - - -
8 55 1l L + - NI - NI - - NI NI - - - - - -
42 63 I R na NI - LOH NI - NI NI - - - LOH LOH - -
29 49 I R na - - LOH LOH - - NI NI - NI - - - -
11 60 |l R - - - LOH - - - NI - - NI - - - -
41 32 I L - NI - - - NI - - NI - - - - - -
65 59 I R - - Gain - NI NI - LOH NI NI - NI LOH - -
16 78 |l R + - NI - - LOH NI - - - - - NI - -
36 48 I R + - - - NI - NI - - NI NI - - - -
26 49 I L + - - LOH LOH LOH - LOH - NI NI - - - -
2 5 Il R na LOH NI NI LOH - - - - NI - - - - -
55 57 I R + LOH Gain - LOH - LOH LOH - NI - - - - -
49 63 I L + - - - NI - NI - - - - - - - -
4 79 I L + - - - - - - - - - LOH - LOH - -
15 62 |l R + - Gain - - - - - - NI - NI - - -
12 86 Il R + LOH - LOH - - NI - NI - NI LOH LOH - -
31 32 1 R + LOH - - NI NI NI - - - - - - - -
2 71 1 R - - Gain  LOH NI - - - - - - - NI +u,uu -
7 61 Il L + - Gan LOH - NI - - - NI - - - - -
14 45 1l L + LOH NI LOH NI LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH - -
6 72 Il R + - Gain NI LOH NI NI NI NI - - - - - -
3 5 I LR + NI - - - - NI NI - - - - - - -
17 63 1l L + LOH NI NI LOH - - - - - - - LOH - -
53 43 I L - NI Gan LOH LOH - NI - NI NI - - - - -
38 74 1 L + - - - - NI - - NI - NI - - - -
37 49 1l L + - - NI NI - - - - - - - - - -
59 57 Il LIR + - Gain - NI - NI - NI - - - LOH +u,uu -
60 55 I L - - Gain - LOH - NI NI - - - - - +del -
43 67 1l L + - Gain - - NI - - NI - - NI - - -
47 77 1 R - NI Gain - - NI - - NI NI - - NI - -
4 48 1l L na NI - LOH LOH LOH LOH - - NI - - - - -

Tumors and clinical data are on the left. Tumor grades| and |1 are on the upper part of the table and separated from grade |11 that are showed in the lower part.
Genes are named on top. T, tumor cases; G, tumor grade; Locat, location; N, lymph nodes; mtDNA, mitochondrial instability; MSI, microsatellite instability;
R, right; L, left; LOH, loss of heterozygosity; NI, non-informative; na, not available; +, positive nodes; -, negative case; +del, deletion of one cytosine; +u,uu,
insertions of one and two cytosines. a, locus D17S855; b, locus D17S846; c, locus 1652624 and D16S752; d, locus D3S2456 and D3S1768; e, locus
D3S1029, D3S1283, D3S1611 and D3S1619; f, locus D5S624 and D5S2107; g, summarised results from the analysis of 40 dinucleotide microsatellites and

from Bat26 and APA3 mononucleotide repeats.

grade. Therefore, grade 111 tumors were compared with  that microsatellite instability is not a characteristic feature of
grades | and 1. No microsatellite instability was detected in  breast cancer, and also that breast tumorigenesis do not
any of the 40 dinucleotide microsatellites analysed, nor in  associate with defects of the DNA mismatch repair system
bat26 or APA3 mononucleotide repeats, clearly concluding (Tablel).
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Asit has been suggested, due to the intrinsic instability of
microsatellite sequences, spontaneous somatic mutations
might accumulate at microsatellites according to their particular
sequence and to the number of cell replication cycles
(4,13,21). The higher the number of replication cycles, the
higher the probabilities for slippage and misalignment errors
to accumulate. In fact, the detection of these mutations in
tumors does not represent positive selection but the inherent
mutational dynamics of these neutral sequences, together with
their random selection during tumor cell clonal expansions.
These characteristics also allow researchers the use of micro-
satellite sequences as molecular clocks of tumor progression
(4,21). Furthermore, microsatellite instability levels of bat26
and APA3 had been associated to cell replication activity in
different tumor sets (13,22). In this context, our results
indicate that the expected frequency of sporadic mutations
in microsatellites in breast cancer is, according to the
2,960 alleles analyzed, at least lower than 0.03%. This
frequency is lower than the reported for other tumor types
with higher replication activities such as colorectal cancer
(23,21). Moreover, because there is a minimum number of
replication cycles required by acell with DNA mismatch repair
defects for achieving a microsatellite instability phenotype, it
might be feasible for a tumor such as case 14 to show alelic
losses of hMLH1 and hMSH2 genes without showing MSI
(Tablel).

