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1. INTRODUCCIO GENERAL

El cancer és un conjunt de malalties que es caracteritzen per ser el resultat de
'acumulacié de miltiples alteracions en el DNA. Aquests danys es van adquirint
progressivament al llarg de la vida i porten a la cel-lula a un creixement descontrolat i
excessiu. En els teixits normals es manté un equilibri entre la taxa de creixement de
cel-lules noves i la mort de cel-lules velles. En el cas de cancer aquest equilibri s’altera;
bé com a consequéncia e la pérdua per part de les cél-lules de la seva capacitat
apoptotica (mecanisme mitjancant el qual les cél-lules velles o amb anomalies
s’autodestrueixen), o bé com a resultat d'un creixement descontrolat per part de les
cel-lules.

Aquest augment gradual en el nombre de cél-lules amb capacitat per dividir-se, crea
una massa creixent de teixit que es coneix amb el nom de tumor o neoplasia. Si la taxa
de divisio cel-lular és relativament alta i no hi ha senyals d’apoptosi, el tumor creixera
rapidament de mida; si les cél-lules es divideixen més lentament, el creixement del
tumor sera més lent.

Posteriorment aquestes cél-lules poden adquirir capacitat invasiva, el que els permet
“escapar” del seu lloc natural, colonitzar i proliferar en altres teixits i organs. Aquest
procés és conegut amb el nom de metastasi.

Existeixen aproximadament uns 200 tipus de cél-lules diferents en el nostre organisme,
si be en principi qualsevol d’elles podria potencialment originar un tumor, en realitat se
sap que el 90% dels tumors estan generats a partir de cel-lules epitelials; els cancers
que tenen aquest origen s’anomenen carcinomes. Altres tipus de tumors son els
sarcomes, derivats de cel-lules del teixit connectiu 0 muscular; les leucémies, limfomes
i mielomes originats a partir de cel-lules sanguinies; i els neuroblastomes i gliomes que
es deriven de cél-lules del sistema nervios.

Es pensa que les céllules epitelials mantenen durant més temps la capacitat de
dividir-se, i aquest seria un dels motius que explicaria perqué la majoria de tumors
tenen aquest origen; a més a més hem de tenir en compte que les cél-lules epitelials
es troben recobrint les superficies externes i internes del organisme, de manera que
aguestes cel-lules estan més exposades a l'accié de diferents agents que poden
alterar el seu comportament.

Les caracteristiques biologiques que permeten als tumors créixer, proliferar i fins i tot
metastatitzar, sbn com ja s’ha dit consequéncia de canvis en el genoma; com poden
ser canvis epigenétics, mutacions puntuals, delecions, insercions, inversions,

duplicacions, translocacions i amplificacions.
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Actualment s’han pogut identificar més de 100 gens relacionats amb I'aparicio de
tumors. Segons la seva funcié aquests gens es classifiquen en: oncogens i gens
supressors de tumors.

Oncogens: Tenen com a funcio regular la proliferacio i diferenciacié cel-lular. En el
seu estat normal s’anomenen protooncogens i codifiquen els components dels
mecanismes de control del creixement normal de la ceél-lula. S6n gens dominants i
nomeés els cal una mutacié per a la seva activacio. Un cop alterats, s’activen de forma
constitutiva, mantenint aixi el senyal mitogénic permanentment actiu.

Gens supressors de tumors (TSG, de I'anglés: tumor supressor gene): Tenen com a
funcié principal frenar la proliferacié cel-lular. L'activacio d’aquests gens doéna lloc a
una perdua en el control del creixement que desencadena la formacié del tumor. Sén
gens recessius i per tant es requereix la perdua de funcio dels dos al-lels per a la seva
inactivacio.

Hi ha pero altres tipus de gens que no pertanyen a aquestes dues categories, i que
també juguen un paper important en I'aparicié o en el manteniment de les neoplasies:
gens reparadors del DNA, gens reguladors de I'apoptosi, gens de la telomerasa i gens

reguladors de I'angiogénesi.
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2. CANCER DE BUFETA

2.1 GENERALITATS

¥ 'r‘ Les primeres descripcions sobre el cancer de bufeta urinaria

daten del segle XIX, on es detalla la presencia d’aquest tipus

& de cancer en obrers que utilitzaven colorants del tipus
Ii anilines.

Els tumors de bufeta o tumors vesicals, s6n deguts al

desenvolupament anormal d’'un grup de cél-lules pertanyent

als teixits que formen la bufeta urinaria.
Histologicament, més del 90% dels carcinomes de bufeta s6n tumors urotelials i
presenten caracteristiques identiques als carcinomes urotelials originats a altres arees
de les vies urinaries (pelvis renal, ureters, ductes prostatics o uretra). El carcinoma de
bufeta és perd una malaltia molt heterogenia, ja que presenta des de tumors
superficials papil-lars ben diferenciats fins a tumors séssils poc diferenciats i invasius.
Epidemiologia: El cancer de bufeta representa el 3.2% de tots els cancers i és el seté
cancer més comu al mén, amb un nombre aproximat de 336.000 casos nous cada any.
En el cas dels homes és el segon en fregliéncia entre els cancers urogenitals, per
darrera del cancer de prostata. En el cas de les dones ocupa el primer lloc, dins dels
cancers urogenitals.
Al 1995 es va estimar que en els paisos de la Unié Europea, es presentaven 84.000
casos nous a l'any, i es produien unes 31.000 morts com a conseqiiéncia d'aguesta
malaltia. La seva incidencia té una clara tendéncia a anar augmentant, ja que s’estima
un creixement (en el cas dels homes) de entre el 5-20% cada 5 anys.
Diferéncies entre poblacions: La incidencia és el doble a la poblacié caucasica
blanca que a la negra, encara que la mortalitat €s molt més elevada en aquest segon
grup, cosa que fa que finalment la mortalitat acabi essent similar entre les dues étnies.
Diferéncies entre sexes: A Espanya, la relaci6 home:dona és de 3.5:1, tot i que
darrerament la xifra de dones amb cancer de bufeta esta augmentant a causa del
increment de dones fumadores i a la incorporacio d’aquestes al mén laboral i industrial.
Supervivéncia: L’avencg important que s’ha produit en els darrers anys, tant pel que fa
a un rapid diagnostic, com per la millora en els tractaments, ha fet que la supervivencia

(5 anys) es situi entre 60-80%.
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Edat: Pel que fa a la edat d'aparicié, el patré habitual és el d’'una persona més gran de
50 anys, havent un pic maxim entre els 60 i 70 anys.

Etiologia: Les causes que originen aquesta malaltia s6n nombroses, perd s’han
identificat alguns factors que li confereixen una certa predisposicio:

- Anilines o amines aromatiques (presents en colorants industrials): a ligual que la
majoria de carcinogens quimics, requereixen d’'una activacido metabolica per donar lloc
a especies reactives que s’'uneixen al DNA. L'acuacié d’aguestes amines aromatiques
esta a carrec d'alguns enzims, la distribucio dels quals és polimorfica dins la poblacio.

- Tabac: el risc de cancer de bufeta és de 2 a 4 vegades més elevat en fumadors i
augmenta amb el nombre de cigarrets i amb la duracié d’aquest habit. A més el risc és
2-3 vegades més elevat en fumadors de tabac negre que en fumadors de tabac ros,
aixo possiblement és a causa de que el tabac negre conté concentracions elevades
d’amines aromatiques que sén, com ja s’ha dit, un factor especific de risc.

- Infeccions urinaries repetides: hi ha una major incidencia de cancer de bufeta en
regions amb elevada prevalenca d’infeccions pel parasit Schistosoma haematobium.
També altres infeccions de les vies urinaries, podrien causar irritacio de I'epiteli, factor
gue es pensa podria incrementar el risc de cancer vesical.

- Exposicié a determinats contaminants de l'aigua potable: compostos organo-clorats
gue es formen en la cloracié de I'aigua (per ex: trialometans, arsenic).

- La dieta.

- Ingesta hidrica: una ingesta hidrica escassa provocaria una acumulacié de
metabolits en la orina, reduiria la freqiéncia d’orinar augmentant aixi el contacte dels
carcinogens amb I'epiteli vesical.

- La contaminacio atmosférica.

- Alguns medicaments: per exemple la ciclofosfamida, produeix un metabolit anomenat
acroleina, que augmenta 9 vegades el risc a desenvolupar cancer vesical.
Simptomatologia: Pel que fa als simptomes que es donen quan es pateix aquesta
malaltia, els més habituals son I'hematuria (preséncia de sang a l'orina) i el sindrome
miccional irritatiu. Tot i que a més es poden acompanyar (depenen de la mida de la
tumoracid) de dolor suprapubic despres d’orinar, o bé de dificultat per orinar.

Es tracta d’'una malaltia amb un curs clinic variable, el que obliga a un seguiment

diagnostic i terapéutic permanent.
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2.2 TIPUS CEL-LULARS

La majoria de tumors vesicals s’originen a l'uroteli, és a dir, al teixit epitelial que
cobreix la part interna de la bufeta i de quasi tot el tracte urinari incloent pelvis renal,
uréters i uretra proximal. Hs tumors derivats de teixit muscular o conjuntiu s6n poc
frequents.

D’acord amb el tipus cel-lular, els carcinomes de bufeta. Es classifiquen de la seguent
manera:

Carcinoma de cel-lules transicionals (TCC) (de I'anglés: transitional cell carcinoma).
Es el tipus més freqlient, un 90% del total de tumors de bufeta s6n carcinomes de
cel-lules transicionals.

Esta compost de cél-lules derivades de I'epiteli de transicid propi de la mucosa
urotelial. S’acostuma a desenvolupar inicialment cap a la llum de la bufeta, pero també
pot envair la paret vesical i infiltrar finalment als organs propers i fins i tot disseminar-
se per altres organs. De fet podem diferenciar dues varietats de carcinoma
transicional: el superficial i el infiltrant.

El carcinoma transicional superficial (aproximadament el 75 % dels casos) esta format
per cel-lules de caracteristiques semblants a les de la mucosa vesical normal, i
generalment no son infiltrants tot i que tenen una proporcido de recurrencia molt
elevada (50-80% dels casos).

El carcinoma transicional infiltrant (el 25%), esta format per cellules més
indiferenciades i amb gran capacitat invasora, penetren en la capa muscular de la
bufeta i es difonen a distancia a través dels vasos limfatics i sanguinis.

Carcinoma de cél-lules escamoses. Es un tipus de carcinoma menys freqient,
representa 3-4% dels tumors de bufeta. Estd compost per cellules escamoses,
semblants a les de la pell. Els diferents graus de queratinitzacio i els ponts
intracel-lulars marquen la seva diferenciacio. Es el tipus que es presenta més sovint
després d'irritacions croniques, i acostuma a evolucionar molt rapidament, esta
relacionat amb infeccions pel parasit Schistosoma haematobium.

Carcinoma de cél-lules glandulars o adenocarcinomes. Es un tipus de carcinoma
de bufeta molt poc frequent, representa menys d'un 2% dels tumors de bufeta. Es
dona més habitualment en homes que en dones, en una proporcié aproximada de
2'6:1. El pic d’incidéncia es situa al voltant dels 60 anys.

Carcinoma indiferenciat. Es caracteritza perque esta format per cél-lules sense les

caracteristiques distintives que corresponen als teixits desenvolupats.
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Les celllules poden ser fusiformes o gegants, rebent el nom de carcinoma de fus
cel-lular o sarcomatoide i carcinoma de ceél-lules gegants.

Existeix una relacio directa entre el grau de diferenciacié del tumor i la freqiéncia amb
gue es presenta: 10-60% dels tumors superficials de bufeta, 60% dels carcinomes

d’estadi tumoral pT1G3, entre 50-80% associat a tumors infiltrants.

2.3 PATRO DE CREIXEMENT

Els diferents patrons de creixement que es poden observar en els tumors urotelials
son:
Papil-lar. Es el patr6 de creixement que es troba de manera més habitual, representa
el 70% del total de tumors urotelials. Les cél-lules epitelials es disposen al voltant d'un
eix fibroconectiu, les papil-les.
Solid. També anomenat sessil o nodular infiltrant. Representa aproximadament un
10% del total. Té pitjor pronostic.
Mixta. Amb caracteristiques papil-lars i solides dhora. Es poc freqient, perd més
habitual que el patré solid, representa un 20% del total.
Pla. També anomenat carcinoma in situ (CIS o Tis) o carcinoma intraepitelial, no és

papil-lar ni infiltrant i es troba limitat a la mucosa.

2.4 CLASSIFICACIO HISTOPATOLOGICA

El sistema de classificacié es fonamenta basicament en dos aspectes, I'estadi
d’invasio del tumor i el grau de diferenciacié tumoral, és la classificacid6 TNM.

Estadi: La T ens indica el grau d'infiltracié del tumor, és a dir fins a quin nivell o capa
del teixit arriba el mateix. La N ens ddna informacié sobre el grau d’afectacio dels
ganglis. La M ens informa sobre si hi ha 0 no metastasi.

En funcié d’aquests diferents parametres s’obté tot el ventall de possibilitats que

s’indiguen a continuacio a la taula |, i que es veuen esquematitzades a la figura 1.



Introduccié 9

Taula I: Classificacid TNM dels carcinomes de bufeta.

T Tumor primari

X El tumor primari no es pot evaluar

T0 No hi ha evidencia de tumor primari

Ta Carcinoma papil-lar no invasiu

Tis Carcinoma in situ: " tumor pla"

T1 El tumor envaeix el teixit conectiu subepitelial

T2 El tumor envaeix el muscle

T2a El tumor envaeix el muscle superficial ( meitat interior)

T2b  El tumor envaeix el muscle profund ( meitat exterior)

T3 El tumor envaeix el teixit perivesical:

T3a Microscopicament

T3b  Macroscopicament (massa extravesical)

T4 El tumor envaeix qualsevol dels organs adjacents: prostata, Uter, vagina,
paret pelviana o paret abdominal

T4a  El tumor envaeix la prostata, I'iter o la vagina

T4b  El tumor envaeix la paret pelviana o la paret abdominal

N Ganglis limfatics regionals

NX Els ganglis limfatics no es poden valorar

NO No hi ha signes de metastasi als ganglis limfatics regionals

N1 Metastasi de 2 cm o0 menys a un unic gangli limfatic

N2 Metastasi a un Gnic gangli limfatic, amb un tamany més gran de 2 cm pero
menys de 5 cm, o a multiples ganglis limfatics el conjunt dels quals no
superi els 5 cm de dimensié

N3 Metastasi a ganglis limfatics amb una mida superior a 5 cm

M Distancia de la metastasi

MX  No es pot evaluar si hi ha metastasi allunyada

MO  No hi ha metastasi allunyada

M1  Hi ha metastasi allunyada

pTa pTl pT2a pT2b pT3 pT4

Teixit
conectiu

Muscle
superficial

Muscle
profund

Teixit
perivesical

Figura 1: Esquema de la progressio de la carcinogenesi vesical.
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Grau: El grau és un dels factors de pronostic més rellevants en qualsevol patologia
tumoral. En el cas dels tumors de bufeta, és un factor molt important de progressio i de
mortalitat perod no de recurréncia. El grau de diferenciacio cel-lular es divideix en:

= Grau X: No es pot avaluar el grau de diferenciacio.

= Grau 1 o grau baix: Ben diferenciat; cél-lules amb lleugera anaplasia.

= Grau 2 o grau mitja: Cel-lules moderadament diferenciades, és a dir amb

anaplasia moderada.
= Grau 3-4 o alt grau: Ceél-lules pobrament diferenciades o indiferenciades.
Actualment es tendeix a gradar els tumors com GX (quan no es poden gradar), i alt

0 baix grau en la resta de casos.

2.5 CARACTERISTIQUES CLINICO-PATOLOGIQUES

2.5.1 DIAGNOSTIC | TRACTAMENT

Dins dels TCC urotelials hi ha una gran heterogeneitat, que es manifesta també en
'evolucié clinica. De manera general es distingeixen dues formes de presentacio
d’aquests tumors, els tumors superficials i els tumors infiltrants, el tractament dels
guals esta clarament diferenciat.

Els tumors superficials (pTa i pT1), representen el 75% dels casos de cancer de
bufeta. El tractament quirdrgic indicat és la reseccio transuretral (RTU) acompanyat en
moltes ocasions d'una biopsia mdultiple normalitzada (BMN). Després de realitzar
aguesta intervencio, associada o no a instil-lacions de BCG (Bacil Calmette-Guérin) i/o
quimioterapia endovesical (aquesta es realitza en els casos d’alt grau); prop d’'un 50-
80% dels pacients experimenten posteriors recidives també de tipus superficial. D’altra
banda, en aproximadament una quarta part dels pacients, la malaltia progressara i les
recidives posteriors passaran a ser infiltrants (de Braud et al. 2002). Es per aixd que
s’ha proposat la possibilitat de realitzar cistectomia radical i una posterior derivacio
urinaria en casos de tumors superficials préviament seleccionats (Huguet et al. 2005).
Dins dels carcinomes superficials s’ha de fer mencié al carcinoma in situ (pTis) que es
habitualment més agressiu que la resta de superficials, i presenta també un risc de
progressio més elevat.

La resta de tumors, aproximadament un 25%, son inicialment infiltrants (pT2-T4). El
tractament quirargic indicat és molt més agressiu, ja que es realitza una cirurgia
radical, d’aquesta manera s’evita la disseminacid. L'opcié en el cas de que el pacient
sigui una dona és realitzar una cistectomia radical, és a dir extracci6 de tota la bufeta, i

en el cas dels homes es realitza una cistoprostatectomia, intervencio en la que s’extrau
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la bufeta i la prostata en una sola intervencio. Hi ha diverses possibilitats a I'hora de fer
la derivacié urinaria posterior a la cistectomia, aquesta amplia varietat la podem definir
a trets generals de dos formes diferents, tot i que cal tenir present que hi ha un gran
ventall de metodologies i técniques diverses a seguir dins de cada un d’elles. Una
opcio consisteix en anastomosar els dos uréters a un segment d’intesti prim, i d’aqui
fer una sortida a la superficie corporal; una altra possibilitat és crear una “bufeta nova”
a partir d'un segment d'intesti el qual fara la funcié de bufeta.

Tot i amb aquestes cirurgies radicals, aproximadament la meitat dels pacients

desenvoluparan metastasis en un periode aproximadament de dos anys.

2.5.2 FACTORS DE PRONOSTIC CLINIC

Tumors superficials: La possibilitat de progressié a tumor infiltrant esta associada
tant al grau com a l'estadi, que sén els dos factors pronostics classics més importants.
Pel que fa a l'estadi, aproximadament el 6% dels tumors pTa i el 30% de pT1
progressen a infiltrants. El risc de progressio en relacié amb el grau és del 6% en el
cas dels G1, 12% en el cas dels G2, i el 30% en el cas dels G3. Si combinem ambdos
factors (grau i estadi), el grup amb pitjor pronostic son els pT1G3 amb un risc de
progressio d’aproximadament del 50% (Mulders et al. 1994).

El cas dels pTis és més complexa donat que aquest és habitualment més agressiu que
la resta de tumors superficials i també presenta de manera general un risc de
progressié més elevat. De totes maneres podem distingir tres “tipus” de pTis amb unes
caracteristiques i un pronostic diferent: el pTis unifocal, que és el que presenta una
agressivitat més baixa; el pTis multifocal que esta associat en més d’'un 50% a casos
de progressio; i el pTis associat a tumor infiltrant, que és el que presenta un pitjor
pronostic (Kiemeney et al. 1994a).

Hi ha pero altres factors que influencien en un mal pronostic:

- La presencia d’invasié vascular o limfatica.

- La preséncia de multifocalitat.

- La preséncia de recidives en els 3 primers mesos de seguiment.

- La mida del tumor.

- La preséncia de displasia a altres zones de la bufeta.

Tumors infiltrants: El factor prondstic més important en pacients als que se’ls hi ha
realitzat una cistectomia radical és el grau dafectaci6 ganglionar, que és
histologicament positiu en un 15-25% dels casos. La supervivéncia (a 5 anys) de
pacients amb afectacié ganglionar, és d'una mitjana inferior al 15%. Els pacients amb
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N1 s6n I'lnic grup que presenten una supervivéncia superior a aquesta mitjana, que és
del 35% (Vieweg et al. 1994) els pacients amb N2 o N3, tenen una probabilitat de
supervivéncia inferior al 10%, i el 70% d’aquests pacients moren durant el primer any.
En aquest grup, I'estadi tumoral és un factor important. en pacients que presentaven
un tumor pT2 el percentatge de supervivencia és proper al 60% passats 5 anys,
mentre que en els pT3-T4 és del 10-30%. A més a més cal tenir en compte que la
majoria de tumors pT3b-T4 estan associats a afectacié ganglionar. A diferencia dels
tumors superficials, en aquest grup el grau histologic aporta poca informacio, ja que
tots solen ser d'alt grau.

Altres factors a tenir en compte son: la infiltracié prostatica i I'obstruccié ureteral

secundaria.

2.6 MULTIFOCALITAT EN EL CANCER D'UROTELI

Una caracteristica del 30% dels tumors urotelials és la multifocalitat o multiplicitat de
lesions (Kiemeney et al. 1993).
Quan parlem de tumors multifocals estem fent referéncia al numero de tumors que hi
ha a la bufeta, aquest pot ser molt variable, perd sempre parlem d’'un minim de dos,
encara que no hi ha un nombre maxim. Molts autors han analitzat la multifocalitat en
relacio amb la recurréncia, pero s’han trobat resultats contradictoris. Sembla pero que
la multiplicitat incrementa el risc de progressio (Kiemeney et al. 1994b; Millan-
Rodriguez et al. 2000).
Tot i la gran quantitat de treballs que s’han publicat respecte aquest tema (veure
revisid6 de Hafner et al. 2002), hi ha encara alguns dubtes sobre I'origen d’aquests
carcinomes mdltiples i els mecanismes que permeten la seva disseminacié. Podem
definir basicament dues teories que intenten donar una explicacio a l'aparicio tant de
tumors urotelials sincronics, com dels tumors metacronics (anomenats habitualment
recidives).
L'efecte de camp: Aquesta teoria parteix de la idea de I'existéncia en determinats
individus d’'una mucosa urotelial inestable; de manera que [I'epiteli transicional
d’'aquests individus tindria certa tendéncia a desenvolupar tumors, tant sincronics
(preséncia de més d'un tumor simultaniament) com metacronics (I'individuo aniria
desenvolupant tumors al llarg de la seva vida) (Yao and Rubin 1994).
El fet de qué quan un individuo presenta un tumor urotelial, amb certa freqiéncia
aguest acostumi a anar acompanyat d’altres lesions (hiperplasies, displasies,
carcinomes in situ, etc.) que presenten també alteracions genetiques, donaria forca a

la hipotesis de I'existéncia d’'una mucosa inestable que al entrar en contacte amb algun
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carcinogen, produiria la transformacio de diferents cél-lules d’aquest epiteli a malignes,
originant diferents tumors de manera independent, encara que es donessin de forma
simultania (Czerniak et al. 2000; Hartmann et al. 2002).

Origen monoclonal: Aquesta teoria proposa un origen comu per tots els tumors
uroepitelials d’'un mateix individuo. L’origen dels diferents tumors seria un unic tumor
inicial del que s’haurien després cél-lules tumorals, que posteriorment es fixarien en
altres punts del tracte urinari i desenvoluparien els altres tumors (Sidransky et al.
1992). Hi ha pero alguns autors (Simon et al. 2001) que proposen una alternativa a
aquest mecanisme, que seria que les cél-lules procedents del tumor inicial migren a
traves de I'epiteli vesical.

Com ja s’ha comentat anteriorment, amb la finalitat d’esbrinar quin és l'origen
d’aquesta multiplicitat, s’han publicat un gran nombre de treballs en els que s’ha
utilitzat una gran \ariabilitat de metodologies amb les quals s’ha estudiat tant els
tumors com, en alguns dels casos, la mucosa que aparentment era normal; i els
resultats obtinguts d’aquests estudis sén contradictoris.

Una de les metodologies més utilitzades per part de diferents autors ha estat I'estudi
de mutacions de TP53, aportant dades a favor de I'efecte de camp ((Petersen et al.
1993; Yoshimura et al. 1995; Goto et al. 1997;); entre altres), i també a favor d’'un
origen monoclonal (Habuchi et al. 1993b; Xu et al. 1996; Dalbagni et al. 2001). Alguns
d’aquests estudis detecten monoclonalitat no només en tumors de bufeta sin6 també
en altres situats al tracte urinari superior.

Una possible explicacié d’aquests resultats clarament contradictoris, és el fet que les
mutacions de TP53 es produeixen de manera tardana pel que fa al desenvolupament
d’aquests tumors.

També s’han analitzat les mutacions de FGFR3, en tumors exclusivament
metacronics. Van Tilborg i col (2000) van analitzar 15 tumors superficials de baix grau
dels quals 10 presentaven mutacions identiques, per tant aquest resultat recolzaria la
teoria de la monoclonalitat.

Una altra técnica ampliament emprada en I'estudi d’aquests tumors ha estat la pérdua
d’heterozigositat (LOH) (de I'angles: loss of heterozigosity) de multiples marcadors,
de manera que permet detectar un patré especific de pérdues al-leliques. Aquest és un
bon sistema per analitzar regions cromosomiques que es perden de manera
primerenca en el procés de la carcinogénesi, és per aix0 que les pérdues
d’heterozigositat del cromosoma 9 son d’especial interes, ja que les delecions d’aquest
cromosoma es produeixen en un elevat percentatge de tumors urotelials en els primers
passos del procés de carcinogénesi. La majoria d’aquests estudis es decanten per la
via de la monoclonalitat (Miyao et al. 1993; Takahashi et al. 1998; van Tilborg et al.
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2000; Hafner et al. 2001), encara que també n’hi ha que es decanten per l'efecte de
camp (Stoehr et al. 2000).

En els casos en els que s’analitzaren mostres de mucosa procedents de peces de
cistectomia, es van observar nombroses pérdues d’heterozigositat a la mucosa normal,
displasia, etc. fet que donaria suport a la hipotesi d'un efecte de camp (Czerniak et al.
2000; Muto et al. 2000), s’ha de tenir en compte perd que les mostres escollides en
aquests treballs provenen de bufetes amb tumors invasius i que per tant no es pot
descartar la possibilitat de que en realitat s’estiguin valorant cél-lules descamades
procedents del tumor. Quan aquests estudis s’han realitzat en tumors superficials, es
detecta un percentatge baix de LOH a la mucosa normal (Junker et al. 2003; Stoehr et
al. 2005).

Estudis citogenétics, realitzats per Fald-Elmula i col. (1999) descriuen alteracions
cromosomiques idéentiques en diferents tumors d’'un mateix pacient, fet que els porta a
afirmar que aquests tumors tenien un origen comu, és a dir, un origen clonal tant en
casos de tumors sincronics com metacronics, i que la preséncia de diferents tumors es
deu a un despreniment de cel-lules tumorals i la posterior implantacid en una altra
regio de l'uroteli o de la bufeta.

L’analisi d’'inactivacio del cromosoma X és un dels metodes més fiable pel que fa a
estudis de clonalitat. El problema d’aquesta metodologia es centra en que només es
poden estudiar els tumors urotelials procedents de dones (on un dels dos cromosomes
X s’'inactiva en etapes primerengues del desenvolupament embrionari), mentre que la
majoria de pacients que presenten tumors de bufeta sbn homes i per tant aixo limita
els estudis que es poden realitzar utilitzant aquesta tecnica. Els resultats obtinguts han
demostrat un patré d'inactivacio identic, ja que s’inactiva sempre el mateix cromosoma
X, a tots els tumors de la mateixa pacient, ja siguin sincronics o0 metacronics
(Sidransky et al. 1992; Li and Cannizzaro 1999).

La tecnica de FISH (de l'anglés: fluorescent in situ hybridization) també ha estat
escollida per alguns autors (Steidl et al. 2002; Cianciulli et al. 2003) per a analitzar tant
tumors com mucosa. Tot i que els resultats que s’han obtingut amb aquesta técnica
son bastant concordants pel que fa al patré d'alteracions, les conclusions apunten cap
a hipotesis diferents. Mentre que Steidl i col. (2002) donarien suport a la hipotesis de
relacio clonal, Cianciulli i col. (2003) es decantarien per la hipotesi de I'efecte de camp.
La tecnica de hibridacié genomica comparada, CGH (de I'angleés: comparative genomic
hybridization) va ser emprada per Simon i col. (2001) per estudiar la clonalitat de 32
tumors procedents de 6 pacients als que se’ls hi havia realitzat una cistectomia.
Aprofitant que disposaven de tota la bufeta, també van estudiar mostres de mucosa

situades al costat dels tumors. Aquests autors no nomeés van concloure que l'origen de
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la multiplicitat era monoclonal, ja que els tumors d’'un mateix pacient compartien entre
7 1 13 desequilibris cromosomics identics, sind que a més a més amb analisis
immunohistoquimics van detectar cél-lules portadores de la proteina p53 mutada en la
mucosa no tumoral, fet que els va portar a proposar que les cel-lules migren a través

de l'epiteli vesical (Simon et al. 2001).

2.7 GENETICA DELS TUMORS UROTELIALS

La genetica dels tumors urotelials és molt complexa i a diferéncia d’altres tipus de
tumors no hi ha una via definida d'alteracions que ens serveixi de guia alhora
d’estudiar la seva evolucio. Es per aixd que hi ha molts estudis, tant citogenétics com
moleculars, que han aportat gran quantitat de dades sobre alteracions genetiques,
proteines reguladores, molécules d’adhesié cel-lular, etc. per tal d’intentar esbrinar
guina o quines vies d’evolucio hi ha en aquests tipus de tumors, i quins gens, proteines

0 cromosomes i estan implicats.

2.7.1 ESTUDIS CITOGENETICS

Els canvis cromosomics proporcionen un coneixement basic de la tumorigenesi, ja
gue poden estar reflectint I'activacio d’oncogens o la inactivacioé de gens supressors de
tumors involucrats en l'inici, la progressio o metastasi del cancer urotelial.

La citogenética d’aquests tumors és molt complexa. Se sap que hi ha una bona
correlacio entre les alteracions en la ploidia del DNA i l'estadi tumoral, el grau
histologic del tumor i la taxa de supervivéncia dels pacients amb TCC. Aquests tumors
de bufeta sén aneuploides en un 40-50% dels casos (Sasaki et al. 1992). En estadis
inicials s’acostumen a observar cariotips diploides amb una o diverses anomalies, pero
a mida que l'estadi va avancant, la citogenetica d’aquests tumors també es complica,
de manera que ja trobem cariotips pseudo-tetraploides amb un elevat nombre de
marcadors. Hi ha una important diferéncia pel que fa a la quantitat d’alteracions entre
tumors pTaipT1, mentre que 'augment d’aquestes deixa de ser significatiu a I'hora de
comparar pT1ipT2-T4 (Sauter et al. 1997; Fadl-Elmula 2005).

S’ha observat que certes anomalies cromosomiques es correlacionen amb un risc
elevat de recurrencia i progressio tumoral (Sandberg et al. 1986; Falor and Ward-
Skinner 1988; Fadl-Elmula 2005).

Els TCC de bufeta, oot i ser un tipus de tumor molt heterogeni, presenta una serie
d’alteracions cromosomiques, més o menys complexes, for¢a recurrents com son: -9,
+7, -11 o del(11p), del(13q), del(17p) i reorganitzacions dels cromosomes 1, 5i 10
(Sandberg and Berger 1994; Gibas and Gibas 1997; Fadl-Elmula et al. 2000; Wu 2005;
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Fadl-Elmula 2005). D’altra banda, dades obtingudes a partir dexperiments de CGH,
indiguen que els guanys cromosomics que s'observen de manera més reiterada
serien: 1q, 8q, 20qg i 11q, i perdues dels cromosomes 9, 8p i 11p (Kallioniemi et al.
1995; Richter et al. 1998, 1999; Simon et al. 2000).

No es coneixen alteracions cromosomiques exclusives dels TCC de bufeta, pero la
repeticid d’algunes d’elles fa pensar que aquestes juguen un paper decisiu en la
carcinogenesis d’aquests tumors. A continuacié s'analitzaran les alteracions d’alguns
cromosomes, els quals tenen una especial rellevancia i implicacioé en la tumorigénesi
vesical.

Cal tenir en compte que alhora de fer una revisi6 de la bibliografia existent en
citogenetica dels tumors de bufeta, es pot trobar certa informacié contradictoria de
manera que a vegades podem trobar regions cromosomiques que per regla general es
guanyen, pero que en algun estudi es posa de manifest la perdua d’aquella regié, o bé
alainversa.

Cromosoma 1: Mai s’ha trobat com a Unica alteracié en tumors de bufeta, ja que
guasi sempre que es observat va acompanyant perdues del cromosoma 9; en algunes
ocasions s’ha trobat també acompanyant d’alteracions del cromosoma 11, es per aixo
gue podriem dir que les alteracions cl cromosoma 1 es troben com a alteracio
primerenca en els tumors de bufeta, per6 de manera secundaria (Fadl-Elmula et al.
2000). Guanys de 1q s’han descrit de manera més frequent a tumors pT1 que a pTa,
€s per agquest motiu que alguns autors relacionen aquest guany amb la progressié
tumoral (Fadl-Elmula 2005).

Els reordenaments d’aquest cromosoma son un fet freqient en els tumors de bufeta,
tot i que aquest fet no és exclusiu d’'aquests tumors, ja que es troben presents a quasi
gualsevol tipus de cancer; les alteracions estructurals més freqiients acostumen a ser
delecions o duplicacions. Gibas i col. (1984) van detectar preferentment pérdues de
1p22 i 1p32, mentre que posteriorment aquestes mateixes bandes s’han descrit com a
guanys en estudis realitzats per CGH juntament amb altres guanys com son: 1q31
(Kallioniemi et al. 1995) i 1g22-g24 (Richter et al. 1998; Koo et al. 1999).

També s’han descrit amplificacions en aquest cromosoma a 1p22-p32 (Terracciano et
al. 1999), i a 1921-924 (Richter et al. 1997, 1998; Hovey et al. 1998; Simon et al. 1998,
2000). Hem de tenir present que dins d’'aquesta ultima regi6, i concretament a 1g22-
g24 es troben localitzats els oncogens SKI i TRK.

Utilitzant CGH en microxips de DNA, s’han trobat guanys a 1g924.2 i 1g25.1, i nivells
elevats d’amplificacio a 1912 (Veltman et al. 2003).
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Cromosoma 5: Aquest és el cromosoma que més habitualment presenta alteracions
estructurals en els tumors de bufeta (Fadl-Elmula et al. 2000). En estudis de
citogenetica classica és habitual trobar reorganitzacions d’aquest cromosoma, ja sigui
la delecio de bragos llargs o la formacio d’un isocromosoma de bragos curts, la qual es
troba en el 35% dels casos (Gibas et al. 1984). Amés a més, diversos autors associen
la presencia d'isocromosoma 5p amb fenotips tumorals més agressius (Hovey et al.
1998; Fadl-Elmula et al. 2000).

Com ja s’ha apuntat, el guany de 5p seria un fenomen habitual en els tumors de bufeta
(Koo et al. 1999; Fadl-Elmula et al. 2000), tot i que també s’han descrit amplificacions
a diverses bandes: 5p11-p13, 5p15 i a 5921 (Richter et al. 1999; Simon et al. 1998,
2000).

Recentment Zheng i col. (2004), i gracies a la utilitzacié de diferents técniques, van
observar que a la banda amplificada de 5p15, i concretament 5p15.1-p15.31, es troba
una bateria de 7 gens, un dels quals és TRIO. L'amplificacié d’aguest gen presenta
una forta correlacié amb graus i estadis avancats en els tumors de bufeta.

El guany de 5p i la pérdua de 5q es troben sovint associats (Voorter et al. 1995; Koo et
al. 1999), tot i que s'observen de manera més frequient en tumors pTaG3 que en
pTaG2 (Zhao et al. 1999). Amés a més altres estudis han relacionat la delecio de 5q
amb estadis invasius (Dalbagni et al. 1993; Richter et al. 1999). Richter i col. (1998),
en estudis realitzats per CGH, van relacionar el guany de 5p juntament amb altres
alteracions com son -5q, -6q, -15q, +7p i +Xg amb mal pronostic, ja que eren
significativament més freqlients a pT2-T4 que a pT1.

La perdua del bra¢ llarg del cromosoma 5 s’ha observat, també, en un elevat
percentatge (43%) en estudis realitzats mitjancant CGH en linees cel-lulars de cancer
de bufeta (Hurst et al. 2004).

També hi ha publicats estudis de LOH a 5g (Knowles et al. 1992; von Knobloch et al.
2000), que apunten a dos regions critiques: 5922-923 i 5933-q34, les quals estarien

relacionades amb el grau dels tumors.

Cromosoma 7: La trisomia d’aquest cromosoma €és una alteracio freqient en els
tumors de bufeta i ha estat descrita com a Unica anomalia en alguns casos (Berrozpe
et al. 1990), tot i que el més freglient és que vagi associada a altres alteracions
cromosomiques. La trisomia 7 com a Unica alteracidé s’ha descrit també en altres tipus
de cancers com soOn: ronyd, colon, cervell i pulmé (revisi6 de Sandberg i Berger
(1994)). Waldman i col. (1991) van observar que hi havia una correlacio entre
Faugment en el nombre de cromosomes 7 i el grau tumoral, especialment en estadis i

graus avancats. Posteriorment, Simon i col. (2000) per mitja d’estudis de CGH van
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associar el guany de 7p amb estadis tumorals tardans. Aquests autors van determinar
gue aquesta alteracié era de dos a tres vegades més frequient en els tumors pT2-T4,
suggerint que podia tractar-se d’'un esdeveniment tarda en el procés del cancer de
bufeta. Aquests mateixos autors descriuen en diferents treballs amplificacions en
diferents bandes d’aguest cromosoma: 7936 i 7921-g31 (Simon et al. 1998, 2000).
Estudis posteriors realitzats emprant la técnica de CGH en microxips, mostren guanys
concretament a 7921.11 (Veltman et al. 2003).

Sandberg i Berger (1994) van trobar el guany del cromosoma 7 com la alteracié més
frequentment detectada (per davant del +8, +4 i del +20) en estudis realitzats amb
FISH. S’ha de tenir present que a 7p12 hi ha localitzat I'oncogéen EGFR/ERBBL1, que

es troba implicat en gran nombre de cancers, entre ells el de bufeta (Kim et al. 2001).

Cromosoma 8: Aquest és un cromosoma molt implicat en els tumors de bufeta, i a
ligual que en altres cromosomes el comportament dels seus bracos resulta antagonic.
Pel que fa a 8p, acostuma a presentar pérdues. La delecio d’aquest brag s’ha trobat en
un 25% dels casos, a més a més hi ha certa associacié6 amb tumors d’elevat estadi i
grau, ja que nomeés un 10-12% dels pTa presenten perdues de 8p, en el cas dels pT1
aquest percentatge s’eleva fins un 24%, i en els pT2-T4 aquest ja arriba al 45-54%.
Aquesta diferéncia fa suposar que a 8p hi ha situat algun gen supressor de tumors de
gran importancia pel desenvolupament del fenotip infiltrant en el cancer de bufeta
(Knowles et al. 1993; Wagner et al. 1997; Richter et al. 1998, 1999; Fadl-Elmula 2005).
Les delecions de 8p no només es relacionen amb I'estadi tumoral, sind que també ho
fan amb el grau, donat que la seva perdua és meés frequent en els pTaG3 que en els
pTaG2 (Zhao et al. 1999). Daltra banda, cal tenir present que aproximadament un
50% dels tumors G3 presenten LOH a 8p (Takle and Knowles 1996). Aquestes dades
suggereixen que les perdues d’aquest brag podrien estar relacionades amb el procés
de progressié d’aquests tumors, més que amb el procés de carcinogénesis, en si.

Les delecions que s’han descrit de manera més frequent en aquest cromosoma, han
estat 8pl2-pter (tot i que també s’han detectat amplificacions a 8p12 (Richter et al.
1997; Simon et al. 2001), 8p21.3 i 8p22 (Knowles et al. 1993; Kallioniemi et al. 1995;
Koo et al. 1999).

Concretament la regié de 8p22 es va considerar com a candidata de contenir un gen
supressor de tumors (Takle and Knowles 1996; Wagner et al. 1997). Posteriorment
s’ha vist que les perdues en aquesta regi6 es troben relacionades amb els gens NAT1
i NAT2 (Stacey et al. 1999). Les alteracions en aquests gens poden afectar les taxes
d’acetilacio, i s’ha observat que els individus amb fenotip acetil-lador lent presenten un

risc més elevat de desenvolupar cancer vesical ocupacional o bé relacionat amb el
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consum de tabac (Takle and Knowles 1996). La deleci6é de 8p22 augmenta en
freqléncia a mida que avanca I'estadi tumoral, de manera que aquesta pérdua es pot
observar en un 9% dels pTa, en un 42% dels pT1 i en un 54% dels pT2-T4. També es
presenta amb més freqiiencia en tumors amb un grau histologic elevat.

A més a més, s’han postulat altres regions a 8p que podrien contenir dianes d’'interes
en l'estudi de la carcinogenesi vesical, com sén 8p11.2p12 o 8pll.2p21(Takle and
Knowles 1996; Choi et al. 2000; Adams et al. 2005).

En estudis realitzats amb CGH en microxips de DNA es troben regions frequentment
delecionades en aquest cromosoma com son 8p23.3, 8p23.1 i 8p21.3, observant
pérdues en homozigosi a la regi6 8p23.1 (Veltman et al. 2003).

Pel qué fa referencia al brac llarg del cromosoma 8, aquest acostuma a presentar
guanys en un 28% dels pT1 i alguns autors associen el guany de 8g amb la progressio
del tumor (Wagner et al. 1997; Richter et al. 1997, 1999) S’han descrit també
amplificacions a 8g21-g22 (Kallioniemi et al. 1995; Richter et al. 1997, 1998; Simon et
al. 2000) i a 8924 (Richter et al. 1998; Terracciano et al. 1999). De fet 'amplificacio de
8024 es troba molt implicada en els TCC de bufeta (Sauter et al. 1995a), i s’ha
observat que la prevalenca d’aparicié de +8g24 augmenta amb I'estadi i grau tumoral,
de manera que es troba en un 10% dels pTa, en un 26% dels pT1 i en un 54% dels
pT2-T4 (Wagner et al. 1997). Precisament en aquesta regioé del cromosoma 8 es troba
el gen: MYC. El locus de MYC esta situat de manera contigua a la regié que es guanya
en aquests tumors, tot i que no s’ha trobat un relacié clara entre la sobre-expressio de
la proteina i els TCC. Per tant tot i que la seva localitzacié cromosomica es propera a
la regido guanyada, aquest gen sembla no estar especialment implicat en els TCC de
bufeta (Sauter et al. 1995a; Zaharieva et al. 2005).

Pel que fa als resultats publicats per Veltman i col. (2003) emprant CGH en microxips,
cal destacar els guanys de 80g21.3 i 8g22.2 (també van detectar amplificacions
d’aquesta ultima banda).

En el cas dels TCC de bufeta, sembla que hi ha una associacio significativa entre les
pérdues del brag curt i els guanys del bra¢ llarg del cromosoma 8, associaciéo que
també s’ha observat en el cas dels tumors de prostata (Cher et al. 1994; Wagner et al.
1997). Concretament i en el cas de tumor de bufeta s’apunta a que el guany de 8g24
és altament freqlient en tumors que presenten la pérdua de 8p22. Wagner i col. (1997)
van anar més lluny en la valoracié d’aquesta associacio i van suggerir que les cél-lules
gue presentessin una amplificacioé a 8q serien seleccionades positivament, per mitja de
la inactivacio d’'un possible gen supressor de tumors situat a 8p, de manera que el
guany de 8q no tindria una significanca per si mateix.
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Per altra banda, | polisomia del cromosoma 8 s’ha relacionat amb l'estadi i el grau,
aixi com la polisomia d’altres cromosomes com sén el 7 i el 17 (Sauter et al. 1995a).

Cromosoma 9: La pérdua d'aquest cromosoma és una de les alteracions més
frequents en cancer de bufeta. Sovint les perdues es produeixen tant en el bra¢ curt
com en el brag llarg i es donen en aproximadament el 50% dels tumors superficials de
bufeta (Knowles 1999). Aquesta pérdua reiterada es troba en diferents estadis i graus
tumorals; fins i tot en aquells casos on el tumor presenta un elevat nombre
cromosomic, també es manifesta la perdua d’aquest cromosoma (Sandberg and
Berger 1994; Fadl-Elmula 2005).

S’ha observat una elevada frequéncia de perdues de 9q en tumors papil-lars, en
comparacio amb la freqiéencia que es presenta en tumors amb patré de creixement
solid, aix0 suggereix que aquesta alteracidé podria ser caracteristica de tumors
papil-lars (Dalbagni et al. 1993); per altra banda, també s’ha descrit que les delecions
de 9p no semblen tenir una associacié diferencial entre tumors papil-lars i solids
(Richter et al. 1998). Hi ha perd estudis que s’han realitzat mitjancant la tecnica de
CGH, on s’ha posat de manifest que tant les perdues de 9q com els guanys de 11q13
eren les uUniques alteracions que mostraven diferencies significatives entre tumors
solids i papil-lars (Richter et al. 1998, Koo et al. 1999).

Com s’exposara a continuacid, hi ha una gran quantitat d’estudis que aporten dades
sobre la pérdua d’aquest cromosoma, o com a minim d’alguna de les seves regions;
moltes d’aquestes dades indiquen que aquesta pérdua és un esdeveniment primerenc
dins la carcinogénesi vesical.