Recently, microsatellite instability has been reported in a
polycytidine repeat within the mitochondrial transcription
control region in human tumors (9,24,25). Even though the
region controls the transcription of the mitochondrial
heavy strand, it is not clear whether different lengths at the
polycytidine repeat will confer replication advantage to the
mitochondrial molecule or have a role in tumorigenesis.
According to in vitro experiments, variations in length of
this repeat do not seem to affect the level of transcription,
and different variants and heteroplasmic populations of
mitochondrias have been detected in normal tissues as well
(26). In our collection, instability was detected in 10.8% of
tumor cases (4 of 37) (Table | and Fig. 1). Analysis of 20
clones from the normal and tumor tissues of the positive
cases showed no evidence of insertion or deletion mutations
in the normal tissue, confirming that these new variants
arise as sporadic somatic mutations in the tumor cells.
Nonetheless, heteroplasmy of this repeat was detected also
in four normal cases, yielding a total percentage of 10.8%.
However, no associations were detected between the presence
of heteroplasmy in the normal tissue and mitochondrial
instability in the tumor. Indeed, only case 22 was hetero-
plasmic and showed concomitant insertion mutations of one
and two cytosines in the tumor counterpart.

Moreover, because microsatellite sequences are inherently
unstable, different new mitochondrial variants of the (C)n
repeat may also generate depending on the number of
replication cycles of the tumor cells, according to the
mutational dynamics of these sequences as molecular clocks.
Due to the lack of histones and the high rate of exposure to
oxidative damaging agents, mtDNA is prone to accumulate
genetic aterations when compared to nuclear DNA (26,27).
Also, mtDNA polymerase-y, the enzyme responsible for
mtDNA replication, is highly inefficient when compared
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Figure 1. Mitochondrial DNA instability at the D-loop polycytidine repeat in
breast cancers. A representative figure with cases named on top is shown.
N, normal tissue; T, tumor. Arrowheads pointing up and down indicate
insertions and deletions of one repetitive unit each. None of the new variants
were detected in the normal tissue counterpart.

Table I1. Frequency of microsatellite alterations in BRCAL,
plakoglobin and E-cadherin locus in ductal mammary
adenocarcinomas.

E-cadherinc
BRCA12  Plakoglobin®
% % % %
Gradesl/Il 0 (0/23) 15 (2/13) 43 (7/17) 33 (4/12)
Grade Il 35 (6/17)¢ 55 (10/18)c 35 (6/17) 46 (7/15)

3 ocus D17S855; locus D17S846; “locus 1652624 and D16S752. Statistics
were done with licensed SSPS 8.0 statistical software by using the two-sided
2 test or Fisher's exact test when the number of samples were insufficient
for the %2 test. Significance was set at p<0.05. Only informative cases were

considered. 9p<0.024. €p<0.032.

with nuclear polymerases and replicates mtDNA with poor
fidelity (28). Whether certain nuclear DNA repair systems
might be involved in mtDNA maintenance is unknown.
Nonetheless, we have reported that mtDNA instability at this
repeat does not associate to nuclear microsatellite instability
in tumors with defects in the DNA mismatch repair system
such as gastrointestinal tumors of the mutator phenotype
(12).

Accordingly, our results confirm the presence of mito-
chondrial instability in tumors without microsatellite instahility.
The high number of mitochondrial DNA replications in the
tumor cells and the absence of an effective mitochondrial DNA
repair system, might explain the progressive accumulation of
slippage somatic mutations and the mitochondrial genomic
instability found in breast tumors, without implying clonal
positive selection processes but random pseudoclonal
segregation, as has been also suggested by other authors
(29,30). Interestingly, although no statistical association was
achieved, 3 of 4 cases with mtDNA instability were grade I11,
suggesting that high grade tumors might have higher replication
activities than low grade, although further analysis are
required to confirm this possibility.



ONCOLOGY REPORTS 10: 1561-1567, 2003

16 14 34 6 ] 2 38

HNTMNTMNTMNTMNTHNTWHNT

-

Figure 2. Aneuploid patterns of microsatellite aterations in breast tumors. A
representative figure is shown. Cases are named on top. N, normal tissue;
T, tumor. Arrowheads pointing up and down respectively indicate genomic
gains and losses of the analysed markers. (a), shows a representative figure
from the analysis of microsatellite D17S855 that targets BRCAZL; (b), shows
an example of the analysis of D17S846 targeting plakoglobin; and (c), shows
the D3S1611 microsatellite, targeting the DNA repair gene hMLH1.