La monosomia del cromosoma 9 és un fet que es produeix entre un 35-50% (segons
els estudis) en els TCC d'uroteli (Hopman et al. 1991; Waldman et al. 1991, Sauter et
al. 1995b), s’ha descrit en tumors pTa (Dalbagni et al. 1993; Spruck et al. 1994) i a
més a més aquesta alteracio ha estat observada com a Unica anomalia citogenetica en
alguns tumors de bufeta, tot i que sovint esta associada a altres alteracions
genetiques. Aguests fets fan suposar que aquesta pérdua és un esdeveniment genétic
primerenc en aquests tumors.

La pérdua de funcié d’'un o més gens d’aquest cromosoma es considera per tant clau
pel desenvolupament de la majoria dels TCC (Sandberg and Berger 1994). Hi ha pero
determinades regions que es troben alterades principalment en estadis primerencs,
com son 9p22-p23, 9pl11-p13, 9912-g13, 9921-g22 i 9934 (Czerniak et al. 1999).

En estudis realitzats mitjancant LOH en 9q, es va observar que la perdua al-lelica esta
present en el 65% dels TCC (Olumi et al. 1990), aquesta frequencia tan elevada que
presenten els tumors de bufeta no s’ha observat en cap altre tumor epitelial, el que fa
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pensar que a 9q podria estar localitzat un gen especific de cancer de bufeta. Aquesta
pérdua d’heterozigositat en el brag llarg d’aquest cromosoma s’observa a quasi tots els
tumors pTa, mentre que si ens fixem en tumors infiltrants s’observa en menys del 50%,
aguestes dades indicarien que probablement en aquest bra¢ hi ha localitzat un gen
supressor de tumors responsable del desenvolupament de tumors superficials, i que
aquells tumors superficials que evolucionessin cap a infiltrants serien també portadors
d’aguesta alteracié. Els tumors infiltrants que no la presentessin seguirien altres vies
d’evolucié o bé derivarien d’altres alteracions neoplasiques com pot ser un CIS. D’altra
banda, Dalbagni i col. (1993) van realitzar un estudi de LOH en aquest tipus de tumors
i en cap cas van observar la perdua de 9q, en aquests casos es va suggerir que
alteracions a TP53 en aquests tumors serien responsables de [inici de la
carcinogenesi (Dalbagni et al. 1993; Spruck et al. 1994). La péerdua del cromosoma 9
és independent de la sobre-expressi6é de TP53, fet que suggereix que ambdues
alteracions sén consequéncia de mecanismes d'inestabilitat diferents (Sauter et al.
1995b).

Altres autors (Ruppert et al. 1993; Orlow et al. 1994) també han descrit que la majoria
de tumors d’estadi pTa presenten alteracions a 9q, pero d'altra banda van observar
gue els estadis pT1 presenten alteracions tant al brac llarg com al bra¢ curt d’aquest
cromosoma. Aquests resultats els van portar a suggerir que la pérdua al-lélica de 9p
podia estar associada amb el desenvolupament de tumors superficials amb un
comportament biologic més agressiu o bé amb una progressid més rapida de la
malaltia. S’ha de recordar que a 9p21 es localitzen els gens supressors de tumors
CDKN2A i CDKN2B. Ambdés gens codifiquen per a proteines la funcio de les quals és
inhibir la fosforilacié de la proteina del retinoblastoma (pRB), la qual té un paper
predominant en el control del cicle cel-lular (veure apartat destudis moleculars dels
tumors urotelials, RB1). Delecions en homozigosi de 9p21.3 han estat descrites per
mitja d’estudis de CGH en microxips (Veltman et al. 2003).

Tenint en compte que els gens descrits es situen a 9p, cal pensar que com a minim hi
haura un tercer gen supressor de tumors en aguest cromosoma situat a 9g. Habuchi i
col. al 1995 van apuntar a que la regié candidata estaria a 9q13-g31. Posteriorment,
Richter i col. (1998, 1999) mitjancant estudis de CGH van detectar perdues a una regio
del brag llarg que delimitaria la descrita per Habuchi i col., i que es situava a 9922-923.
Curiosament, sis anys abans Cairns i col. (1993) havien descrit dins d’aquesta regio un
possible locus supressor a 9g22. Perd aquesta no €s la Unica regi6é del bra¢ q que
sembla estar implicada en la carcinogenesi de bufeta, ja que s’han descrit delecions en
homozigosis a 9932-g33 (Nishiyama et al. 1999b). Altres estudis han relacionat la
pérdua d’heterocigositat d’aquesta regi6 amb la recurréncia, de manera que un 25%
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dels casos que la manifesten posteriorment presenten recidives (Edwards et al. 2002).
En aquesta regi6é del cromosoma 9 h ha situat el gen DBC1 que es postula per tant
com un possible gen supressor de tumors (Nishiyama et al. 1999a). Un altre gen que
es postula com candidat a gen supressor de tumors es TSC1situa a 9934 (Van Tilborg
et al. 1999).

Estudis de CGH en microxips han detectat péerdues freqlents a 9922.2, 9922.32, 9q32
i 9933.3 (Veltman et al. 2003).

A l'any 2000, Chow i col. van detectar la pérdua d’heterocigositat a 9g en lesions
hiperplasiques de bufeta, aquest fet els va portar a concloure que la pérdua del brag
llarg d'aguest cromosoma era una alteracié primerenca en el desenvolupament
d’aquests tumors (Chow et al. 2000). Posteriorment Habuchi i col. (2001) van proposar
gue la hipermetilaci6 d’aquesta regi6 podria ser també un fenomen implicat en el
desenvolupament inicial dels TCC de bufeta.

La pérdua del cromosoma 9 s’ha estudiat també per mitja d’analisis de FISH (Hopman
et al. 1991) tot i que hem de tenir en compte que és una alteracié que resulta en
moltes ocasions infraestimada quan es realitzen aquests estudis, degut a que amb
aguesta tecnica resulta més facil valorar els guanys que les perdues. Tot i aixi, autors
com Wheeless i col. (1996) van demostrar que la preséncia d’'una sola copia d’aquest
cromosoma en cél-lules procedents de rentats vesicals obtinguts despres d'un
tractament amb BCG de 6 setmanes de duraci6é, fet que correlacionava
significativament amb l'index de recidives tumorals.

Tot i que com s’ha explicat fins ara aquest és un cromosoma que es caracteritza
basicament per la seva perdua, també s’han descrit algunes amplificacions en tumors
de bufeta a 9p21 i 9p24 (Sauter et al. 1995b; Simon et al. 2000).

Cromosoma 11: Aquest cromosoma €s interessant perqué com es veura a
continuacio presenta dades rellevants en molts sentits.

No s’han descrit mai tumors que presentin alteracions en aquest cromosoma com a
Unica alteracid, sind que acostuma a acompanyar a péerdues del cromosoma 9 (Fadl-
Elmula et al. 2000).

S’han observat diverses translocacions en tumors de bufeta que afecten aquest
cromosoma, algunes d'elles presentaven com a punt de trencament 11pl5. Cal
destacar que a 11pl5 es troben localitzats els gens responsables del tumor de Wilm’s
(WT1i WT2), i HRAS, la qual cosa va fer pensar que aquests punts de trencament
podrien estar implicats en el procés de carcinogenesi vesical, i de fet posteriorment,

aixi s’ha demostrat com a minim en el cas de HRAS. També s’han descrit
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translocacions que afecten els bragos llargs d’aguest cromosoma amb punts de
trencament a 11g11-g23 (Sandberg and Berger 1994).

Una de les alteracions més freqiients que impliquen el cromosoma 11 és la pérdua del
brac curt; aquesta alteracié es produeix entre un 21-55% dels TCC (Shipman et al.
1993), valor que oscil-la depenent de la tecnica utilitzada (analisis de cariotip, LOH,
FISH o CGH). Estudis citogenetics van detectar que la perdua de 1lp era més
frequient en tumors infiltrants que en els superficials (Gibas et al. 1984). Posteriorment
Knowles i col. (1994) van associar també la pérdua d’heterocigositat de 11p amb el
grau i 'estadi tumoral.

La perdua de 11pl3 en homozigosi s’ha descrit mitjancant estudis de CGH en
microxips. Aquesta regid és important perqué conté els gens TRAF6 i RAGI; la
proteina per la que codifica TRAF té un paper important com a regulador de la mort
cel-lular i en respostes a processos d’estrés, mentre que el paper de la proteina per la
gue codifica RAG esta associat a processos de recombinacio (Veltman et al. 2003).
Una revisio recent indica que la pérdua de 11p és freqliient en els TCC urotelials (Fadl-
Elmula 2005).

En el cas del cromosoma 11, a banda de la perdua 11p també és habitual la perdua de
11qg (Kallioniemi et al. 1995; Voorter et al. 1995; Richter et al. 1999). En el cas de 11q
cal destacar la regio 11913, en la que s’han trobat diferents amplificacions (Richter et
al. 1998; Koo et al. 1999), l'amplificaci6 d'aquesta banda correlaciona amb
'amplificacié del gen de la ciclina D1 (CCND1) (Bringuier et al. 1996; Huang et al.
2002), (gen del qual parlarem en més detall a I'apartat de estudis moleculars). Estudis
recents relacionen amplificacions en aquesta banda amb altres gens que estarien
implicats en el procés de carcinogenesi vesical, com sén: INT2, EMS1 i PAK1
(Veltman et al. 2003).

Cromosoma 13: La delecié de 13qg s’ha trobat en un 25% dels casos (Fadl-Elmula
2005). Knowles i col. (1994) van observar que les pérdues al-leliques a 13q estaven
associades a tumors d’alt grau, tot i que poc abans ja s’havia descrit una associacio
amb l'estadi (Habuchi et al. 1993a). Posteriorment i emprant la técnica de CGH,
Kallioniemi i col. (1995) també van observar aquestes associacions entre la delecio de
13q, l'estadi i el grau. Es per aquest motiu que diversos autors proposen la pérdua del
bra¢ larg del cromosoma 13 com a un element important dhora de la transicié de
tumors superficials a invasius (Dalbagni et al. 1993; Reznikoff et al. 1993; Fadl-Elmula
2005).

Es interessant tenir en compte que les pérdues al-léliques de 13q es troben també
frequentment en els carcinomes in situ (CIS) (Rosin et al. 1995).
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Cal recordar que en aquest cromosoma, concretament a 13g14.1-q14.2 es troba el
gen del retinoblastoma, que juga un paper molt important en el control del cicle
cel-lular (veure apartat estudis moleculars, RB1). Pérdues d’heterozigositat d’aquest
gen s’han descrit en el 90% de tumors urotelials infiltrants (Fadl-Elmula 2005).

Tot i que el interes principal d’aquest cromosoma en relacié al cancer de bufeta
sembla estar en la perdua de part de la seva informacid, també s’han descrit per mitja
d’estudis realitzats per CGH, la amplificacié d’algunes regions; 13q34 (Richter et al.
1997, 1998) i 13921-9g31 (Koo et al. 1999).

Cromosoma 17: Aquest cromosoma ligual que en el cas daltres cromosomes,
presenta un comportament clarament diferencial de p i g, de manera que mentre que
el 17p té tendencia a perdre’'s, 17q té tendéncia a presentar guany i fins i tot
amplificacions; a més a més el fet de mencionar aguest cromosoma va sempre
relacionat amb el comportament de TP53 (localitzat a 17p13.1) un gen ampliament
estudiat en processos de carcinogénesi, i del que es parlara més ampliament en
'apartat d’estudis moleculars dels tumors de bufeta.

La presencia d'aquesta perdua es present en aproximadament el 40% dels tumors de
bufeta (Fadl-Elmula 2005). Es troba implicat de manera més significativament en
tumors infiltrants (79%) que en tumors superficials (20%). Fald-Elmula i col. (2000)
proposen que aquells casos de TCC superficials que presenten la pérdua de 17p,
podrien representar un subgrup dins dels superficials amb tendéncia a presentar un
comportament clinic més agressiu en el futur. S’ha suggerit que la pérdua de 17p,
combinada amb mutacions de TP53 de laltre cromosoma 17 podrien ser els
responsables d'aquest comportament més agressiu dalguns (16-25%) tumors
superficials de bufeta (Fadl-Elmula 2005).

S’ha trobat també associacio entre la delecié del bra¢ curt d’aquest cromosoma i el
grau histologic; i la seva deteccié en els casos de pTis podria ser un indicador de mal
pronostic (Dalbagni et al. 1993; Kallioniemi et al. 1995; Erbersdobler et al. 1998).
Sauter i col. (1994) van observar diferencies significatives en la prevalenca de
delecions de 17p entre tumors vesicals pTa i pT1, mentre que entre pT1 i pT2-T4 no
eren significatives, aixdo sembla indicar que les pérdues al-léliques de 17p coincideixen
amb el desenvolupament del fenotip infiltrant del cancer vesical.

En diversos estudis de LOH del cromosoma 17, s’ha vist que les regions gque
majoritariament es troben afectades son: 17p12-p13, 17q11-q11 i 17924-g25 (Olumi et
al. 1990; Presti et al. 1991b).

Richter i col. (1998) van detectar per CGH el guany de 17921 i 17925 en un 29% de
tumors (no van estudiar cap pTa); altres treballs descriuen amplificacions en diferents
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bandes, algunes de les quals coincideixen amb les descrites per ajuests autors:
17p11.2-p12 (Hurst et al. 2004), 17g11-g21 (Hovey et al. 1998; Richter et al. 1998;
Simon et al. 1998, 2000), 17922-g23 (Voorter et al. 1995; Koo et al. 1999) i 17924-925
(Simon et al. 2000). A aquesta informaci6 cal afegir que a 17921 es localitza el gen
ERBB2; que s’expressa en tumors d'elevat estadi i grau (Coombs et al. 1991;
Moriyama et al. 1991; Coogan et al. 2004; Gallucci et al. 2005).

La polisomia 17 és un fet frequent que s’observa en un 40% de TCC i s’associa al grau
i estadi tumoral, de fet augmenta a mida que augmenta el grau i l'estadi; i ja
s’observen diferencies significatives en la prevalenca de la polisomia 17 entre pTa
(19%) i els pT1 (78%).

Cromosoma Y: La pérdua d’aguest cromosoma s’acostuma a trobar en el 50% de
tumors de bufeta masculins. En el cas de tumors de bufeta femenins no es troba
aguesta elevada incidéncia de pérdua dels cromosomes sexuals, és per aixdo que es
va postular que aquesta perdua podia estar relacionada amb 'edat dels pacients més
que amb el procés tumoral. Diversos estudis realitzats al respecte han obtingut
resultats contradictoris; Sandberg (1977) va fer un estudi citogenetic del que va
concloure que aquesta alteracid no estava relacionada amb I'edat dels homes que
patien cancer vesical, sin6 amb el fet de patir aquesta malaltia. Per altra banda, uns
anys despres, Sauter i col. (1995c) utilitzant técniques d’hibridacié in situ fluorescent
van observar la pérdua d’aquest cromosoma en homes sans, suggerint que la deteccié
d’aquesta alteracio no era indicativa de tumor.

Cal tenir present que la perdua d’aquest cromosoma és un esdeveniment molt habitual
gue s'observa en diferents estudis emprant diferents técniques, com CGH i FISH
(Sauter et al. 1995c; Richter et al. 1997; Simon et al. 2000).

S’ha suggerit que els homes que presenten cancer de bufeta amb la pérdua del
cromosoma Y, tenen una pitjor evolucié i s6n més resistents a les terapies. S’ha de
tenir en compte perd, que la majoria dels tumors (65%) amb aquesta alteracio
corresponia a estadias avancats de la malaltia i un cariotip complexa. Els casos en que
aguesta alteracid era Unica corresponien a tumors no invasius i de baix grau
(Sandberg and Berger 1994).

2.7.2 ESTUDIS MOLECULARS

El camp de la biologia molecular també ha aportat nombroses dades relacionades
amb el procés de la carcinogenesi. Tenen un especial interés les proteines implicades
en el control del cicle cel-lular, ja que la progressié tumoral depéen en bona part de la



26 Introducci6

presencia d’alteracions en el control de la proliferacio; també so6n importants les

proteines implicades en la via de la transduccié de senyals, les molecules d’adhesio

donat que estan implicades en els processos d'invasid d'altres teixits i en el

desenvolupament de metastasis, ja que la separacié de les cel-lules tumorals de la

lesio primaria, es considera un dels primers passos en el procés d’invasio d'altres

teixits.

S’han publicat diversos treballs en els que es proposen recopilacions de gens que es

trobarien alterats en el procés de carcinogénesi vesical (Sandberg 2002; Duggan et al.

2004), pero aquests llistats creixen continuament gracies al treball d’'un gran nombre

de grups que fan recerca molecular dels tumors vesicals. A continuacié es citaran part

dels gens descrits fins avui dia relacionats amb la carcinogénesi vesical (Taula I1):

Taula Il: Resum dels gens més representatius implicats en el cancer de bufeta.

Cromosoma 1

Banda Simbol  Nom complert Sinonims
1p36.3 TP73 tumor protein p73 p53-like transcription factor, p53-related protein, P73, tumor
protein p73
1p13.3 GSTM1  Glutathione S-transferase Mu 1 glutathione S-transferase M1, GST1, GST class-mu 1,
GSTML1-1, GSTM1la-1a, GSTM1b-1b, GTH4, GTM1, HB, HB
subunit 4, MGC26563, MU, MU-1
1p13.2 NRAS1  Transforming protein N-Ras neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog, N-ras,
NRAS1
1g25.2-g25.3 PTGS2  Prostaglandin G/H synthase 2 COX2, COX-2, Cyclooxygenase-2, hCox-2, PGG/HS, PGHS-2,
precursor PGH synthase 2, PHS-2, PHS I, Prostaglandin-endoperoxide
synthase 2, prostaglandin-endoperoxide synthase 2
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase),
Prostaglandin H2 synthase 2
Cromosoma 3
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
3p25 RAF1 RAF proto-oncogene cRaf, CRAF, c-Raf, C-RAF, RAF, Raf-1,v-raf-1 murine
serine/threonine-protein kinase leukemia viral oncogene homolog 1
3p14.2 FHIT Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase AP3Aase, AP3AASE, AP3A hydrolase, Diadenosine 5',5"-
P1,P3-triphosphate hydrolase, Dinucleosidetriphosphatase,
FRAZ3B, fragile histidine triad gene, Fragile histidine triad prote
Cromosoma 4
Banda Simbol  Nom complert Sindnims
4p16.3 FGFR3  Fibroblast growth factor receptor 3 ACH, CEK2, FGFR-3, HSFGFR3EX, JTK4
precursor
4925 EGF Pro-epidermal growth factor epidermal growth factor (beta-urogastrone), URG
precursor
Cromosoma 5
Banda Simbol  Nom complert Sindnims
5p14-p15.1 TRIO Triple functional domain protein PTPREF interacting protein, triple functional domain (PTPRF
interacting)
Cromosoma 6
Banda Simbol  Nom complert Sindnims
6p23 DEK DEK protein D6S231E, DEK oncogene (DNA binding)
6p22.3 SOX4 Transcription factor SOX-4 EVI16, SRY (sex determining region Y)-box 4
6p22 E2F3 Transcription factor E2F3 E2F3, E2F transcription factor 3, KIAAOO75
6p21.1 CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 =~ CAP20, CDK-interacting protein 1, CDKN1, CIP1, MDASG,

MDA -6, Melanoma differentiation associated protein 6, p21,
P21, PIC1, SDI1, WAF1
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Continuaci6 Taula ll: Resum dels gens més representatius implicats en el cancer de bufeta.

Cromosoma 7

Banda Simbol  Nom complert Sindnims
7p12 EGFR Epidermal growth factor receptor ERBB, ERBB1, mENA, Receptor tyrosine-protein kinase ErbB-
precursor 1
Cromosoma 8
Banda Simbol  Nom complert Sindnims
8p23.1-p21.3 NAT1 Arylamine N-acetyltransferase 1 AAC1, Arylamide acetylase 1, MNAT, N-acetyltransferase 1
(arylamine N-acetyltransferase), N-acetyltransferase type 1,
NAT-1
8p22 NAT2 Arylamine N-acetyltransferase 2 AAC2, Arylamide acetylase 2, N-acetyltransferase 2
(arylamine N-acetyltransferase), N-acetyltransferase type 2,
NAT-2, PNAT
8p12 FGFR1  Basic fibroblast growth factor BFGFR, bFGF-R, CEK, c-fgr, C-FGR, FGFBR, FGFR-1, FLG,
receptor 1 precursor FLT2, Fms-like tyrosine kinase-2, H2, H3, H4, H5, KAL2, N-
SAM
8pl12-pll.2 PPP2CB  Serine/threonine protein PP2A-beta, PP2CB
phosphatase 2A, catalytic subunit,
beta isoform
8pl2-pll POLB DNA polymerase beta EC 4.2.99.
8924 MYC Myc proto-oncogene protein c-myc, c-Myc, Transcription factor p64, v-myc
myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
Cromosoma 9
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
9p21 CDKN2A Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor ~ ARF, CDK4l, CDKN2, CMM2, INK4, INK4a, MLM, MTS1,
A Multiple tumor suppressor 1, pl4, p14ARF, p16, p16INK4,
p16-INK4, p16-INK4a, p19, TP16
9p21 CDKN2B Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor  INK4B, MTS2, Multiple tumor suppressor 2, p14-INK4b, P15,
B p15-INK4b, TP15
9p13 PAX5 Paired box protein Pax-5 B-cell specific transcription factor, BSAP, paired box gene 5
(B-cell lineage specific activator)
9911-g22 ANXA1l  Annexin Al annexin Al, Annexin I, ANX1, Calpactin Il, Chromobindin 9,
Lipocortin I, LPC1, P35, Phospholipase A2 inhibitory protein
9921.3-922 GAS1 Growth-arrestspecific protein 1 GAS-1, growth arrestspecific 1
precursor
9g22.1-g31 PATCH  Patched protein homolog 1 BCNS, HPE7, NBCCS, patched, patched homolog
(Drosophila), PTC, PTC1, PTCH1
9932-g33 DBC1 deleted in bladder cancer 1 DBCCR1, FAM5A, HGNC:2688
9933 GSN Gelsolin precursor Actin-depolymerizing factor, ADF, AGEL, Brevin
9934 TSC1 Hamartin hamartin, KIAA0243, LAM, TSC, tuberous sclerosis 1,
Tuberous sclerosis 1 protein
Cromosoma 10
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
10923 PTEN Phosphatidylinositol-3,4,5- BZS, MGC11227, MHAM, MMAC1, Mutated in multiple
trisphosphate 3-phosphatase PTEN  advanced cancers 1, phosphatase and tensin homolog
(mutated in multiple advanced cancers 1), PTEN1, TEP1
10925.3-g26 FGFR2  Fibroblast growth factor receptor 2 BEK, BFR-1, CEK3, CFD1, ECT1, FGFR-2, JWS, Keratinocyte
precursor growth factor receptor 2, KGFR, KSAM, K-SAM, TK14, TK25
Cromosoma 11
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
11p15.5 IGF2 Insulin-like growth factor Il precursor IGFII, insulin-like growth factor 2 (somatomedin A),
Somatomedin A
11p15.5 HRAS Transforming protein p21/H-Ras-1 c-H-ras, HRASL1, K-ras, N-ras, RASH1, v-Ha-ras Harvey rat
sarcoma viral oncagene homolog
11913 FGF3 INT-2 proto-oncogene protein FGF-3, Fibroblast growth factor-3, fibroblast growth factor 3
precursor (murine mammary tumor virus integration site (wint-2)
oncogene homolog), HBGF-3, INT2
11913 CCND1  Gl/S-specific cyclin D1 BCL1, BCL-1 oncogene, cyclin D1, D11S287E, HGNC:988,
PRAD1, PRAD1 oncogene, U21B31
11913 CTTN Src substrate cortactin 1110020L01Rik, Amplaxin, cortactin, EMS1, Oncogene EMS1
11922 BIRC2 Baculoviral IAP repeat-containing API1, baculoviral IAP repeat-containing 2, clAP1, C-1AP1,

protein 2

HIAP2, hiap-2, Hiap-2, HIAR2, IAP2, IAP homolog B, Inhibitor
of apoptosis protein 2, MIHB, RNF48, TNFR2-TRAF signaling
complex protein 2
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Continuaci6 Taula ll: Resum dels gens més representatius implicats en el cancer de bufeta.

Cromosoma 11

Banda Simbol  Nom complert Sinonims
11922 BIRC3 Baculoviral IAP repeat-containing AIP1, API2, Apoptosis inhibitor 2, baculoviral IAP repeat-
protein 3 containing 3, clAP2, CIAP2, C-IAP2, HAIP1, HIAP1, hiap-1,
HIAP-1, IAP1, IAP homolog C, Inhibitor of apoptosis protein 1,
MALT2, MIHC, RNF49, TNFR2-TRAF signaling complex
protein 1
Cromosoma 12
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
12p13.1-p12 CDKN1B Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B CDKN4, Cyclin-dependent kinase inhibitor p27, KIP1, p27Kip1,
P27KIP1
12p12.1 KRAS Transforming protein p21 c-K-ras, C-K-RAS, Ki-Ras, KI-RAS, KRAS1, KRAS2, K-Ras 2,
K-RAS2A, K-RAS2B, K-RAS4A, K-RAS4B, RASK2, v-Ki-ras2
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
12913 CDK4 Cell division protein kinase 4 CMM3, cyclin-dependent kinase 4, Cyclin-dependent kinase 4,
MGC14458, PSK-J3
12g13-q14 MDM2 Ubiquitin-protein ligase E3 Mdm2 Double minute 2 protein, hdm2, Hdm2, MGC71221,
Oncoprotein Mdm2, p53-binding protein Mdm2
13g14.2 RB1 Retinoblastoma-associated protein OSRC, P105-RB, PP110, RB, retinoblastoma 1 (including
osteosarcoma)
Cromosoma 17
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
17p13.1 TP53 Cellular tumor antigen p53 Antigen NY -CO-13, Cys51Stop, p53, P53, Phosphoprotein
p53, TRP53, tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome),
Tumor suppressor p53
17911.2 NF1 Neurofibromin Neurofibromatosis-related protein NF-1, NFNS, VRNF, WSS
17911.2-q12 ERBB2 Receptor tyrosine-protein kinase C-erbB-2, c-erb B2, HER2, HER-2, HER-2/neu, MLN 19, NEU,
erbB-2 precursor NEU proto-oncogene, NGL, p185erbB2, TKR1, Tyrosine
kinase-type cell surface receptor HER2
17911.2-g21.1 CCL2 Small inducible cytokine A2 chemokine (C-C motif) ligand 2, GDCF-2, GDCF2 HC11,
precursor HC11, HSMCR30, MCAF, MCP1, MCP-1, MGC9434,
Monocyte chemoattractant protein-1, Monocyte chemotactic
and activating factor, Monocyte chemotactic protein 1,
Monocyte secretory protein JE, SCYA2, SMC-CF
17921.2 KRT20 Keratin, type | cytoskeletal 20 CK20, CK 20, Cytokeratin 20, K20, keratin 20, KRT21,
MGC35423, Protein IT
17925 TIMP2 Metalloproteinase inhibitor 2 CSG21K, TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase 2,
precursor Tissue inhibitor of metalloproteinases -2
Cromosoma 18
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
18¢g21.1 DCC Netrin receptor DCC precursor Colorectal cancer suppressor, CRC18, CRCR1, deleted in
colorectal carcinoma, Tumor suppressor protein DCC
18921.1 SMAD4  Mothers against decapentaplegic Deletion target in pancreatic carcinoma 4, DPC4, hSMAD4,
homolog 4 JIP, MADH4, Mothers against DPP homolog 4, SMAD 4
Cromosoma 19
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
19p13.2 JUNB Transcription factor jun-B jun B proto-oncogene
19913.1 UPK1A Uroplakin-1a MGC14388, UPla, UPIA, UPKa, UPKA, uroplakin 1A,
Uroplakin la
19912 CCNE1  Gl1/S-specific cyclin E1 CCNE, cyclin E1
Cromosoma 20
Banda Simbol  Nom complert Sinonims
20q13.2 ZNF217  Zinc finger protein 217 ZABC1, zinc finger protein 217

A continuacié es comentaran més ampliament alguns gens i proteines amb especial

rellevancia en el cancer de bufeta:
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Control del cicle cel-lular

TP53: Gen localitzat a 17p13. Es el gen més ampliament estudiat perqué fins a
l'actualitat és el gen que es troba alterat amb major freqiiéncia en les neoplasies
humanes, entre elles la de bufeta. (Vogelstein 1990; Hollstein et al. 1991; Levine et al.
1991). TP53 es coneix com “el guardia del genoma” ja que és I'encarregat de mantenir
la integritat genomica en front ds possibles danys que es puguin causar en el DNA;
guan un dany es detecta augmenta la quantitat de proteina provocant la detencio del
cicle cel-lular (actua en la transicié entre la fase G1 i la fase S), aixd permet que el
dany es repari i impedeix la propagacié del mateix; d’altra banda si el dany és massa
important p53 indueix I'apoptosi. Les cél-lules amb mutacions o pérdues a TP53 no
poden portar a terme aquestes funcions amb la qual cosa son incapaces d’'aturar el
procés neoplasic.

p53 funciona com un factor de transcripcid, activant I'expressié dels gens que
controlen la transicio entre les diferents fases del cicle cel-lular, I'apoptosi, la reparacio
del DNA i I'angiogéenesi (Chang et al. 1995; Balint and Vousden 2001).

La seva vida mitja és molt curta, per altra banda aquesta es perllonga de manera
considerable quan presenta una mutacié de tipus canvi de sentit, que és l'alteracio
més frequent que pateix TP53, aixo fa que s’acumuli en el nucli de la cel-lula, fet que fa
gue resulti facilment detectable per immunohistoquimica. Altres métodes per detectar
aguestes alteracions son l'estudi de polimorfismes conformacionals de cadenes
simples (SSCP, de I'angles: Single Strand Conformation Plymorphism), per RT-PCR i
la sequienciacié de les regions codificants de TP53.

D’altra banda, Sidransky i col. (1991) van demostrar la relacié entre les delecions de
17p i les mutacions de TP53; de manera que el que aquests autors postulaven era que
la mutacié d'un dels al-lels de TP53 i la posterior perdua de l'altre al-lel, eren una
sequeéncia de fets lligats amb el caracter agressiu dels tumors de bufeta.

Diferents estudis han relacionat la inactivacié de TP53 amb caracteristiques cliniques,
principalment amb alt grau i estadi tumoral avancat aixi com l'associaci6 amb CIS
(Holmang et al. 2001; Hartmann et al. 2002; Wu 2005). Altres estudis havien observat
gue la inactivacié de TP53 en pTis s’associava a progressio, i que aquest era I'tnic
factor pronostic independent associat a una pitjor supervivéncia especifica (Sarkis et
al. 1994).

De totes maneres els resultats dels nombrosos estudis que s’han realitzat amb cancer
de bufeta i TP53 s6n en moltes ocasions contradictoris, pel que fa sobretot a intent
d’establir relacions entre els nivells d’expressio i el pronostic dels pacients, bé sigui en
relacié a un tractament o a la supervivéncia (Malats et al. 2005).
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CCND1: El gen de la ciclina D1 (CCND1) es troba situat en el cromosoma 11,
concretament a 11913, aquesta és una regio que es troba guanyada o amplificada en
un elevat percentatge de carcinomes urotelials d’alt grau.

A principis dels anys 90 es van descobrir les quinases dependents de ciclines (cdk),
aguestes proteines treballen per mitja de la seva unié amb les ciclines; de manera que
promouen el pas de G1 a S, dins el cicle cel-lular. Aquests complexes sén coneguts
per fosforilar el producte del gen del retinoblastoma (RB1) i promoure d’aquesta
manera el pas a la fase S; uns exemples d’aguests complexes son les unions de Cdk4
i ciclina D1, i Cdk2 i ciclina E. Amb aquesta fosforilaci6 de la proteina del
retinoblastoma, el que s’aconsegueix és la inhibici6 de l'activitat supressora de la
proliferacié cel-lular.

Els factors de creixement indueixen l'expressio de ciclina D1, i regulen la unié
d’aguesta amb cdks fosforilades. La ciclina E fosforila proteines relacionades amb la
proteina pRb.

La fosforilaci6 i defosforilacié de residus serina/treonina de cdk és un mecanisme de
control d’aquest cicle.

S’han descrit multiples inhibidors de les cdk com son CDKN2A (p16, pl4arf) i CDKN2B
(p15) (es troben localitzats a 9p21, com ja s’ha esmentat anteriorment, aquesta €s una
regié de frequent pérdua en tumors de bufeta)) CDKN2C (pl18) (localitzat a 1p32,
aguest és un punt calent per la perdua d’heterocigositat), CDKN1A (p21) (localitzat a
6p21.1) i CDKN1C (p57) (localitzat en el cromosoma 11p, aquest també és un punt
calent per la pérdua d’heterocigositat).

L'expressio disminuida de ciclina D1 s’ha associat a recidives de tumors superficials,
de manera especial si es valora conjuntament amb p27 i ki-67 (Sgambato et al. 2002).
S’han descrit correlacions significatives entre el guany de CCND1 i la pérdua TP53, i
també entre els guanys de CCND1 i E2F3 (Veltman et al. 2003).

CDKN2A (p16, pl4arf): Es un gen supressor de tumors localitzat a 9p21 que codifica
per dos productes amb splicing alternatiu: p16 i pl4arf (Sherr 2001). Participa en les
vies del retinoblastoma i de TP53 en el control del cicle cel-lular. Si bé les mutacions
d’aquest gen son poc freqlents en tumors urotelials, s’han detectat pérdues en
heterozigosi i homozigosi en un 30-50% d’aquests tumors. S’ha observat també la
inactivacio del gen per metilacié (Wu 2005).

CDKNI1A (p21): Es troba localitzat a 6p21.1. Es un gen supressor tumoral per la seva
capacitat d’uni6 i inhibicié de la activitat fosforilativa de les quinases dependents de

ciclines.
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L'expressio es troba regulada de manera directa per p53, de fet la parada del cicle
cel-lular que provoca p53 quan es produeix un dany en el DNA, s’efectua a través de
p21. H factor de creixement epidérmic i el factor de creixement de fibroblasts poden
també induir I'expressi6 de CDKN1A en les céllules de carcinomes escamosos
deficients en TP53 (Cao et al. 2000). Aguest fet suggereix que tot i estar mutat TP53,
l'expressio de CDKN1A podria estar conservada, i per tant també el control del cicle
cel-lular.

Pel que fa a la relaci6 de CDKN1A i el cancer de bufeta, Stein i col. (1998) van
realitzar un estudi en pacients als que s’havia realitzat una cirurgia radical i despres
d’'un seguiment perllongat, es va associar I'abséncia d’expressi6 de CDKN1A a una
major probabilitat de recidiva i a una supervivencia reduida.

D’altra banda estudis d'immunohistoquimica han indicat que en carcinomes in situ
I'existencia d’un fenotip amb les proteines p53 i p21 mutades, representa un risc més
elevat de recidives, progressi6 i mortalitat (Shariat et al. 2003).

RB1: El gen supressor del retinoblastoma es localitza en el cromosoma 13,
concretament a 13qgl4, i es troba mutat en la majoria de casos de retinoblastoma,
tumor del que ep el nom; es troba mutat també en un ter¢ dels tumors de bufeta
(Horowitz et al. 1990), també s’han identificat alteracions de I'expressié en un terc¢ dels
carcinomes de bufeta (Logothetis et al. 1992). Sha vist que I'expressié alterada de
RB1 es correlaciona amb una major gravetat i la reduccié de la supervivéncia del
pacient (Cordon-Cardo et al. 1992).

Té un paper predominant en el control del cicle cel-lular, i codifica per una
fosfoproteina nuclear que regula la progressio a través de la fase G1 del cicle cel-lular.
La proteina quan no es troba fosforilada (forma activa) es predominant a la fase G1 i
realitza un efecte supressor del creixement cel-lular; quan es fosforila per I'accié de
diferents complexes com soén Ciclina E/cdk2 o Ciclina D1/cdk4, es promou el pas de
G1asS, i per tant la progressio cel-lular.

En alguns estudis clinics la pérdua d’expressio de RB1 es va associar a alt grau i
estadi avancat (Ishikawa et al. 1991). En estudis posteriors s’ha correlacionat aquesta
pérdua amb progressié en cancers de bufeta avancats (Logothetis et al. 1992) o bé
amb una superviveéncia menor (Cordon-Cardo et al. 1992).

Tot i que a la literatura trobem resultats contradictoris, estudis realitzats per Cote i col.
(1998) suggereixen la utilitat de combinar la informaci6 de RB1 i TP53 com a
marcadors de pronostic del cancer de bufeta, de manera que quan ambdés son
normals la taxa de recurréncia és menor, mentre que quan ambdés estan alterats

aguesta taxa augmenta significativament; van observar també que els pacients que
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presentaven alterada Unicament una de les proteines, presentaven taxes de recidiva
intermedies.

Vies de transducci6 de senyals

H-RAS: Va ser el primer oncogen identificat en els carcinomes urotelials, es troba
localitzat a 11p15.5. Formant part d'una familia d’'oncogens que codifiquen per la
proteina p21, i que es troben amb frequiencia activats en els tumors humans.

Aquest gen esta implicat en el desenvolupament i la progressié del cancer de bufeta; i
es troba alterat entre un 30-40% dels carcinomes urotelials (Wu 2005).

Alguns estudis han posat de manifest que la sobre-expressio de H-RAS és suficient
per produir tumors urotelials, i que I'activacio de la via d’aquest gen juga un paper
fonamental en la tumorigenesi dels tumors papil-lars superficials de baix grau; aquests
mateixos estudis apunten també que la hiperplasia d'uroteli juga també un paper
important com a precursora d’aquest mateix tipus de tumors (Zhang et al. 2001).

FGFR3: Localitzat a 4p16.3, és un receptor de tirosina quinases que pertany a una
familia de gens molt ben conservada, que es classifica en quatre subgrups (FGFR1, 2,
3, 1 4), els quals s'uneixen a factors de creixement de fibroblasts amb diferents
afinitats. Aquests receptors de tirosines quinases regulen diversos processos cel-lulars
entre ells el desenvolupament embrionari, creixement cel-lular, la diferenciacio, la
migracié 1 l'angiogenesis, depenent del tipus cellular i del moment del
desenvolupament (Ornitz and Itoh 2001; Bakkar et al. 2003).

Inicialment es van descriure mutacions a FGFR3 relacionades amb problemes de
desenvolupament ossi, el lligam amb processos de tumorigenesi és més recent, pero
afecta a una diversitat de tipus tumorals, com son els mielomes multiples (10-15%),el
cancer de cérvix (<5%) i els carcinomes urotelials (apox. 50%) (Cappellen et al. 1999;
Li et al. 1999), encara que de manera poc freqiient també s’ha descrit en altres tipus
de tumors. Es per tant especialment important el seu paper en els tumors urotelials i
més concretament en els papil-lars superficials de baix grau, ja que en un 70%
d’aquests es troben mutacions d’aquest gen, mentre que en el cas dels invasius es
troben mutacions nomeés en un 10-20 % (Wu 2005).

Altres estudis (Bakkar et al. 2003) han posat de manifest que FGFR3 presenta
mutacions de manera preferent en tumors pTa i de baix grau, mentre que TP53, té una
clara predominanga en tumors invasius i en graus avancats, per tant aquests treballs

proposen que les mutacions d’aquests gens marcarien dues vies independents en el
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desenvolupament dels tumors urotelials (Bakkar et al. 2003; van Rhijn et al. 2004; Wu
2005).

Alguns estudis recents apunten a que el paper que juguen les mutacions de FGFR3
dins els processos de carcinogénesi estarien relacionats amb la via de senyalitzacio de
Ras. Les mutacions de HRAS i FGFR3 es produeixen en un 30-70% dels casos de
tumors papil-lars superficials de baix grau, aix0 indicaria que I'activacié d’aquesta via
podria ser responsable de la formacié de la majoria d’aquests tumors, tot i que no esta
clar si ambdods gens es trobarien mutats de manera simultania, ja que en altres tumors
epitelials s’ha vist que rarament es troben mutats alhora components d’'una mateixa via
de senyalitzacio (Wu 2005).

A més a més de que FGFR3 i altres receptors de tirosina quinases, com sén EGFR,
ERBB2, ERBB3 i ERBB4 es troben habitualment sobre-expressats en carcinomes
d'uroteli; és interessant destacar el fet que ERBB3 i ERBB4 s’han relacionat
recentment amb tumors papil-lars superficials de baix grau (Memon et al. 2004),
mentre que EGFR i ERBB2 estan frequentment associats amb tumors invasius, i fins i
tot en alguns casos se’ls ha considerat com a marcadors de mal pronostic (Messing
1992; Lipponen and Eskelinen 1994; Coogan et al. 2004).

Adhesid cel-lular

Les molécules d’adhesid, com ja s’ha dit anteriorment, tenen també un paper important
ja que son les encarregades de mantenir tant la unié entre cél-lules com la uni6
d’aquestes a la matriu extracel-lular. L’alteracié d’aquestes molécules podria afavorir la
invasié tumoral a altres teixits i a altres organs (metastasi).

Un exemple classic d’aquest grup sén les cadherines, els gens que codifiquen
aquestes molecules es consideren gens supressors, i canvis en els seus nivells
d’expressio o canvis en la seva funcié es relacionen amb progressio tumoral.

La E-cadherina, actua com a supressor de la invasio i la metastasi en cél-lules
tumorals epitelials. En tumors urotelials s’ha trobat una correlacié entre la pérdua
d’expressid d’aquesta cadherina (analitzada per immunohistoquimica), i una major
agressivitat tumoral, tant en els casos de tumors vesicals, com de pelvis renal i
d'uréter. Hi ha estudis on es relaciona aquesta pérdua també amb progressio i una

menor supervivéncia (Bringuier et al. 1993; Ross et al. 1995; Gontero et al. 2004).
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2.8 MODELS DE PROGRESSIO DELS TUMORS DE BUFETA

Com ja s’ha dit anteriorment, han estat molts els estudis tant de citogenética com de
genetica molecular que s’han realitzat, la informacié que s’ha anat obtenint d’aquests
estudis ha fet que al llarg del temps s’hagin proposat diferents models d’hipotétics de
desenvolupament del cancer de bufeta (Reznikoff et al. 2000; Sandberg 2002; Wu
2005).

Una de les coses amb la que coincideixen bona part dels autors, és en el paper
fonamental que té el cromosoma 9 en la proliferacio cel-lular anormal en molts tumors
de bufeta. La gran majoria situa les alteracions del cromosoma 9 (la pérdua d’aquest
cromosoma, o com a minim la pérdua del seu brag llarg) com un dels primers passos
dins la carcinogénesi urotelial; tot i que encara avui no esta definit quin és el
esdeveniment genétic responsable de linici d’aquest cancer. El fet és que els
esdeveniments que succeeixen a aquestes alteracions del cromosoma 9 tampoc no
estan clars, i aixd0 ha fet que s’hagin proposat gran nombre de models d’evolucié
d’aquests tumors.

Sembla perd que la majoria d’autors coincideixen en que el cancer de bufeta esta
associat de manera majoritaria amb pérdua de supressors tumorals, o amb la perdua
d’heterozigositat de diversos gens, tot i que també (en menor freqliéncia) s’observen
guanys, sobre-expressio o amplificacions de gens.

El que si s’observa de manera constant en els diferents esquemes és la participacié de
nombrosos esdeveniments genétics, en un procés que acabara esdevenint en un
tumor de bufeta.

Es poden trobar models que es basen exclusivament en dades moleculars, altres
basats en dades citogenétiques, n’hi ha també que es basen en resultats obtinguts per
mitja de la hibridacié gendomica comparada, també n’hi ha que utilitzen informacio de
diverses metodologies. Com a exemple d’aquesta diversitat de models hipotétics de
progressio, tot seguit s’'inclouran alguns models que representen part del ampli ventall
que es pot trobar a la literatura.

El model de Sandberg (Sandberg 1992) mostra una Unica via de desenvolupament, i
explica I'evolucié de la carcinogénesi vesical com un procés lineal, d’acumulacio
d’alteracions; on el cromosoma 9 es trobaria associat a estadis inicials de la
tumorigénesi, vinculant aquest cromosoma a la proliferacié cel-lular, les alteracions
s’anirien succeint de manera que l'aparicié d’alteracions en els cromosomes 5, 18 i 6

serien claus per la progressio i metastasi (Figura 2).
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Altres
pérdues
Cromosoma 9 Cromosoma 1 Cromosoma 17 Cromosoma 11 Cromosoma 5 cromosdmiques
Perdues (9q) Perdues (1p) Perdues (17p) (11p;H-RAS) (i5p) (6q)
\ |
Céldules > Augment del Fase Fase > Fase Tumor
normals creixement primerenca intermitja tardana maligne ] Metstasi
de bufeta cel-lular
| | A
Estadis de transformacd maligne Cromosoma 18
Perdues (18q)

Figura 2: Adaptacié del model proposat per Sandberg (1992).

El model proposat per Knowles (1998) mostra també dues vies d’evolucié que

conduirien cap a la carcinogenesi vesical; les quals generarien tumors superficials amb

diferents morfologies. L’ordre d’aparicié de les alteracions genetiques determinaria el

fenotip i la capacitat de progressié d’aquests tumors (Figura 3).