Finally, our analysis of microsatellites confirmed that the
main pattern of microsatellite alterations in breast tumors is
configured by an aneuploid spectrum of genomic alterations,
in which alelic gains and losses of certain genomic regions
associate to tumor grade and poor prognosis. Among them,
high frequencies of LOH were detected in 17S855 targeting
BRCAL at 17¢21 (Tables| and Il, and Fig. 2a). Indeed, BRCA1
LOH was detected in 35% (6 of 17 informative cases) of
grade I11 tumors whereas no LOH was found in tumor grades
I and Il. Accordingly, BRCAL losses associate to poor
prognosis and grade |1l tumors (p<0.024) (Table II).
Furthermore, alelic gains at the plakoglobin locus 175846 in
17921 were detected in 15% (2 out of 13 informative cases)
grade | and Il tumors, and in 55% (10 out of 18 informative
cases) grade |11 tumors (Table | and Fig. 2b). These results
show a significant association of plakoglobin gains to high
grade tumors and poor prognosis (p<0.032) (Table 1),
clearly suggesting an oncogenic role for plakoglobin in
breast tumorigenesis. High levels of plakoglobin have
already been related to poor survival grade Il ductal
carcinomas by immunohistochemistry (31), and strong
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activations of c-myc and the anti-apoptotic protein Bcl-2 by
plakoglobin have been reported previously (32,33). Also,
other authors have reported frequent gains at 17q in breast
tumors by CGH analysis (17,34). These lines of evidence
clearly link plakoglobin with cell growth and cell death
regulatory signaling, and also its alteration with the activation
of specific breast tumorigenic pathways.

On the other hand, even though plakoglobin is highly
homologous to 3-catenin its participation in the Wnt signalling
pathway is still being debated. Recently, it has been shown
that plakoglobin can interact with APC and also that high
levels of plakoglobin can displace 3-catenin from its binding
to APC (35). Indeed, the displacement of R-catenin from the
APC/GSK degradation machinery results in intracellular
accumulation of endogenous R-catenin, which in turns
activates LEF/TFC-dependent gene transcription (35,36).
This competition might explain, at least partialy, the oncogenic
activity of plakoglobin. It should be noted though, that
plakoglobin is aso capable of binding to LEF/TCF and able
to induce LEF/TCF gene transactivation (33,36). However,
the plakoglobin-L EF/TCF complex has a low ability to form
ternary structures with DNA, suggesting that transactivation
by plakoglobin might involve other unknown proteins (37).
Whether the transcribed target genes are common to the 3
catenin-L EF/TCF transcription targets has still to be clarified.

Interestingly, no association between LOH at the BRCA1
locus and gains of plakoglobin was detected even though
their relative proximity at 17¢g21. Also, among 14 grade 111
tumors that were informative for both locus, four cases did
not show any alteration and nine cases showed either BRCA1
losses or gains of plakoglobin. Only case 55 showed
simultaneous loss of BRCAL and gain of plakoglobin, which
is in agreement with the statistically expected concomitant
alterations according to the individual percentages of alterations
detected at BRCAL (21%, 3 of 14 informative cases) and
plakoglobin (57%, 8 of 14 informative cases). These results
may suggest that both alterations contribute independently to
tumor cell clonal selection in breast tumorigenesis.

On the other hand, we also detected a high incidence of
losses at 1652624 and 16S752 (Table I), targeting CDH1 at
16¢22.1, one of the three known common regions of deletion
in breast cancer together with 16¢g23.2-24.1 and 16¢g24.3
regions (17,18,38). It should be noted however, that the
boundaries of the smallest region of overlap reported at
16022.1 in breast tumors are demarcated by markers D16S398
and D16S301, that limit a region that does not overlap CDH1
(18). This finding suggests that a TSG other than CDH1
might be located in this region. Indeed, although CDH1
clearly plays a role in the tumorigenesis of lobular breast
carcinomas (39), itsrole in ductal tumorigenesis still remains
to be established.

Nonetheless, a high incidence of losses of CDH1 has
been lately associated with grade | ductal carcinomas,
suggesting that different genetic pathways control the
tumorigenic evolution of breast tumors according to the
grade of dedifferentiation (17). However, whether grades |
or 1l tumors might evolve to grade Il or not, is till a contro-
versial issue (40). According to our data, no associations
were found between CDH1 losses and the tumor grade
(Table I1). Similarly, no associations have also been reported
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by others, who have suggested that discrepancies between
CGH and LOH analysis can be attributed to the fact that LOH
analysis but not CGH, are able to detect losses after mitotic
recombination events (18). Finally, low LOH frequencies
were detected in D3S2456 and D3S1768, targeting 3-catenin,
and in D3S1029, D3S1283, D3S1611 and D3S1619, and
D5S624 and D5S2107, respectively targeting the MMR
genes hMLH1 and hMSH2 (Table | and Fig. 2c). Accordingly,
our data when qualitatively considered, show that the
patterns of microsatellite alterations found in breast tumors
were very similar between grades /11 and |11, suggesting that
high grade tumors might evolve from low grade cancers
through progressive tumor cell modulations by specific
tumorigenic selection forces.
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