En aquest esquema l'autor hi reflecteix informacié sobre la inactivacio de TP53 i RB

per tal d’aportar informacio de progressio, i de la possible resposta a la terapia per part

del pacients. Cal destacar que a nivell citogenetic predominen les perdues, de manera

gue aquest model es basa en la importancia del paper de gens supressors i de la

inactivacio de diferents gens com a passos clau en aquest procés de carcinogenesi.
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‘ p53
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p16/9q- (12%)

| Carcinoma in situ|

\ 3p-, 8p-
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p53 (3%) \ (1020% / 14q-, 13g-

N\
T1-invadint P53 (32%)

lamina propia

p16/9q- (59%)

N

Carcinoma invaeix
musculatura (>T2)

p53 (51%)
p16/9g- (58%)
8p-,RB-,11p-,3p-,

189-,14¢- ERBB2

Figura 3: Model citogenétic-molecular proposat per Knowles (1998).
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El model proposat per Richter i col. (1998) és for¢ca complexa i esta basat en resultats
obtinguts per mitja dhibridaci6 gendomica comparada, per tal d'explicar el
desenvolupament i la progressio dels tumors de bufeta. Cal destacar el gran nombre
d’alteracions que s’hi observen. Les delecions de 5q, 6q i 15q i els guanys de 5p, 7p i
Xq els presenten com significativament més frequients en pT2-T4 que en els pT1, per
tant aquests loci podrien contenir gens importants per la progressio del cancer de
bufeta. També destaquen que la pérdua del cromosoma 9 i el guany de 11g13 son
significativament més frequents en tumors papil-lars que en els solids, fet que els fa
postular la importancia d’aquestes alteracions en els diferents patrons de creixement
(Figura 4).

Uroteli normal

-2q, -8p, +8q, -11p
-11q, -17p, +17q, +20q
mutacions de p53

-9q, +11q(Ciclina D1)

??
pTaGl/G2 ———  pT1 papil-lar pT1 solid

LH +5p, -5q, -6q, +7p, -15q, +Xq H

pT2-T4 papil-lar pT2-T4 solid

Papillar solid

> <

A
v

Neoplasies urotelials Neoplasies urotelials
geneticament “estables’ genéticament inestables

< > < >

Figura 4: Model citogenétic molecular proposat per Richter i col. (1998).

El model proposat per Hoglund i col. (2001a) mostra dues vies per el desenvolupament
del cancer de bufeta (Figura 5). Una d’elles s'iniciaria amb la perdua del cromosoma 9
(seria la via que seguirien aquells tumors que debuten com pTa i que després
progressen cap a infiltrants) seguida de —11p i +1q; mentre que I'altra comencaria amb
el guany del cromosoma 7 (aquesta presentaria una correlacié amb els estadis pT1-
T3), seguida de —8p i +8q. Tant la pérdua del cromosoma 9 com el guany del 7 sén
esdeveniments que es produeixen de manera primerenca fet que indica que ambdues
alteracions soOn, segons els autors, importants en els primers estadis de la
tumorigenesi vesical. En els passos posteriors es troben involucrats un bon nombre de
cromosomes tant en una via com en laltra. Aquestes dues vies inicialment
independents, convergirien en estadis avancats, ja que en aquests estadis el nombre
d’alteracions acostuma a ser elevat.
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.3p
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T3 -6q, -5q, +5p

Figura 5: Model citogenétic proposat per Hoglund i col. (2001).

El model proposat per Wu (Wu 2005) planteja dues possibles vies d’evolucié. Una
d’elles es caracteritzaria per mutacions de H-RAS (30-40%) i de FGFR3 (70%) de
manera primerenca. Posteriorment i associades a progressié es trobarien delecions de

8p, 1llp, 13q i 149. Una segona via caracteritzaria tumors invasius d'alt grau, i

s’originaria a partir d’'un carcinoma in situ, d’'una displasia severa, o bé de novo. La

majoria dels tumors que anirien per aquesta via tindrien mutacions a TP53 o bé a RB1;

el 50% dels tumors que seguirien aquesta via, generarien metastasi; per la qual cosa

seria necessaria la intervencio d’altres factors com ara alteracions en les molécules

d’adhesi6 i factors de angiogenesi, entre altres (Figura 6).
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1
1
1
~15%,
1
1
1
1

v

ClS/displasia——— Tumor invasiu T} Metastasi
0

>5|

(alt grau)
N-cad, E-cad,
MMPs, VEGF,
TSP1, COX2

Figura 6: Model citogenétic molecular proposat per Wu (2005).
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3. CANCER RENAL

3.1 GENERALITATS

El carcinoma renal fa referéncia a un grup de malalties que afecten
I'epiteli dels tdbuls renals i per tant, amb aquesta denominaci6
s’exclouen els tumors de la pelvis renal i dels calzes.

El cancer renal es pot presentar, de forma esporadica o de forma

hereditaria. La esporadica és la forma més freqlent ja que

representa un 95% del total de cancers renals.
Epidemiologia: El cancer renal representa al voltant del 2% de tots els cancers
humans; amb un nombre aproximat de 190.000 casos nous diagnosticats, cada any al
mon.
El carcinoma de cél-lules renals, representa el 90% dels tumors renals que es donen
en adults en membres dels dos sexes.
Es ddéna a tot el mén, amb preferencia en els paisos desenvolupats.
Diferencies entre poblacions: La incidencia és lleugerament superior a la poblacié
negre que a la poblacié blanca.
Diferencies entre sexes: Es 1.6 vegades més freqiient en 'nome que en la dona. En
arees industrialitzades passa a ser el 6° tipus de cancer més com(, en homes
juntament amb el limfoma de Hodgkin, mentre que en arees poc desenvolupades
baixa fins a la posicié 16. En el cas de les dones es mou entre les posicions 12 i 17, en
funcié també del desenvolupament de cada regio.
Edat: L'edat d’aparicié acostuma a ser entre els 50 i els 60 anys.
Etiologia: Les causes que originen aquesta malaltia s6n nombroses, pero s’han
identificat alguns factors que confereixen predisposici6 a patir-la:

- Edat avancada.

- Tabac (39% dels casos en els homes estan associats a aquest factor).

- Exposici6 a I'arsénic per processos industrials o per ingesta.

- Exposicio a pesticides.

- Diabetis.

- Consum de cafée.

- Factors dietetics.

- Obesitat (la incidéncia del carcinoma renal en persones obeses és el doble que

a la resta de la poblacio).

- Hipertensio.
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- Alguns estrogens indueixen tumors en els hamsters, perdo en humans no s’ha
observat aquesta associacio, tot i que es pensa que els estrogens podrien estar
implicats en la inducci6 d’aquests tumors en individus obesos.

- Susceptibilitat genética. La majoria de casos de tumors renals apareixen de
forma esporadica, pero hi ha formes familiars (poc freqients) que es
caracteritzen per un patré d’herencia autosomica dominant.

- Contaminacié ambiental.

- Lallum ultraviolada.

Simptomatologia: Pel que fa als simptomes que es donen quan es pateix aquesta
malaltia, els més habituals sén I'hematuria (present en el 40-60% dels pacients), dolor
lumbar (present en el 35-40% dels pacients), massa renal palpable (present en el 30%
dels casos). De forma menys habitual es pot manifestar: hipertensié, febre,
hipercalcémia entre d’altres.

3.2 TIPUS CEL-LULARS

Habitualment s’utilitzen dos sistemes morfologics de classificacié: un és el proposat
per la WHO (World Health Organization Classification of Tumors) i un altre que esta
d’acord amb els criteris de Thoenes i col. (1986) i Storkel i col. (1995).

El criteris utilitzats a la classificaci6 de WHO es basen en observacions
macroscopiques, histologiques i ultraestructurals. Aquest sistema distingeix entre
adenomes, carcinomes i altres tipus de tumors, constituits per cel-lules clares,
granulars, fusiformes, oncocitiques i tipus cel-lulars barrejats; perd aporta poca
informacié sobre l'oncogenesi, la progressio i I'evolucio clinica d’aquests tipus de
tumors.

Thoenes i col. van proposar un sistema de classificacio basat en observacions
histoquimiques i en les técniqgues de microscopia electronica; aquesta classificacio
assumeix que diferents subtipus de carcinomes renals deriven del diferent origen de
les cél-lules, en les diferents parts de la nefrona (Thoenes et al. 1986; Strokel 1995).
Un esquema d’aquesta classificacié es pot observar a la Figura 7.

La nefrona es divideix en les segiients parts:

- Glomerul.

- Tubul proximal.

- Nansa de Henle.

- Tubul distal.

- Tubul col-lector.

- Ducte de Bellini.
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Els diferents tipus cel-lulars que podem observar a la nefrona soén:
- Cél-lules clares.
- Cél-lules granulars (possible variant de les cél-lules clares).
- Cél-lules basofiles.
- Cél-lules cromofobes.
- Cel-lules oncoctiques.
- Cel-lules dels ductes col-lectors (de Bellini).

- Ceél-lules fusiformes.

3.3 PATRO DE CREIXEMENT

El patr6 de creixement és una dada que aporta gran informacié sobre els tumors
renals, ja que en l'actualitat i des de fa temps es considera un factor pronostic.
Al 1976 Mancilla-Jiménez i col, van ser els primers en observar que els tumors que
presentaven una arquitectura papil-lar tenien millor evoluci6 que els que no la
presentaven. Posteriorment, i gracies a altres estudis, es van anar definint altres
subgrups com soén: els tubulars, els solids, els acinars o els mixtes. També s’ha
observat una certa relacid, que no sempre es compleix, entre el patré de creixement i
el tipus cel-lular; de manera que les cel-lules clares i les cél-lules cromofobes
acostumen a tenir un creixement de forma compacta i solida, mentre que les
cromofil-liques i les del ducte de Bellini solen tenir una forma tubulopapil-lar, i les
oncocitiques tenen forma acinar (Mancilla-Jiménez et al. 1976).

3.4 CLASSIFICACIO DELS TUMORS RENALS

La correlacié entre les dades histopatologiques, citogenétigues i moleculars, ha
permés arribar a una classificacié consensus segons la qual els tumors renals es
divideixen en els segtents tipus:

Carcinoma renal de ceél-lules clares (RCC; de l'angles: renal cell carcinoma):
S'origina a I'epiteli del tabul proximal és el més habituals i representa entre el 60-80%
dels carcinomes renals, es coneix amb el nom de carcinoma de cel-lules clares.
Acostumen a ser tumors grans (amb un diametre mitja de 8 cm) i amb certa freqiiéncia
so6n multiples. Es caracteritzen citogeneticament per la perdua de 3p.

Carcinoma de cél-lules cromofil-liques: També s’origina a I'epiteli del tubul proximal,
pero és molt menys habitual que el tipus anterior (ja que representa entre 7-14% dels
carcinomes renals); generalment presenta un patré de creixement papil-lar. El tipus 1
es caracteritza dtogeneticament per la trisomia dels cromosomes 7 i 17, i per la
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pérdua del cromosoma Y en el cas dels adenomes; i per trisomies addicionals dels
cromosomes 12, 16 i 20, en el cas dels carcinomes. El tipus 2 es caracteritza per la
presencia de translocacions entre els cromosomes X i 1, entre altres.

Oncocitoma renal: S'origina en el tabul col-lector, i representa el 5% dels carcinomes
renals. Histologicament es caracteritza per estar format per cél-lules de citoplasma
intensament eosinofil, granular i amb nuclis petits, homogenis i uniformes. Se’l
considera de manera general benigne. Citogenéticament cal destacar que s’han
descrit translocacions implicant els cromosomes: 1, 11, 13 i 22.

Carcinoma de cel-lules cromofobes: S'origina a I'igual que els oncocitomes en el
tlbul col-lector, i representa entre 5-10% dels carcinomes renals. El seu comportament
clinic és similar d dels carcinomes de cel-lules clares de baix grau, pero presenta
millor pronostic que els tumors que s'originen en el tabul proximal. Es caracteritza
citogenéticament per les pérdues dels seglents cromosomes: 1, 2, 6, 10, 13, 17, 21 i
Y.

Carcinoma de tubuls col-lectors o ducte de Bellini (BDC; de I'anglés: Bellini duct
carcinoma): S'origina en la regié medul-lar del tabul col-lector, el motiu pel qual se’l sol
confondre amb TCC de pelvis renal. Representen entre 1-2% dels carcinomes renals,
€s un tumor molt agressiu i no és estrany que produeixi metastasis. En general afecta
pacients molt joves que no solen a sobreviure més de 18 mesos. Citogenéticament es
caracteritza per la monosomia dels cromosomes 1, 6, 14, 15, i 22.

Carcinoma de fus cel-lular o sarcomatoide: representa entre 1-:10% dels tumors

renals, i es considera una forma morfologica derivada dels grups anteriors.

GLOMERLIL TUELIL ASA TUBLIL TUBLL
PROZIMAL DE DI5TAL COL.LECTOR

CARCINCHA DE CARCINOMA DE 0 CARCTROMA DEL
CEL.LULES CEL.LULE {EL.LULES REMAL DUCTE DE
CLARES CROMOFIL.LIQUES {ROMIFOBES BELLINI

Figura 7: Classificacio dels tumors renals segons Thoenes i col. (1986).

Tal i com ha quedat palés en aquesta classificacio, el carcinoma renal manté una clara
correlacié entre la citogenética, les dades moleculars i la histopatologia. Figura 8.
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Figura 8: Representacié esquematica dels diferents subtipus de tumors renals en relaci6 a la
seva localitzacié a la nefrona i al tibul col-lector, i alteracions genétiques que els caracteritzen

(Bodmer et al. 2002).

3.5 CLASSIFICACIO HISTOPATOLOGICA

El sistema de classificacié histopatologic que s'utilitza actualment es fonamenta

basicament en dos aspectes, I'estadi d’'invasié del tumor i el grau de diferenciacio

tumoral.

Estadi: L'estadi d’invasié es pot classificar seguint el sistema de classificacio TNM; on

la T ens indica el grau d'infiltracié del tumor, és a dir fins a quin nivell o capa del teixit

arriba el mateix. La Nens dona informacio sobre el grau d’afectacio dels ganglis. La M

ens dona informacid sobre si hi ha o0 no metastasi. Taula lll.
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Taula lll: Taula de classificacio dels carcinomes renals (TNM).

Tumor primari

X
TO
T1
Tla
Tilb
T2
T3

T3a

T3b

T3c
T4

El tumor primari no es pot evaluar

No hi ha evidencia de tumor primari

Tumor de 7 cm o menor, limitat al rony6

Tumor de 4 cm o menor

Tumor de més de 4 cm, perdo menor de 7cm

Tumor de més de 7 cm, limitat al rony6

El tumor s'extén per les venes principals o envaeix la glandula adrenal

o teixits perinefritics, perd sense travessar la fascia de Gerota

Invassi6 de la glandula adrenal o teixits perirenals, pero sense atravessar
la fascia de Gerota

Invassié de la vena renal o vena cava o les parets al voltant del
diafragma

Invassi6 de la vena cava supradiafragmatica

El tumor atravessa la fascia de Gerota

Ganglis limfatics regionals

NX
NO
N1
N2

Els ganglis limfatics regionals no es poden valorar
No hi ha signes de metastasi als ganglis limfatics regionals
Metastasi a un gangli limfatic regional

Metastasis a més d'un Unic gangli limfatic regional

Distancia de la metastasi

MX
MO
M1

No es pot evaluar si hi ha metastasi a distancia
No hi ha metastasi a distancia

Hi ha metastasi a distancia

Grau: Els sistemes de gradacié tumoral més utilitzats s6n aquells que es basen en el

grau de diferenciacid nuclear, ja que s’ha demostrat que és un factor pronostic

independent del estadi patologic. Hi ha diferents sistemes de gradacio de la

diferenciacié nuclear, pero el més utilitzat en I'actualitat és el sistema Fuhrman, que

classifica les caracteristiques nuclears en els segients grups (Furhrman et al. 1982):

= Grau 1: Nucli de mida petit (10u), rodo6 i uniforme, amb el nucléol absent i no

prominent.

= Grau 2: Nucli de mida mitja (15u), amb contorn una mica irregular i nucli petit
(visible a 400x).
= Grau 3: Nucli de mida gran (20u), amb contorn irregular i nucli prominent
(visible a 100x).

= Grau 4: Nucli de grau 3, amb presencia de nuclis polilobulats, amb

cromatina en grumolls grans i nucléol visible amb facilitat.

La OMS pero recomana seguir un sistema de tres graus. El grau | correspodrien a

un tumor amb el menor grau d’anaplasia cel-lular, compatible amb un diagnostic de
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malignitat, el grau lll fa referéncia a un tumor amb el grau més sever d’anaplasia
cel-lular, i el grau Il inclouria tots aquells tumors de grau intermedi entre els graus | i
M.

3.6 GENETICA DELS TUMORS RENALS

Tant els estudis citogenetics com moleculars aporten informacio clara i rellevant
dels diferents tipus de tumors renals. Aquests estudis ens permeten no nomeés poder
fer una classificacié d’aquests tumors, siné que també aporten dades sobre I'evolucio i
el pronostic dels pacients.

Els tumors renals més frequentment estudiats tan a nivell citogenétic com molecular,
han estat el carcinoma renal de ceél-lules clares i el nefroblastoma o tumor de Wilms,
(tumor renal que afecta basicament a nens) seguits del carcinoma renal papil-lar i de
l'oncocitoma (Sandberg 1980, 1990).

A continuacié es presenta un resum per a cada un dels tipus de tumor renal amb les

dades més rellevants tan de citogenética, com de CGH, com també moleculars:

Carcinoma renal de cél-lules clares

La majoria sén esporadics (Kovacs et al. 1987), tot i que hi ha casos familiars descrits
a la literatura. El primer cas va ser descrit per Cohen i col. al (Cohen et al. 1979), es
tractava d'una famiia afecta de cancer renal, en la que els membres que
desenvolupaven tumors presentaven un cariotip constitucional amb la preséncia d’una
translocacio entre els cromosomes 3 i 8, 1(3;8)(p21;924). Posteriorment, la translocacio
es va definir de manera més pecisa, com t(3;8)(p14.2;024.13) (Wang and Perkins
1984). Estudis realitzats per Lii col. (1993) van semblar indicar que el gen responsable
del cancer havia d’estar localitzat a 3p. Aquest €s només el primer exemple descrit a la
literatura de RCC familiar, i presenta en comd amb la resta que s’han descrit
posteriorment (Pathak et al. 1982; Kovacs and Hoene 1988; Druck et al. 2001; Eleveld
et al. 2001; Kanayama et al. 2001; Bodmer et al. 2002, 2003) el fet de que el
cromosoma 3 (particularment la regid 3pl3-pter) hi esta implicat. Agquesta regi6
s’acostuma a perdre en els tumors fet que va fer pensar que un gen supressor hi
estava localitzat. Diversos estudis moleculars que s’han realitzat han donat com a
possibles candidats diversos gens amb activitat supressora: VHL, localitzat a 3p25-p26
(Decker et al. 1988) i responsable d’entre el 33-66% del casos esporadics de RCC
(Kim and Kaelin 2004), HRCAL1 localitzat a 3p14.2 (Boldog et al. 1993), NRC-1
localitzat a 3p12 (Lott et al. 1998), OGG1 localitzat a 3p25 (Audebert et al. 2000), FHIT
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localitzat a 3pl2-pl4.2 (Velickovic et al. 2001), RASSF1A localitzat a 3p21.3
(Dreijerink et al. 2001).

La inactivacio del gen VHL bé per LOH bé per mutacio, esta implicada en més del 30%
dels casos esporadics de RCC (Kim and Kaelin 2004). Altres estudis suggereixen que
una de les causes de la peérdua d’'activitat d’aquest gen seria la hipermetilacio de les
illes CpG (Herman et al. 1994; Zbar 1995).

Altres regions que freqientment estan implicades en LOH son 3pl12-pl14 i 3p21-p22
(van den Berg et al. 1996; Velickovic et al. 1999; Bodmer et al. 2002).

Queda clar que l'alteracié citogenética més frequent, i que es considera caracteristica
d’aquest grup és la pérdua del brag¢ curt del cromosoma 3 i/o alteracions a nivell
molecular que afecten a 3p.

S’ha observat una clara correlacié entre 'augment de desdiferenciacié nuclear, és a dir
un augment del grau histologic, amb un increment d’alteracions citogenétiques, com
sén: +5q, +7, +10, -6q, -8p, -9 i -149. Estudis realitzats amb CGH confirmen dades que
la citogeneética convencional ja ens havia aportat, com -3p (com a alteraci6é clarament
més habitual) (Reutzel et al. 2001), -9p, -6q i +5q pero també apareix -13q (Moch et al.
1996; Presti et al. 1996). Moch i col. (1996) utilitzant aquesta técnica van observar una
correlacio entre les perdues de 9p i la recurréncia del tumor. Utilitzant també la CGH,
Gronwald i col. (1997) van descriure una correlacié entre el guany de 1q i I'aparicié de
metastasi.

També s’ha observat una correlacio entre les pérdues al-léliques a 17p i la progressio
dels tumors, indicant que alteracions de TP53 serien les que estarien implicades en la
progressio de la malaltia (Presti et al. 1991a; Reiter et al. 1993). Altres relacions que
s’han trobat han estat les peéerdues al-leligues del cromosoma 5921 amb el grau
histologic i la incidéncia de metastasis (Morita et al. 1991).

Jiang i col. (2000) després de fer un estudi de 116 RCCs amb CGH, van proposar
dues vies d'evolucio; considerant la pérdua de 3p com un pas inicial, una via es
caracteritzava per la posterior pérdua de 6p i guany del7 mentre que laltre via es
caracteritzava per perdues de 9p, 13q i 18g. En els dos models la péerdua de 8p
apareixia com un esdeveniment tarda i independent de la resta.

Carcinoma renal papil-lar o carcinoma de cél-lules cromofil-liques

Als anys vuitanta es diferencia per primera vegada entre RCC papil-lars (PRC) i no
papil-lars, perd no va ser fins al 1991 que Kovacs i col. (1991) van descriure
citogeneticament els RCC papil-lars (PRC, de l'anglés: papillary renal carcinomas),
suggerint que la combinacié d'alteracions que els definia eren les trisomies 7 i 17.
Altres trisomies que es podien presentar de manera addicional eren la 12 i la 16, les
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guals serien responsables de la progressio. Uns anys més tard aquesta informacio es
va concretar per part d’aguests mateixos autors, els quals van afirmar que a nivell
citogenétic aquests tumors es caracteritzen per la trisomia o tetrasomia del
cromosoma 7 i la trisomia del cromosomal?, i per la pérdua del cromosoma Y en el
cas dels adenomes, o per les trisomies addicionals dels cromosomes 3, 12, 16 i 20 en
el cas dels carcinomes. Es per aixd que aquestes ultimes s’associen amb un
comportament més agressiu del tumor (Kovacs 1993; Bentz et al. 1996).

Estudis amb CGH han posat de manifest el guany dels cromosomes 7 i 17 en un 50%
dels casos, i dels cromosomes 16 i 20 en el 15% dels casos. També s’han detectat
amplificacions en un tumor a 2922-933, 16q, 17q i X (Reutzel et al. 2001). Altres
estudis emprant aguesta mateixa técnica descriuen a més a meés de les alteracions ja
citades, pérdues a 1p, 4q, 6q, 9p, 13q, X i Y aixi com guanys a 5qg (Jiang et al. 1998;
Rigola et al. 2002). La pérdua d’heterozigositat a 9pl3 s’associa amb baixa
supervivencia (Schraml et al. 2000).

En quasi el 30% daquests tumors es detecta inactivaci6 de PTEN/NMAC1, gen
supressor de tumors que es troba localitzat a 10923 (Velickovic et al. 2002).

També s’han descrit casos de PRC familiars o hereditaris, encara que son rars.
Aquests tenen en comu la implicacié citogenética de 7q31. A nivell molecular s’ha
observat que l'oncogen implicat és MET, el qual es localitza en aquesta regio
cromosomica (Bernués et al. 1995; Corless et al. 1996; Zhuang et al. 1998).(Aquest
tipus de tumor s’analitza amb més profunditat en l'apartat 3.7.1). Les mutacions
d’aquest gen s’han detectat tant en casos familiars com en esporadics (Schmidt et al.
1997, 1998).

Aquests tipus de tumors papil-lars caracteritzats per trisomies especifiques i per
mutacions en el gen MET, s’agrupen actualment dins el tipus 1 del carcinoma renal
papil-lar.

Meloni i col (Meloni et al. 1993) van identificar un altre subtipus de PRC (tipus 2) que
es caracteritzava per la presencia d'una translocacié entre els cromosomes X i 1,
t(X;1)(p11.2;921), i pel fet de que tots els afectes eren homes. Tot i que posteriorment
també es va detectar aquesta translocacié en dones ((Shipley et al. 1995; Dal Cin et al.
1998; Kardas et al. 1998), entre altres).

S’han descrit a la literatura altres translocacions en els PRC: t(X;17)(p11.2;925)
(Tomlinson et al. 1991; Hernandez-Marti et al. 1995). L’Gnic denominador comu
present entre elles ha estat el punt de trencament del cromosoma X (Xp11.2).

Estudis moleculars posteriors han demostrat que com a producte de la translocacio
t(X;17) es produeix un gen de fusio RCC17, localitzat a 17925, el factor de transcripcio
del qual (TFE3) es troba a Xp11.2 (Heimann et al. 2001). En el cas de la translocacio
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t(X;1) es produeix una fusié de dos gens, PRC localitzat alg21.2 i TFE3 localitzat a
Xpll.2, resultant un altre gen que actua de forma negativa sobre la formacio del fus

mitotic.

Oncocitoma renal

Un dels primers treballs que es va publicar sobre aquests tumors va ser el de Kovacs i
col. (1989), en el que es descriu un patré de restricci6 del DNA mitocondrial com a
caracteristic d’aquest tipus de tumor i que el diferéncia d'altres carcinomes amb
caracteristiques aparentment similars.

Citogeneticament sén molt heterogenis, fet que ha comportat que es definissin dos
subtipus:

Subtipus 1: Caracteritzat per la pérdua dels cromosomes 1 i X/Y. També s’han descrit
com a caracteristiques, tot i que menys freqlents, les alteracions del cromosoma 22 i
la trisomia del 12 (Dobin et al. 1992).

Estudis moleculars han corroborat la importancia de la perdua del cromosoma 1 per
aquests tipus de tumors, concretament de 1p, suggerint la localitzacié d’un possible
supressor de tumors en aquesta regidé (Thrash-Bingham et al. 1996; Dal Cin et al.
2000). Tot i que la perdua de 1p és la més freqiient, sembla que altres alteracions com
les detectades per un estudi de pérdues al-léliques, indicarien com habitual també
pérdues a 14q (Polascik et al. 1996; Presti et al. 1996).

Subtipus 2: Caracteritzat per reorganitzacions que inclouen la regié de 11ql3.
Exemple d’aquestes serien t(11;11)(q12;q13) (Walter et al. 1989; Dijkhuizen et al.
1997), 0 1(5;11)(g35;q13) (van den Berg et al. 1995).

Carcinoma de cél-lules cromofobes

Kovacs i Hoene als anys vuitanta van aportar les primeres dades citogenétiques
d’aquests carcinomes en estudiar un tumor que destacava per el baix nombre de
cromosomes que posseia (34), aixo era degut a que presentava monosomies en un
gran nombre de cromosomes: 1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 12, 13, 17, 18 i 21 (Kovacs and
Hoene 1988).

Estudis posteriors han demostrat que les monosomies més freqiients en aquests tipus
de tumors son: 1, 2, 6, 10, 13, 17 i 21 (Speicher et al. 1994; Shuin et al. 1996).

D’altra banda estudis de LOH han donat una especial rellevancia a 21q, tot i que
també s’han observat pérdues d’heterocigositat a 1p, 2p, 6p, 10p, 13q i 17p
(Schwerdtle et al. 1996).

S’han descrit mutacions de p53 en el 25% dels casos de carcinomes de cel-lules
cromofobes (Contractor et al. 1997). La dada que més destaca és la inactivacio del
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gen supressor PTEN/NMAC1 (10g23) que es troba en un 87.5% dels casos, la perdua
d'aquest gen també es troba en altres tipus de carcinomes renals perd en un
percentatge molt menor (Velickovic et al. 2002). També destaca la pérdua al-lelica de
13q, que en aquests tumors es troba amb una freqiéncia molt elevada (86%) respecte

a altres tumors renals com son el RCC amb un 8% (Schwerdtle et al. 1996).

Carcinoma de tubuls col-lectors o ducte de Bellini (BDC)

Hi ha molt poca informacié a nivell genétic i molecular ja que aquests és un tumor molt
rar.

Citogeneticament es caracteritzen per la monosomia dels cromosomes 1, 6, 14, 15, 22
i guanys en el cromosoma 3 (Fuzesi et al. 1992).

A nivell molecular, s’ha descrit la pérdua del gen del retinoblastoma en algun d’aquests
tumors (Brooks et al. 1993).

S’han descrit pérdues d’heterozigositat a 1q, 6p, 8p, 13q i a 21q (Schoenberg et al.
1995; Polascik et al. 1996); essent la regi6 de 1q la que presenta una frequiencia més
elevada. Posteriorment Steiner i col. (1996) van definir la regié minima de delecié com
1932.1-932.2.

3.7 CARCINOMA RENAL DE TIPUS FAMILIAR O HEREDITARI

El rony6 és un organ afectat en diferents tipus de cancer sindromics hereditaris. A la
majoria d’ells un oncogen o un gen supressor de tumors esta mutat a la linea germinal,
i aixo fa possible la confirmacio del diagnostic. Taula IV.

Taula IV: Sindromes hereditaris més importants que afecten al onyd, provocant I'aparicié de
tumors.

Sindrome Cromosoma Gen/Proteina Afectacio renal
von Hippel-Lindau 3p25 VHL Multiple, Carcinoma renal de cel-lules clares
pVHL bilateral, quistes renals
Cancer renal 7931 c-MET Mdiltiple, carcinoma de cel-lules renals
hereditari papil-lar HGF-R papil-lar (PRC), bilateral
Tipus -1

Leiomatosi 194243 FH Carcinoma de cel-lules renals papil-lar (PRC)
hereditariai RCC FH No tipus-1
Birt-Hogg-Dubé 17pl1.2 BHD Multiple RCC, crom 6fob, RCC convencional,

Folliculina oncocitoma hibrid, RCC papil-lar, Tumor oncocitic
Esclerosi tuberosa 9934 TSC1 Muiltiple, angiomiolipom es bilaterals

Hamartina linfoanglioangioleiomiomatosi

16p13 TSC2

Tuberina

Translocacio 3 Desconegut Mdltiple, carcinoma renal de cél-lules clares

constitucional del
cromosoma 3

(CCRCC) bilaterals
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Cada sindrome hereditari predisposa a un tipus diferent de cancer renal, i generalment
els pacients desenvolupen multiples tumors de forma bilateral, és a dir a tots dos
ronyons.

Dins del ampli ventall de diferents tipus de tumors renals que hem vist ens centrarem
en els pacients amb carcinoma renal de tipus familiar o hereditari amb patr6 de
creixement papil-lar (HPRC) (marcat en gris a la taula IV). Aquests representen un 4%
del total de casos de RCC (Linehan et al. 1995).

3.7.1 CARCINOMA RENAL PAPIL-LAR HEREDITARI

El carcinoma renal papil-lar hereditari és un sindrome que provoca l'aparicié de
tumors i presenta un patr6é d’heréncia autosomic dominant.
El seu diagnostic es basa precisament en el fet que es presentin tumors multiples en
tots dos ronyons, i s'estima que un 50% dels membres afectats d’'una familia
desenvolupen aquesta malaltia al voltant dels 55 anys.
Zbar (1995) va descriure una série de 10 families que presentaven 41 membres
afectes (29 homes i 12 dones), la edat mitjana en el moment del diagnostic era de 45
anys i la majoria van desenvolupar tumors papil-lars de manera bilateral i multifocal. El
temps mitja de supervivéncia va ser de només 52 anys, tot i que no es va establir de
manera clara quins pacients havien mort a causa del tumor, i per tant no esta del tot
clar que aquesta evoluci6 tan agressiva es degui al tumor.
L'analisi de lligament de les families afectades va aportar informacié clau, pel
descobriment del gen, el qual es troba localitzat a 79q31.1-934. Destaca el fet que en
aguest cas el factor desencadenant és l'activacié d’'un proto-oncogen, en lloc de la
inactivacié del gen supressor de tumor. Es va observar que les mutacions del proto-
oncogen MET (localitzat a 7q31) segregaven amb la malaltia, el que va indicar que
s’havia trobat el locus genetic fonamental en aquesta malaltia. Posteriorment s’han
descrit mutacions en aquest gen tant en casos familiars com en casos esporadics
(Schmidt et al. 1997, 1998).
El producte proteic d’aquest gen €s una tirosina quinasa receptora per al factor de
creixement hepatic (HGF), la qual desenvolupa un paper molt important en la regulacio
de la proliferacio i diferenciacié de les cél-lules epitelials i endotelials en gran quantitat
d'organs diferents entre els que es troben els ronyons.
La major part de les mutacions del gen es van detectar en el domini tirosina quinasa, i
sembla que aquestes mutacions el porten a una activacié constitutiva del receptor
(Schmidt et al. 1997).
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La trisomia del cromosoma 7 és un fet habitual en molts carcinomes renals, en aquest
cas es genera per la duplicacié6 del cromosoma portador de I'al-lel mutat del proto-
oncogen MET i aixi es produeix un augment de la dosi de receptor activat (Zhuang et
al. 1998).

El fet de I'aparicio primerenca i de la multiplicitat dels tumors és una consequeéencia de
gue el gen estigui mutat a la linea germinal, i determina, per tant, que totes les cel-lules
renals tinguin un risc més elevat des del moment del naixement de desenvolupar
tumors. Les causes de que aquesta malaltia presenti una penetrancia incompleta i una
evolucid clinica variable es desconeixen, perd es pensa que podria estar regulat per

altres gens, o bé per fendmens epigenetics.
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4. CANCER COLORECTAL

4.1 GENERALITATS

El cancer colorectal és un bon model per a l'estudi de la
carcinogenési ja que és possible identificar des de lesions
premalignes, fins metastasis a distancia. El cancer colorectal
presenta un lesi6 premaligna molt ben coneguda anomenada
adenoma. Aquesta €s una lesi6 frequient a la poblacié de més 55
anys i té el risc de degenerar i esdevenir un carcinoma de entre el
5% i el 40%, segons si s6n adenomes tubulars (99%) o k& son

adenomes vellosos (5%). Avui en dia es considera que tots els
carcinomes han passat per un etapa previa d’adenomes. Els polips sén tumors
benignes situats a les parets interiors del colon i del recte.
El 95% dels carcinomes de colon s6n adenocarcinomes, és a dir, s’originen a I'epiteli
del colon i la majoria sbn moderadament o ben diferenciats.
Al voltant d’'un 10% dels cancers colorectals, sén deguts a causes hereditaries, en els
quals una alteracié genética inicial condiciona el desenvolupament dels tumors.
Epidemiologia: El cancer de colon és la segona causa de mort per cancer, despres
del cancer de pulmé en I'home, i del de mama en la dona.
Representa en conjunt el 15% dels tumors diagnosticats a I'hnome.
En el nostre pais es produeixen 11.000 nous casos cada any. La mortalitat induida per
aguest cancer és de 10 morts per cada 100.000 habitants i any en els paisos
desenvolupats, i té tendencia a augmentar en els darrers anys.
La taxa de supervivéncia a cinc anys és del 90% en aquelles persones en les que la
deteccié ha estat primerenca, perdo nomeés al voltant d'un 35% son detectats en un
estadi primerenc.
Si el cancer s’ha disseminat a altres organs propers o a ganglis limfatics, la taxa de
supervivéncia disminueix fins al 65%; i si s’ha disseminat fins a organs llunyans, la
taxa disminueix fins al 8%.
La malaltia es presenta de manera avancada en un 22-33% dels pacients, i en aquests
casos l'index de supervivéncia esta molt proper a zero.
Diferencies entre sexes: No s’han observat diferencies entre sexes pel que fa a la
incidéncia, pero si s’ha suggerit que hi ha diferencies pel que fa al tipus de mutacions
predominants. Breivik i col. (1994) van observar que les dones que desenvolupaven
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cancer de colon a una edat primerenca, presentaven més mutacions en l'oncogen K-
RAS que en els homes o dones amb una edat avangada d’aparicié de cancer.

Edat: La major incidéncia acostuma a ser entre els 60 i els 70 anys. S’estima que
nomeés entre 1-3% dels casos de cancer colorectal es donen en pacients menors de 40
anys i un 12% entre 40 i 55 anys.

Etiologia: Les causes que originen aquesta malaltia s6n nombroses, pero s’han
identificat alguns factors de risc que incrementen les possibilitats de patir-la:

- Haver patit malalties inflamatories intestinals previes.

- Historia personal d’altres tipus de cancers.

- Habits de vida sedentaria.

- Habits alimentaris: dietes amb poca fibra, fruites i verdures o massa greixoses son
perjudicials.

- Tabac: les persones que fumen 20 cigarrets al dia, tenen el doble de possibilitats de
desenvolupar cancer de colon dels que no sén fumadors. Els homes fumadors tenen
un 34% més de possibilitats de patir cancer de colon, i les dones fumadores un 43%.

- Predisposici6é genetica: historial personal o familiar de polips o de cancer de colon.
Simptomatologia: Quan es produeix simptomatologia la malaltia acostuma a estar en
un estat avancat, i les possibilitats de supervivencia son baixes. Per aquest motiu és
fonamental un diagnostic preco¢. La simptomatologia es basa principalment en la
pérdua de sang amb les femtes.

Els pacients perd poden detectar alguna simptomatologia relacionada amb canvis en
els habits intestinals; es considera com a norma que les diarrees son caracteristiques
del cancer de cec i colon ascendent; mentre que estrenyiment & caracteristic de

cancer de colon descendent i sigma.

4.2 CLASSIFICACCIO | ESTADIS DEL CANCER COLORECTAL

En el cas del cancer de colon, h ha diferents classificacions per tal de definir
I'estadi d'invasio del tumor i el grau de diferenciacié tumoral.
La definicié dels diferents estadis no és facil degut a que hi ha diferents sistemes de
classificaci6. Tots ells tenen en comu que classifiquen els tumors en funcié de les
arees afectades i de la preséncia o no de metastasis tan a noduls limfatics com a
distancia.
El primer sistema de classificacié va ser descrit per Dukes al 1932 (Dukes 1932), pero
posteriorment van anar apareixent modificacions que utilitzaven noves nomenclatures.
Actualment hi ha tres sistemes de classificacio ampliament utilitzats en I'ambit medic:
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Estadis de Dukes: és la classificacio original de Dukes. Es basa en indicar fins quin

nivell o capa de la paret intestinal arriba el tumor i I'afectacié d’organs veins. Defineix

els seglents estadis:

Dukes A: el tumor esta situat a la mucosa i submucosa.

Dukes B: el tumor envaeix la capa muscular, arriba fins a la serosa, pero no
afecta els ganglis limfatics.

Dukes C: el tumor també arriba a la capa serosa, i presenta també afectacio
dels ganglis limfatics regionals. Amb posterioritat es va distingir entre C1 i C2:
C1: estan afectats nomeés els noduls parietals.

C2: estan afectats els noduls apicals.

Sistema de classificacio d’Astler-Coller: Aquest sistema va ser proposat per Astler i

Coller al 1954 (Astler and Coller 1954). En aquest sistema es diferencien 6 grups, pero

en ocasions porta a confusio degut al solapament pel que fa a nomenclatura amb els

estadis de Dukes.

A: el tumor es troba a la mucosa.

B1: el tumor envaeix la capa muscular, pero sense arribar a la serosa.

B2: el tumor travessa la capa muscularis propia.

C1l: afecta les mateixes capes que B1, per0 presenta a més metastass a
noduls limfatics.

C2: afecta les mateixes capes que B2, per0 presenta a més metastasis a
noduls limfatics.

D: tumors que presenten metastasis a distancia.

Sistema de classificacié TNM: Aguest sistema és més complert, pero resulta més

dificil d’aplicar degut a que podem tenir fins a 24 grups diferents. La sigla T ens indica

el grau d'infiltracié del tumor, és a dir fins a quin nivell o capa del teixit arriba el mateix,

la N ens dona informacié sobre el grau d'afectacié dels ganglis, i B M ens dona

informacio sobre si hi ha o no metastasi.

La taula V mostra de manera clara aquesta classificacio. | la figura 9 il-lustra de

manera comparativa els tres sistemes de classificacié que s’han exposat.
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Taula V: Taula de classificacio dels carcinomes de colorectals (TNM).

T Tumor primari

TX  Eltumor primari no es pot evaluar
Tis  Carcinoma in situ: " tumor pla"

T1 El tumor envaeix la capa mucosa i la muscularis mucosa, i s'estén fins la submucosa

N

El tumor envaeix fins a lamuscularis propia
T3 El tumor envaeix fins la subserosa, sense arribar a cap teixit vei
T4 El tumor envaeix qualsevol capa de teixitdel colon o recte arribant als teixits

0 organs contigus

N Ganglis limfatics regionals

NX  Els ganglis limfatics no es poden valorar
NO  No hi ha signes de metastasi als ganglis limfatics regionals
N1  Presénciade cél-lules tumorals entre 1 i 3 noduls

N2  Presenciade cél-lules tumorals en 4 o més noduls

M Metastasi a distancia

MX  No es potevaluar si hi ha metastasi a distancia
MO  No hi ha metastasi a distancia

M1 Hi ha metastasia distancia

A B C A Bl B2 Ci1cC2 Tis TA T2 T3 T4
s
Submucosa
Muscular propia
Subserosa \
Serosa
(]

Figura 9: Esquema comparatiu dels diferents sistemes de classificacio. Sistema de

classificacié de Dukes. ™ Sistema de classificacié d’Astler-Coller. = Sistema de classificacié
TNM.
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4.3 SINDROMES HEREDITARIS: UNA BASE PERA LA
COMPRENSIO DEL CANCER COLORECTAL

Aproximadament el 85-90% dels casos de cancer de colon es consideren
esporadics, la resta aproximadament un 5-10% es consideren deguts a factors
hereditaris. De totes maneres, en una bona part dels casos considerats esporadics
(entre el 15-25%) és possible recollir dades d’antecedents familiars amb cancer
colorectal o bé altres neoplasies (Winawer et al. 1997; Burt 2000). Aquests casos
podrien correspondre a formes hereditaries amb baixa penetrancia, o a trastorns
poligénics amb participacié de polimorfismes que modulen la influencia de factors
ambientals.

L'estudi dels sindromes hereditaris, tot i que representen una proporcié reduida del
total de casos de cancer de colon, ha resultat de gran importancia; el coneixement dels
factors implicats en el desenvolupament d’aquestes malalties hereditaries ha permes
coneixer els mecanismes implicats en els cancers de colon esporadics. Alguns dels
gens gue es troben mutats en aquestes formes hereditaries tenen també un paper clau
en el cas dels esporadics.

Fins al moment s’han descrit sis sindromes de predisposicié al cancer de colon
(Richter et al. 2003; de la Chapelle 2004) sent els més importants: La Poliposi
Adenomatosa Familiar (FAP: de I'angles, Familial Adenomatous Polyposi) i el Cancer
de Colon Hereditari no polipésic (HNPCC: de l'angles, Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Cancer).

FAP: Representa aproximadament un 1% dels casos de cancer de colon, i presenta
una incidencia aproximada d'un cas cada 10.000 habitants. Presenta un patr6
d’heréncia autosomica dominant, causada per mutacions del gen APC (de l'anglés,
Adenomatous Polyposis Coli). Des d’'un punt de vista fenotipic, es caracteritza per la
presencia de més de 100 polips adenomatosos al colon i recte (tot i que hi ha formes
atenuades que presenten menys de 100 polips) i sol iniciar-se al voltant dels 20-30
anys. En el 95% dels casos aquests malalts desenvoluparan un cancer abans dels 40-
50 anys. Existeix una gran heterogeneitat pel que fa a les manifestacions cliniques de
la malaltia, ja que aquests pacients desenvolupen de forma parallela altres
manifestacions, com son: adenomes duodenals i gastrics, lesions a la retina, osteomes
de predomini facial, tumors desmoides de la pell i tumors al cervell.

El gen APC va ser identificat per mitja d’estudis de lligament com un marcador situat al
cromosoma 5, concretament a 5921 (Leppert et al. 1987; Bodmer et al. 1994).

Posteriorment es va poder descriure la seva implicacié en el cancer de colon gracies a
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la cerca d'alteracions en cél-lules germinals (en els casos de pacients de FAP) i en
cél-lules somatiques (en els casos esporadics); daquesta manera es va arribar a
demostrar la cosegregacié de les mutacions en APC amb la preséncia de la malaltia
(Groden et al. 1991; Nishisho et al. 1991). Es considera que més del 90% de les

families afectades per FAP, tenen mutacions del gen APC en la linea germinal.

Posteriorment es va demostrar, la inactivacié del gen APC en lesions neoplasiques
inicials com és el cas de les criptes aberrants, estructures que actualment es creuen
precursores dels adenomes (Smith et al. 1994; Takayama et al. 2001).

La distribuci6 de les mutacions en APC és molt heterogenia; la majoria introdueixen de
forma prematura un cod6 de finalitzaci6 de manera que es genera una proteina
truncada. A més a més s’ha descrit una forta correlacié entre genotip i fenotip, de
manera que la localitzacié de la mutacié condicionara les caracteristiques cliniques
amb que cursara la malaltia; veure figura 10 (Soravia et al. 1998; Fodde et al. 2001).

Hipertrofia pigmentaria Manifestacions
de la retina extrcoloniques
/ N /l
.o 3’
Dominis 111111 1] T I 1 TR ]
Hepisd repasis Cwimriin hinding 0 mmiew e il maid Wamic Tubulin birding
Exons [T !
Codonsk + + + + # 41
1 &0 pe i) 1200 Rl Pak il 2800 P

Figura 10: Esquema de la relacié genotip-fenotip, en funcié del punt on es produeix la mutacié
d’APC.

S’ha descrit una variant anomenada poliposi adenomatosa familiar atenuada, la qual
es caracteritza per un inici més tarda de la malaltia i un menor nombre de polips
localitzats preferentment en el colon dret. Aquesta varietat s'associa a mutacions del
gen MYH (de la Chapelle 2004).

Els malalts als que no és possible detectar la mutaci6 en APC (entre 20-40%),
presenten un fenotip molt més lleu, tant pel que fa a les manifestacions
extracoloniques, com pel que fa al numero de polips en el colon (Heinimann et al.
1998). Aguest fet suggereix la possible existéncia d’'altres gens que tindrien un paper
modificador (Houlston et al. 2001).
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HNPCC: Representa aproximadament un 5% dels casos de cancer de colon. Es una
malaltia autosomica dominant. Els pacients que pateixen aquest sindrome solen
desenvolupar cancer de colon a una edat prematura (abans dels 50 anys).
Freglentment el cancer esta localitzat en el colon proximal, i acostumen a
desenvolupar neoplasies d’altres origens com so6n els d’endometri, d’estbmac i
d’'ovaris. Els individus afectats tenen tendencia a desenvolupar cancer de colon tan
sincronic com metacronic, poques metastasis, i acostumen a tenir una bona resposta a
la quimioterapia.

L'HNPCC es caracteritza des del punt de vista molecular per multiples mutacions
somatiques que afecten de manera preferent a fragments repetitius de DNA
(microsatel-lits) distribuits al llarg del genoma (lonov et al. 1993; Chung and Rustgi
1995). Aguest fenomen, anomenat inestabilitat de microsatel-lits tradueix 'acumulacio
d’errors en la replicacié del DNA, els quals sén consequéncia de mutacions en els
gens responsables de la seva reparacid. La identificaci6 de mutacions germinals en
aquests gens ha permés definir la base genetica d’aquesta malaltia; els gens afectats
sbn els gens de reparacié d'aparellaments erronis del DNA (MMR: de l'angles,
Mismatch Repair): MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS1 i PMS2 (Grady and Markowitz
2002).

La majoria de families presenten mutacions a MLH1 i MSHZ2, i aix0 els hi confereix una
probabilitat de desenvolupar un cancer & colon de més del 80%. La inactivacio
d’aquests gens implica I'heréncia d’'una primera mutacié en un al-lel i una segona
mutacié en l'altre al-lel que es produiria amb el temps.

Es tracta de mutacions somatiques a dos nivells: per un costat a nivell de
microsatel-lits, la majoria dels quals estan localitzats en DNA intronic, i per tant la seva
afectacid no té un significant patologic; i per altra banda, els errors de replicacié també
poden afectar a unitats repetitives de DNA incloses dins els marcs de lectura de
diferents gens (TGF-3, IGFRII,...) alguns dels quals juguen un paper fonamental en la

regulacioé del creixement, diferenciacié i mort cel-lular.

4.4 VIES DE PROGRESSIO DEL CANCER COLORECTAL

Pel que fa al cancer de colon s’han postulat dues possibles vies de progressio i
acumulacio d'alteracions genetiques: la deguda a inestabilitat cromosomica i la deguda
a inestabilitat de microsatellits (MSI; de [l'anglés: microsatellite instability). La
inestabilitat cromosomica va ser descrita per Lengauer i col (Lengauer et al. 1998) com
a CIN (de l'angles chromosome instability) i es refereix a la generacié ce guanys i

pérdues de cromosomes amb una taxa superior a la normal. La inestabilitat
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cromosomica de les cél-lules tumorals é& numeérica i estructural. La inestabilitat de
microsatél-lits va associada a mutacions de gens de reparacio d’errors d’aparellament
del DNA. Totes dues vies es poden presentar tant en tumors esporadics com en les

formes hereditaries del cancer de colon.

Inestabilitat cromosomica i model de progressiéo a carcinoma: La inestabilitat
cromosomica s’ha associat a alteracions en oncogens i gens supressors de tumors.
Durant molt temps aquesta via s’ha conegut amb el nom de via supressora, i es podria
relacionar amb el model que van proposar Fearon i Vogelstein (1990).
Se sap que el pas d'un adenoma benigne a un carcinoma invasiu es produeix
basicament per 'acumulaci6 de mutacions en oncogens i en gens supressors de
tumors, i que aquestes alteracions s’acostumen a produir seguint un ordre. L’ordre que
s’ha definit, comencant per les lesions pre-malignes i arribant fins a les més
agressives, és el seguent:
- Criptes aberrants.
- Adenoma primerenc (menys d’un centimetre de diametre).
- Adenoma intermedi (igual o major a un centimetre de diametre, i sense
presentar focus de carcinoma).
- Adenoma tarda (major a un centimetre de diametre, i presenta focus de
carcinoma).
- Carcinoma.

- Metastasi.

Diferents estudis genétics han permés proposar quina seria la sequéncia temporal
amb la que s’anirien acumulant les alteracions que portarien a la malignitat (Vogelstein
and Kinzler 1992). Aquest model es presenta com un model lineal, on un dels primers
passos que es produiria seria una hipermetilacio global del DNA (Goelz et al. 1985).
Aquestes alteracidé afectarien I'expressié geénica, afavorint I'expressié de gens que
abans estaven silenciats, i també podria actuar com a inhibidor de la condensacio
cromosomica (Schmid et al. 1984). El gen iniciador d’aquest procés seria APC
(localitzat a 5g21), que provoca una proliferacid de I'epiteli normal i seria per tant el
responsable de la formacié inicial dels adenomes. La proteina APC té una localitzacio
citoplasmatica i forma part de la via de transmissié de senyals d’alguns components de
la familia de les proteines Wnt que tenen un potencial oncogénic. A més a més
aquesta proteina esta implicada en diverses fases en el control del cicle cel-lular,
regulant la parada G1/S, i també en la fase M; i tanmateix té un paper important en el
procés d’apoptosi, ja que la restitucio del gen es tradueix en un augment d’apoptosi.
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APC participa també en la regulacié de la migraci6 i adhesié cel-lular, de manera que
la seva pérdua o mutacié es responsable d’alteracions en aguests processos a través
de diverses vies. S’estima que aquest gen esta inactivat en el 80-90% dels carcinomes
esporadics, i en més del 90% de les families amb FAP. Aquesta inactivacié pot ser
deguda a mutacions puntuals, perdua al-lelica o a hipermetilaci6 del promotor.
Qualsevol de les tres opcions té com a consequencia la pérdua d’expressié de la
proteina.

El segient pas que es produiria, seria la mutacid d’'un altre gen: KRAS (localitzat a
12g12), que faria que alguns adenomes primerencs es transformessin en adenomes
intermedis. Aquest gen pertany a la familia d’'oncogens RAS (KRAS, NRAS, HRAS) els
guals es troben freqlientment activats als tumors humans. Tant el gen KRAS com
altres membres de la familia, codifiquen per proteines que actuen de intermediaries del
senyal entre receptors tirosina quinases de la superficie cel-lular i la cascada
serina/treonina/quinasa. Aquestes proteines activen I'expressié de factors nuclears,
gue seran els que finalment, controlaran I'expressié génica i la sintesi de proteines.
Aquest mecanisme és de gran importancia en els processos de proliferacio i
diferenciacié cel-lular (Barbacid 1987). Aproximadament el 50% dels adenomes de
mida gran i carcinomes presenten mutacions a 'oncogén KRAS.

Mutacions en els gens supressors de tumors: DCC, SMAD4, SMAD2 (tot ells
localitzats al8q) provocarien I'evolucié dels adenomes ntermedis cap a adenomes
tardans. DCC (de l'anglés: deleted in colon cancer) codifica per una proteina de
membrana que guarda semblanca amb la familia de les molécules d’adhesi6 NCAM.
Agquest gen es troba deleccionat en el 50% dels adenomes avancats i en el 70% dels
carcinomes de colon. S’ha comprovat que la manca d’expressio de la proteina per a la
gue codifica es correlaciona amb una menor probabilitat de supervivencia dels
pacients. Els gens SMAD4 i SMAD2 codifiquen per unes proteines que juguen un
paper important en la via de transduccié de senyals de TGF-b. SMAD4 es troba alterat
en una proporcié significativa de cancers de colon i s’ha associat a processos
metastasics (Miyaki et al. 1999). S’ha vist pero que la pérdua de SMAD4 per si sola no
indueix aparicié de tumors, perdo quan aquesta es troba acompanyada de la pérdua
d’APC es produeixen adenomes que rapidament es tornen malignes. SMAD?2 per la
seva banda es dona en tumors de colon en una proporcié molt més baixa (Eppert et al.
1996) i s'associa amb inestabilitat de microsatel-lits.

El pas dadenomes a carcinomes, estaria regulat per mutacions en gens com TP53
(localitzat a 17p) que tindrien lloc en I'etapa final d’aquest procés. (veure apartat 2.7.2

estudis moleculars del cancer de bufeta).
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Cal tenir present que aquesta via no és més que un model d’acumulacio d’alteracions,
s’ha de tenir clar que no tots els carcinomes presenten totes aquestes mutacions, com
es pot deduir dels diferents percentatges que s’han anat indicant. A més també poden
tenir-ne d'altres; és per aixd0 que sembla que el més important és I'acumulacié de
multiples alteracions genéetiques, meés que el fet de la sequiéncia en la que aquestes es
produeixen (Fearon and Jones 1992).

Cromosoma | 5q 12p 18q 17p
Alteracio |Inactivaci() Mutacié Deleci6 Delecié/Mutacié
Gen | APC K-RAS SMAD2/SMAD4/DDC TP53

Epiteli i Criptes Adenoma i Adenoma i Adenoma i Carcinoma

aberrants . . . 5
normal primerenc intermedi tarda

Inestabilitat cromosomica

Figura 11: Esquema de I'acumulacié de mutacions i inestabilitat cromosdmica en el cancer

colorectal.

Inestabilitat de microsatéli-lits (MSI): Aquesta via es coneix també amb el nom de
via mutadora, i es presenta tant en alguns casos esporadics com en els casos
hereditaris (HNPCC). En aquest cas més que fixar-nos amb mutacions concretes, ens
centrarem en el dany genétic general acumulat que es tradueix en I'acumulacié de
mutacions en sequeéncies de microsatel-lits.

Degut a aquesta inestabilitat la taxa de mutacié seria més alta i aixo facilitaria
I'evolucié del tumor des dels estadis més primerencs (Loeb and Loeb 1999). S’ha de
tenir en compte que hi ha autors que pensen que realment no és necessari I'existéncia
de cap mecanisme que augmenti la taxa de mutacions, ja que els tumors perse
podrien acumular gran nombre d’alteracions, i només seria necessaria la pressio de la
selecci6 per afavorir la seva evolucié i acabar sent malignes (Tomlinson and Bodmer
1999).

Com ja s’ha comentat, hi ha una forta associacié entre aquesta via i els HNPCC.
Aquest sindrome és per tant un exemple de com el increment de la taxa de mutacio,
degut a la impossibilitat de reparar els errors d’aparellament de bases, és suficient per
desestabilitzar el funcionament normal de la cel-lula.

Inicialment es van descobrir quatre gens la mutacié dels quals presentava una clara

correlacié amb l'aparici6 de HNPCC associat a inestabilitat de microsatel-lits: MSH2,
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MLH1, PMS1 i PMS2. Tots quatre codifiquen per proteines del sistema de MMR en
humans. Les mutacions en algun d’aquests gens, comporta I'aparicié d’alteracions
genétiques, de manera que fins a cert punt s’ha pogut establir la progressié d’aquesta
segona via. L'inici estaria en la mutacié d’algun dels gens mencionats, que generaria
un primer nivell d’inestabilitat. Aquesta inestabilitat conduiria a I'aparicio de mutacions
secundaries en gens com MSH3 i MSH6, gens de reparacié els quals presenten
microsatéel-lits en la seva sequéncia codificant. En aquest punt, la inestabilitat ja es
veuria augmentada, de manera que s'acceleraria 'acumulacié de mutacions en els
gens implicats en el control del cicle cel-lular, control del creixement o de I'apoptosi, és
a dir, en gens que impulsarien el procés de tumorigenesi, alguns d’aquests gens son:
TGF-BRII, BAX, IGF-RII 0 E2F-4 (Markowitz et al. 1995; Souza et al. 1996; Rampino et
al. 1997). Les mutacions d'aquests gens també s’han implicat en la progressio
d’adenoma a carcinoma.

Tot i que a priori les dues vies de progressi6 abans esmentades estan ben
diferenciades, actualment es pensa que hi ha entre ambdés diferents punts de
convergencia, ja que en realitat son les mateixes vies de senyalitzacio les que estan

alterades.

4.5 CITOGENETICA DEL CANCER COLORECTAL

L’'any 1988 Muleris i col. van estudiar citogeneticament una série de 100 tumors de
cancer colorectal, aquest estudi els va permetre obtenir dades per establir I'evolucié
d'aquests tumors i distingir entre alteracions cromosomiques primerenques i
alteracions meés tardanes. Després d’analitzar amb profunditat els resultats obtinguts,
els autors d’'aquest treball van establir tres vies, en funcié de les alteracions
observades (Longy et al. 1990):

- Monosomics: Representen el 70% dels casos. Es caracteritzen principalment per
presentar delecions de determinats bragos d’alguns cromosomes: -17p, -1p, -8p, -5q,
-4q, 1 -99. O bé de cromosomes sencers:-18, -14, -15, -21, i -22. Donant lloc a cél-lules
hipodiploides que tenen tendéncia a fer endoreduplicacions (dupliquen el contingut
genétic, perd no es produeix citocinesis) donant lloc a subclons hipotetraploides que
posteriorment perden cromosomes arribant a un cariotip final pseudotriploide; és per
aixo que es troben en algunes ocasions diferents subpoblacions de manera simultania.
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Tot i que la caracteristica principal d’aquest grup son les perdues, també podem trobar
alguns guanys com: +X, +13, +20i +7.

- Trisomics: Representen el 20-25% dels casos. Aqui la caracteristica principal és la
tendencia a guanyar cromosomes sencers, de manera que el nombre modal acostuma
a estar entre 47 i 58 cromosomes. Les alteracions més frequents sén: +7, +13, +20,
+12, +Xi +8q.

- Normals: Representen un percentatge molt petit, el 5-7% dels casos. Presenten un
cariotip normal. Algun d’aquests tumors corresponen al grup d'inestabilitat de
microsatel-lits.

Un estudi citogenétic de 24 polips procedents d’onze pacients va evidenciar la
preséncia tant alteracions estructurals, com numeriques. Pel que fa a les alteracions
estructurals els cromosomes més habitualment implicats eren els cromosomes 1, 13,
171 18, mentre que pel que fa a les numeériques els cromosomes que es trobaven més
freqUentment guanyats eren: 7 (16/24), 13 (11/24), 20 (8/24) i 3 (6/24), i el que es
perdia de manera més recurrent era el 18 (3/24). Sent la trisomia del cromosoma 7
l'alteracio més frequent, detectada inclis com a Unica alteracié. També es va observar
la trisomia del cromosoma 3, el que concordava amb estudis citogenétics previs
(Bomme et al. 1998).

Al 1995 Ried i col. ja van relacionar l'augment d'alteracions genetiques amb la
progressi6 d'aquesta neoplasia. Adenomes de baix grau presentaven menys
alteracions que adenomes d'alt grau, alhora que aquests presentaven menys
alteracions que els carcinomes. Un exemple d'aixo el trobem amb els guany de 7p:
present en un 7.1% dels adenomes de baix grau, en el 33.3% dels adenomes d’alt
grau i en un 50% en el cas dels carcinomes. Similar és el cas del guany de 20q, que
no es detecta en els adenomes de baix grau, presenta un 33.3% en els adenomes d’alt
grau i un 75% en el cas dels carcinomes (Rooney et al. 1999).

Rooney i col. (1999) van realitzar un estudi de diferents tipus de neoplasies, i van
determinar que en el cas del colon els cromosomes en els que es trobaven més
habitualment perdues eren: Y (31.3%), 4q (22.5%), 19p (15%), 1p i 9p (12.5%), 5q
(11.3%); i els que es guanyaven més frequientment eren: 17q (33.8%), 20q (27.5%), 7p
i 8q (23.8%), 17p (22.5%), 20p (17.5%).

Estudis posteriors (Knosel et al. 2004) van identificar alteracions cromosomiques que
es trobaven associades amb la progressio tumoral i la metastasi. Aquestes alteracions
eren pérdues de 1p, 3p, 4, 5q, 10q, 14q i 21q, i guanys de 1q, 11, 12qter, 17q12-921,
19i22q.
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Cal destacar que en gran quantitat d’'estudis (utilitzant diversitat de técniques),
s’observa de manera habitual la pérdua de 18q (Bardi et al. 1993, 1995; Bomme et al.
1994, 1996; Muleris et al. 1990, 1994).
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El cancer es un conjunt de malalties que es caracteritzen per I'acumulacié de
multiples alteracions genétiques. L'analisi global del genoma tumoral que permet fer la
tecnica de CGH, ens dona informacié sobre quins desequilibris, ja siguin guanys o
pérdues, es produeixen més freqlientment i per tant quines regions serien susceptibles
de contenir gens supressors de tumors 0 oncogens.

Els tumors de bufeta s6n un grup heterogeni tant morfoldgica com clinicament.
Aquesta heterogeneitat biologica pot ser el reflexa d’'una heterogeneitat genética
subjacent implicada en les diverses vies de progressio i desenvolupament tumorals.

La frequient preséncia de tumors multiples sincronics és una caracteristica del cancer
urotelial que el converteix en un model excepcional per l'analisi de les diferents
relacions entre tumors esporadics sincronics.

Pel que fa als tumors sincronics familiars, tant els pacients afectats de FAP com els
afectats de HPRC proporcionen un model natural excel-lent per estudiar les alteracions
presents en estadis primerencs de la evolucié tumoral i poden proporcionar important
informacio sobre el dinamisme de formacio de les alteracions en tumors sincronics. El

component hereditari d’aquests tumors els fa especialment interessants.

OBJECTIUS

Aportar noves dades sobre els desequilibris genomics en tumors urotelials:
1. Determinar els desequilibris genomics més frequents i establir una relacié entre
alguns d’aquests desequilibris i els estadis i graus tumorals.
2. Classificar els tumors superficials en base als seus patrons de desequilibris

genomics.

Estudiar possibles vies d’evolucié en tumors mdltiples sincronics tant esporadics com
familiars

3 Analitzar si els tumors urotelials esporadics, que de forma sincronica apareixen
en un mateix pacient, tenen el seu origen en un unic tumor inicial i sén
representatius de diferents moments de la evolucié tumoral.

4 Estudiar els patrons d’evolucié genética en adenomes i carcinomes de HPRC.
Estudiar els patrons d’evolucié en cancer colorectal a partir de l'analisi dels
desequilibris presents en adenomes i carcinomes procedents de pacients
afectes de FAP.
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1 MOSTRES

Les mostres tumorals a partir de les quals s’ha realitzat aquest treball, s’han

obtingut gracies a la col-laboracié de diferents centres:
- Fundacio Puigvert (PV).
- Hospital del Mar (HM).
- Institut Catala d’Oncologia (ICO).

Els tipus de tumors amb els que s’ha treballat han estat:
- 79 tumors de cel-lules transicionals (TCC) de bufeta i 1 tumor de pelvis
renal, procedents de 74 pacients.
- 9 tumors renals, procedents de 3 pacients afectats de cancer renal papil-lar
de tipus familiar o hereditari (HPRC). Els tres pacients pertanyen a una
mateixa familia.
- 47 tumors de colon, procedents de 6 pacients amb poliposi colica familiar
(FAP).

Previament a I'obtencié de les mostres, tot els estudis van ser aprovats pel comité étic
i d’investigacio clinica (CEIC) de cada centre, i també es va obtenir el consentiment
informat per escrit de cada pacient.

Per establir el grau i I'estadi de cada tumor s’ha utilitzat el sistema WHO (World Health
Organization) i el sistema TNM (Classification of Malignant Tumors, 2002).

Les dades cliniques i histopatologiques de tots els pacients estudiats es mostren a les
taules I-V. Totes elles mantenen la nomenclatura, pel que fa a nom dels casos que es
va utilitzar alhora d'escriure els diferent treballs que s’han obtingut com a
consequencia d’aquesta tesi.

Al llarg de les diferents taules es repeteix de manera constant una série
d’abreviacions, que s’especifican a continuacio:

B Bufeta

BMN Biopsia multiple normalitzada
CIS/Tis  Carcinoma in situ

HM Hospital del Mar

ICO Institut Catala d'Oncologia

M Multiple

P Pelvis renal

PV Fundacié Puigvert

RTU Reseccio transuretral

U Unic
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Tant a la taula VI com a la taula VII, hi ha diverses columnes on s’indica la informacio
referent a les recidives (en cas que el pacient n’hagi tingut). La primera xifra que s’observa
és el nombre de mesos que han passat des de la darrera intervencié per extreure un tumor
urotelial, al costat hi ha indicat I'estadi i grau del tumor, i a sota el tipus d’intervencié que es
va realitzar.

Pel que fa a la columna de la supervivencia, els casos en els que hi ha un interrogant és
degut a que no se sap res del pacient posteriorment a que se li donés l'alta despres de la

intervencio.
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Taula VI: Pacients amb tumor de cél-lules transicionals de bufeta (extraccié de DNA feta a partir de mostres congelades).

Cas Edat/Sexe  Centre Primari Estadi/Grau Intervencié Recidiva 1 Recidiva 2 Recidiva 3 Recidiva 4 Recidiva 5 Recidiva 6 Supervivencia

2 87/9 HM Si TaG2 RTU NO ?

4 88/3 HM Si TaG2 CIRURGIA OBERTA NO >10 anys

6 93/Q HM No TaG2 BIOPSIA NO >24 mesos

8 76/Q HM Si TaG2 RTU 8 TaG2 >42 mesos
CISTECTOMIA

10 72/Q HM Si T1G2 RTU NO >5 anys

12 59/3 HM Si T1G2 RTU NO >6 anys

14 7413 HM Si T1G2 RTU 55 TaG2 >7 anys
RTU
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Cas Edat/Sexe Centre Primari Estadi/Grau Intervencié Recidiva 1 Recidiva 2 Recidiva 3 Recidiva 4 Recidiva 5 Recidiva 6 Supervivencia

16 80/Q HM Si T1G2 RTU 8T1G2 28 T1G2 22 T1G2 30 T1G2 23 T1G2 >10 anys
RTU RTU RTU RTU RTU

18 70/3 PV No T1G2 RTU 19 T1G2 20 T1G2 >108
RTU RTU

20 33/2 PV No T1G2 RTU 20 TaG2 >8 anys

RTU

22 7412 HM ? T1G3 RTU NO 16 mesos

24 7713 PV Si T1G3 RTU 12T1G3 1Tis 15 TaG3 >5 anys
RTU BIOPSIA BIOPSIA

26 70/3 HM Si T2G3 RTU 16 T1G3 3T2G3 >48 mesos

RTU CISTECTOMIA

28 80/3 HM Si T2G3 CISTECTOMIA NO >5 anys

30 7913 HM No T4G3 CISTECTOMIA NO ?
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Taula VII: Pacients amb tumor de cél-lules transicionals de bufeta (extraccié de DNA feta a partir de mostres incloses en parafina).

Cas Edat/Sexe Centre Estadi/Grau BMN U/M CIS Recidiva 1 Recidiva 2 Recidiva 3 Recidiva 4 Recidiva 5 Suiervivéncia

uU-2 48/3 PV TaG1 - U - NO >6 anys
u-4 68/J3 PV TaG1 - ] - 15TaG2 10 T1G1 13 TaG1 8 TaG2 14 TaG1 >7 anys
RTU / BMN - RTU/BMN + RTU/BMN + BIOPSIA RTU / BMN -

U-6 68/3 PV TaG1 + U + 28TaG1 >6 anys
RTU / BMN -

uU-8 45/3 PV TaG1 - U - NO >6 anys

U-10 58/3 PV TaG1 - U - B7T?G2 >5 anys
RTU / BMN -

U-12 66/3 PV TaG2 + U + 4T?G2 60 TaG2 8 TaG2 >7 anys
BIOPSIA RTU/BMN - RTU/BMN -

U-14 67/3 PV TaG2 - U - 12 TxG3 10 T?G3 30 TaG2 >6 anys
RTU / BMN - BIOPSIA RTU / BMN -
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Continuaci6 de la taula VII: Pacients amb tumor de cél-lules transicionals de bufeta (extracciéo de DNA feta a partir de mostres incloses en parafina).

Edat/Sexe Centre Estadi/Grau BMN U/M CIS Recidiva 1 Recidiva 2 Recidiva 3 Recidiva 4 Recidiva 5 SuierV|venC|a

U-16 55/3 PV TaG2 -

U-18 7313 PV T1G2 + >41 mesos

U-20 60/3 PV T1G2 - - 10 TxG2 17 T1aG2 9 TxG2 6 T1G2 7T1G2 54 mesos
BIOPSIA RTU/BMN + BIOPSIA RTU/BMN - RTU/BMN +

U-22 60/3 PV T1G2 - >5 anys

U-24 54/3 PV T1G3 - >6 anys

U-26 40/3 PV T1aG3 +

U-28 62/3 PV T1aG3 + >6 anys




Material i metodes 77

Continuaci6 de la taula VII: Pacients amb tumor de cél-lules transicionals de bufeta (extracciéo de DNA feta a partir de mostres incloses en parafina).

Cas Edat/Sexe Centre Estadi/Grau BMN U/M CIS Recidiva 1 Recidiva 2 Recidiva 3 Recidiva 4 Recidiva 5 Supervivéncia
U-30 63/3 PV T1G3 + M - NO >7 anys

U-32 7213 PV T1G3 - u - NO >6 anys

U-34 63/3 PV T1aG3 + M + 31TaG1 >7 anys
RTU / BMN -

U-36 44/3 PV T1G3 + u + NO >7 anys

U-38 54/3 PV T1G3 + u + NO >42 mesos
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Taula VIII: Pacients amb tumors de cél-lules transicionals urotelials. Els pacients A i B van ser
utilitzats com a controls, perque tot i tenir lesions macroscopicament diferents, corresponien a
diferents regions d’un unic tumor; els pacients C, D i E eren pacients que presentaven tan
macroscopicament com microscopicament multiples tumors de bufeta.

Cas Edat/Sexe Centre Unic/Multiple Mostres analitzades | Localitzacio Estadi/Grau

A 83/3 HM U Al P TaG3
A2 P TaG3
A3 P TaG3
B 79/3 HM U B1 B T3G3
B2 B T3G3
c 68/3 HM M (3) c1 B TR
c2 B filce
c3 B T1G3
D 79/3 HM M (3) D1 B TaG3
D2 B TaG3
D3 B TaG3
E 88/ HM M (2) E1 B TaG2
E2 B TaG2

Taula IX: Pacients amb carcinoma renal papil-lar de tipus familiar o hereditari (HPRC). L:
indica que la mostra provenia del ronyd esquerra, i R indica que la mostra analitzada provenia
del ronyo dret.

Cas | Edat/Sexe | Centre @ Grau Mostres analitzades
-3 56/3 PV I L1
L2
-5 48/3 PV I L1
L2
1n-17 24/3 PV I-11 L1
L2
L3
R4
R5

Taula X: Pacients amb poliposi adenomatosa familiar (FAP).

Cas Edat/Sexe |Centre Aden. presents Aden. analitzats Carci. presents|Carci. analitzats

A 41/ ICO 120 6 Si 1
B 38/ ICO 223 7 Si -
C 50/% ICO 81 8 No -
D 60/3 ICO 196 6 No -
E 48/2 ICO 230 8 Si 1
F 67/38 ICO 106 10 No -

En el cas de 'estudi de pacients amb Poliposi Adenomatosa Familiar cal fer un incis;
'estudi de CGH es va realitzar en un total de 45 adenomes i de 2 carcinomes,
procedents de 6 pacients amb FAP; les mostres d’adenomes es van obtenir i numerar
des de la part distal del colon, fins al colon dret incloent també la regio transversa del
mateix; de manera que si dividim tota aquesta seccié en cinc regions, es va intentar

agafar mostres (entre 1 i 2) de cada una de les cinc parts. Pel que fa als carcinomes,
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en el cas de pacient A, aguest es trobava a la regié 1 (la més distal), mentre que el
carcinoma del pacient E es trobava a la regi6 2.
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2 TECNIQUES

2.1 EXTRACCIO DE DNA

Per a la realitzacio de la major part dels estudis que s’han dut a terme en aquest
treball va resultar imprescindible realitzar I'extracci6 de DNA de les mostres. Hi ha
diferents métodes d’extraccio de DNA des dels més tradicionals i laboriosos (ex: fenol-
cloroform), als més moderns i senzills (ex: els kits comercials d’extraccid).

En els estudis que aqui es presenten s’han utilitzat dos métodes d’extraccié diferents
en funcié del tipus de mostra que s’havia de processar:

- Teixit congelat: extraccio del DNA amb fenol—cloroform, per tal d'aconseguir un DNA
d’'alta qualitat, de manera que estigui en condicions Optimes per poder aplicar
tecniques de citogenética molecular.

- Teixit parafinat: extraccio amb kit comercial. Per tal d’intentar optimitzar al maxim la
guantitat i qualitat de DNA en mostres problematiques, com son els teixits inclosos en
parafina.

2.1.1 EXTRACCIO DE DNA DE TEIXIT CONGELAT

Amb aquest tipus de mostra s’ha utilitzat I'extracci6 amb el métode estandard de
fenol-cloroform. L'extraccié fendlica és un procediment comu al laboratori. Serveix per
eliminar el component proteic de la mostra i altres contaminants presents durant el
procés d’alliberament dels acids nucleics.

Aquest és un protocol classic i laborids, pero la seva principal caracteristica és
I'obtencio d’un DNA d’alta qualitat.

Per obtenir aguest DNA de bona qualitat cal mantenir la mostra congelada des del
moment d’obtencié al quirdfan, fins al moment de comencar I'extraccié al laboratori.
Per tal de no trencar aquesta cadena de fred, el primer pas d’aquesta extracci6 es fa
en una atmosfera de nitrogen liquid.

Les mostres de teixit fresc les varem obtenir a través dels serveis d’Urologia de
I'Hospital del Mar i de la Fundaci6 Puigvert.
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Notes previes

Relatives a la sequretat:

Cal evitar qualsevol contacte del fenol o del nitrogen liquid amb la pell, ja que
produeix cremades; és important la proteccié ocular quan es manipulen aquests
reactius.

Cal evitar la inal-laci6 del fenol ja que és toxic. Es per aquest motiu que és necessari

treballar en una campana d’extraccié de gasos.

Relatives al métode:

Els volums de reactius que hi ha a 'apartat de métode fan referéncia a una mostra
d’'una mida aproximada a una llentia (entre 50-200 mg). Si la mostra és més gran,
s’haura d’afegir més buffer d’homogeneitzacio i proteinasa K, en proporcié a la mida
de la mostra.

Despres de cada centrifugacid, quan s’hagi de pipetejar la fase superior, es fara amb
la punta de la pipeta tallada (amb la fulla d’'un bisturi), per tal de conservar el DNA
genomic sencer i no fragmentar-lo.

Els reactius: fenol, cloroform i isoamilic, s’han de mantenir protegits de la llum i a
temperatura ambient, excepte el fenol que el guardarem a 4°C; també es pot fer la
barreja (mantenint les proporcions) i guardar-lo a 4°C protegit de la llum.

Relatives a la conservacio de la mostra:

Un cop s’ha resuspes el DNA, es pot mantenir la mostra a la nevera (segellar

l'eppendorf amb parafilm), o bé es pot congelar a -80°C.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

- Nitrogen liquid.
- Buffer d’homogeneitzacio:
100 mM NaCl.
10 mM Tris HCI.
25 mM EDTA 0.5%SDS.
Ajustar el pH a 8.

- Proteinasa K (30 ng/ml) (Boehringer Mannheim. Cat.161519).
- Fenol (veure: APENDIX 2.1.1: PREPARACIO DEL FENOL).
- Cloroform (PROBUS. Cat.1908).
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- Alcohol Isoamilic (Schorlav. Cat. ME0376).
- NaCl 5M:

14610 gr. NacCl.
500 ml H,O.

Esterilitzar la solucio.

- Etanol absolut.
- Etanol al 70%.
- Aigua tridestil-lada (MiliQ), esteéril.

Mate

rials i equipaments

- Recipient metal-lic, per polvoritzar el teixit.

- Martell.

. Tubs de 50 ml esteérils.
- Vortex.
- Bany a 56°C.

. Campana extractora de gasos.

- Eppendorf estérils 1'5 ml.

- Centrifuga amb rotor per tubs de 50 ml (Heraeus Megafuge 2.0R).

- Material addicional: guants, proteccié ocular, micropipetes amb les puntes

B.M

1.

(esteérils) corresponents, fulla de bisturi esteril, parafilm i agulles esterils.

etode

Picar la mostra fins a la seva polvoritzacié en un recipient metal-lic en el centre
del qual, hi ha una base on es diposita la mostra. Sobre la mostra s’hi posara
una altra peca metal-lica, i es polvoritzara amb I'ajut d’'un martell (en un entorn
de nitrogen liquid).

Posar la mostra polvoritzada dins un tub de 50 ml.

Afegir 5 ml de buffer d’homogeneitzacio.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

Agitar manualment.

Afegir 33'3 nt de Proteinasa K (30 ng/ml).
Agitar suaument amb el Vortex.

Tapar el tub i “segellar-lo” amb parafilm.
Posar el tub en un bany a 56 °C O/N.

Afegir v/v la barreja de fenol / cloroform / alcohol isoamilic (2’5 ml/2’'4 ml/0’1
ml).

Agitar amb vigorositat.

Centrifugar durant 10 minuts a 8°C, a 3000 rpm.

Passar la fase superior a un altre tub.

Repetir de nou I'operacié (dels punts 9-12).

Afegir v/v la barreja de cloroform / alcohol isoamilic (4’8 ml/0’2 ml).

Agitar amb vigorositat.

Centrifugar 10 minuts a 8°C, a 3.000 rpm.

Passar la fase superior a un altre tub.

Centrifugar 5 minuts a 8°C, a 3.000 rpm.

Passar amb molt de compte la fase superior a un altre tub.

Afegir NaCl 5M a rad de 400 m per cada 5 ml de solucio.

Agitar cuidadosament.

Afegir etanol absolut a rad de 2 v/v.

Agitar amb compte fins veure apareixer la medusa de DNA.

“Pescar” el DNA, rentar-lo per immersié en etanol al 70%, i passar-lo a un tub
nou.

Tapar els tub només amb parafilm.

Amb una agulla, fem forats al parafilm.

Deixar assecar el DNA: deixar el temps necessari fins que no s’observi res, el
DNA un cop sec té un aspecte similar al plastic transparent.

Afegir aigua esteril per ressuspendre el DNA (el volum d’aigua dependra de la
mida que s’hagi observat de medusa).

Un cop ressuspés, passar el volum total a un eppendorf.

APENDIX 2.1.1: PREPARACIO DEL FENOL

Consisteix a saturar el fenol amb una solucié de Tris pH 7.8 i tamponar-lo de

manera que després ens serveixi per obtenir I'acid nucleic que ens interessa, en

aquest cas el DNA.
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Notes previes

Relatives a la sequretat:

Evitar la inhalacio i el contacte del fenol amb la pell. Utilitzar protecci6 ocular.

Relatives al métode:

Haurem de tenir en compte que el fenol es guarda al congelador (-20°C), i per tant
s’haura de preveure el temps que triga a descongelar-se. Com que es forca temps,

també es pot agilitzar aquest pas previ, posant-lo dins d’un bany a baixa temperatura.

Relatives a la conservaci6 del reactiu:

El fenol s’ha de mantenir protegit de la llum, i guardar-lo a 4°C.

Reactius i solucions

Fenol (Fluka. Cat.77613).
Tris 0°'5M pH 8.
Tris 0"1M pH 8.

Materials i equipaments

Ampolla estéril de 100 ml.

Agitador.

pH-metre (Crison. micro pH2002).

Material addicional: guants, proteccié ocular, paper d’alumini, pipetes i puntes

esterils.

Meétode

Posar 50 ml de fenol en una ampolla estéril de 100 ml.
Afegir 50 ml de Tris 0°'5M pH 8.

Agitar vigorosament durant 20 minuts aproximadament.

YV V V VY

Deixar a la nevera unes quantes hores fins que es separin clarament, dues
fases (tota la nit a ser possible).

Aspirar la fase superior.

Afegir 50 ml Tris 0"1M pH 8.

Agitar aprox. 20 minuts.

Deixar reposar a la nevera fins que es separin dues fases.

V V V V VY

Aspirar la fase aquosa (la superior).
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Afegir 50 ml Tris 0"1M pH 8.
Agitar aprox. 20 minuts.
Deixar a la nevera i esperar que es separin dues fases.

Aspirar la fase superior (deixant aproximadament 1 cm).

V V V V VY

Mirar que el pH sigui superior a 7°8 (si no ho fos afegir de nou 50 ml de Tris
0"1M pH 8, i anar repetint fins aconseguir aquest pH).
» Deixar a la nevera, protegit de la llum.

2.1.2 EXTRACCIO DE DNA DE TEIXIT PARAFINAT

Amb aquest tipus de mostra I'extraccio s’ha realitzat mitjan¢ant la utilitzacié d’un Kit:
QUIAamp® DNA Mini Kit (Quiagen).
Aquest és un protocol rapid i senzill, que ens permet obtenir un DNA prou net per
poder realitzar posteriorment técniques de biologia molecular.
Els talls de teixit els varem obtenir dels serveis d’Anatomia Patologica tant de I'Hospital
de Mar com de la Fundaci6é Puigvert. Son talls de 10 micres i s'utilitzen entre 2-3 talls
per aconseguir una bona quantitat de DNA.
En els casos dels que es disposa també de talls muntats sobre portes, es pot precisar
millor la quantitat de material que hi ha per tall, de manera que si s’observa que en el
tall del porta hi ha una quantitat de teixit petita, podem afegir algun tall més alhora de

realitzar I'extraccio.

Notes previes

Relatives a la sequretat:

El xilé és un producte nociu, cal evitar la inhalacio i el contacte amb la pell; per aixo

es treballara sempre sota campana i amb guants.

Relatives al tipus de mostra:

Cal tenir en compte que el DNA que s’obtindra d’aquests tipus de mostra estara
molt fragmentat, i que aixo ens pot plantejar problemes segons les metodologies que
s’hagin d’emprar amb aquestes mostres.
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A. Reactius i materials

Reactius i solucions

Xilé (Panreac. Cat.131769).
Etanol absolut (MERCK. Cat.100983).
QUIAamp® DNA Mini Kit (Quiagen. Cat.51304).

Materials i equipaments

Eppendorf esterils de 1'5 ml.

Campana extractora de gasos.

Vortex.

Centrifuga per eppendorf.

Estufa a 37°C.

Bany a 56°C.

Bany a 70°C.

Material addicional: guants, fulla de bisturi estéril i micropipetes amb les puntes

(esterils) corresponents.

B. Métode

Posar de 3-4 talls dins un eppendorf esteril.
Afegir 1.200 pl xilé.

Vortex fort.

Centrifugar 5 minuts a 12.000 rpm, a RT.
Treure sobrenadant.

Afegir 1.200 pl etanol absolut.

Vortex suau.

Centrifugar 5 minuts a 12.000 rpm, a RT.
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16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

Afegir 20 pl de Proteinasa-K (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Fer un vortex.
Deixar el tub al bany 56°C O/N.

Fer un spin.

Afegir 200 pl de Buffer-AL (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Vortex de 15 segons.

10 minuts a 70°C.

Fer un spin.

Afegir 200 ul d’etanol.

Vortex 15 segons.

Fer un spin.

Passar (pipetejar amb la punta tallada) tot el contingut a una columneta
(QUIAamp® DNA Mini Kit).

Centrifugar 1 minut a 8.000 rpm, a RT.

Canviar la part inferior de la columneta (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Afegir 500 pl de Buffer-AW1 (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Centrifugar 1 minut a 8.000 rpm, a RT.

Canviar la part inferior (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Afegir 500 ul de Buffer-AW2 (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Centrifugar 3 minuts a 14.000 rpm, a RT.

Acoblar la columneta a un eppendorf.

Afegir 200 pl de Buffer-AE (QUIAamp® DNA Mini Kit).
Deixar 1 minut a RT.

Centrifugar 1 minut a 8.000 rpm.

Afegir 100-200 pl de Buffer-AE.

Deixar 1 minut a RT.

Centrifugar 1 minut a 8.000 rpm, a RT.
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2.2 QUANTIFICACIO DEL DNA

La quantificacié del DNA és el preludi de molts experiments de laboratori. Hi ha
diferents métodes per quantificar el DNA: gels d'agarosa, espectrofotometria i/o
fluorimetria.

Durant la realitzacié d’aquest treball s’ha hagut de fer extraccio i quantificacié6 de DNA
de diferents tipus de teixits, amb la finalitat d’aplicar la técnica d’hibridacié genomica
comparada. Agquesta €s una técnica que requereix una quantificacio precisa, ja que es
basa en la hibridacié competitiva i simultania de dos DNAs, i per tant és fonamental
posar-hi quantitats equivalents. Es per aixd que el fet de quantificar el DNA de manera
acurada té una gran importancia.
Els métodes de quantificacié que s’han utilitzat durant la realitzacié d’aquests estudis
han estat:

1.Gels d’agarosa.

2.Fluorimetre.

2.2.1 GELS D’AGAROSA

La mobilitat que experimenta el DNA dins d’'una matriu d’agarosa en ser sotmes a
un camp eléctric depen de la longitud de la molécula i de la grandaria del porus del gel,
de manera que la velocitat a la que avanga €s inversament proporcional a la grandaria
de la molecula. Tret de la possibilitat que el DNA pugui trobar-se en diferents
conformacions (linear, circular superenrotllat, circular relaxat), cap altre factor
condiciona el seu desplagament. A més, el fet que el DNA posseeixi cadenes
complementaries evita I'aparicio d’estructures secundaries, al contrari del que succeeix
quan es treballa amb RNA.

Els gels d’agarosa contenen Unicament agarosa i un tampo, i aixd0 permet que els
fragments de DNA preservin la seva integritat.

La visualitzacio del gel es fa de forma directe per mitja de I'aplicacié d’'una font de llum
ultraviolada (UV). Aixo és possible gracies a un agent intercalant dels acids nucleics, el
bromur d’etidi (BrEt) que té la particularitat d’'emetre fosforescencia al ser exposat a
aquesta il-luminacié (310 nm).

El format de gel més utilitzat en aquest treball ha estat el de 7x8 cm, perd també es
d’ds habitual el de 12x14 cm.

Per determinar la concentraci6 d’'un DNA problema, el que es fa en primer lloc és

guantificar el DNA que s'utilitzara com a control, i es fa amb 'ajut d’'un DNA comercial
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de concentracié coneguda. Per quantificar el nostre control el que es fara sera
carregar-lo en un gel d'agarosa al costat del control comercial. Aquest control
comercial es correra a diferents dilucions per tal de tenir més d’'una referéncia, i
després carregarem al costat la nostra mostra. Per comparacié d'intensitat de les
bandes es podra donar un valor al nostra DNA. El valor es verificara fent els calculs
corresponents, tenint en compte el volum que s’ha carregat i el valor de concentracio
gue s’observa, i corrent gels successius.

Un cop quantificat el nostre control (del que es carreguen diferents dilucions, que
acostumen a ser 50 i 100 ng/pl) es repetira el procediment, ara entre el nostre control i

la mostra.

B

Figura 22: Quantificaci6 mitjangant gels d’agarosa. A: DNAs procedents de teixit fresc. B:
DNAs procedents de mostres parafinades.

Notes préevies

Relatives a la seguretat:

El BrEt és un agent carcinogen, i per tal s’haura de manipular amb una precaucio
extrema. Qualsevol material que estigui en contacte amb solucions que continguin
BrEt s’haura de mantenir a una zona delimitada i senyalitzada de manera correcta.
Sempre que s’estigui a prop d’'aquesta zona s’haura d'utilitzar guants de nitril. Els
residus que es generin s’hauran de dipositar en contenidors especifics per aquest fi.
La radiacié UV pot provocar inflamacions a la cornia i danys a la retina. Per evitar aixo
cal protegir-se dels raig UV amb una pantalla o mascara protectora.
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Relatives a I'obtencié d'un resultat optim:

Pel que fa als temps d’electroforesi, dependran de la grandaria dels fragments a
separar. Els fragments petits sén els que es separen meés rapid.
Tenir present que voltatges elevats solen afectar la mobilitat dels fragments més

grans.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

Gel d’agarosa (veure: APENDIX 2.2.1: PREPARACIO D’'UN GEL
D'AGARCOSA).
TAE 1x:
20 ml TAE 50x (121 gr. Tris + 28'55 ml Acid Acétic glacial + 50 ml EDTA
0'5M).
80 ml H,O miliQ.
BrEt. (SIGMA. Cat.E1510).
DNA control. (SIGMA. Cat.D-6537).
Loading Buffer:
0'25% Blau de bromofenol (0’005 gr.).
40% Sucrosa (0’8 gr.).
Enrasar fins 2 ml, agitar i guardar a 4°C.
H,O miliQ.

Materials i equipaments

Mostres a quantificar; es dipositara dins I'eppendorf (de 1'5 ml): 1 ul de loading
buffer +1 ul de la mostra + 8 pl d'aigua tridestil-lada (MiliQ).

Sistema d’electroforesi: receptacle de metacrilat, coberta, cables de connexio,
safata de 7x8 cm i font d’electroforesis.

Transil-luminador UV o equivalent que emeti a una longitud d’'ona de 310 nm.
Sistema de fotografia Polaroid, i pel-licules Polaroid (ARPI. Cat.667).

Agitador.

Material addicional: guants de nitril, proteccié ocular, micropipetes amb les

puntes (esteérils) corresponents.
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B. Métode

Omplir el sistema d’electroforesi amb tampé TAE 1x.
Col-locar el gel d'agarosa al interior del sistema d’electroforesi (el gel ha de
guedar submergit en el tampo).

3. Preparar les mostres per carregar-les.
Carregar el gel i fer-lo corre a 120 V, durant 35 minuts.
Tenyir el DNA durant aproximadament 15 minuts, posant el gel dins d’una
cubeta en agitacié, amb aigua destil-lada i BrEt.

6. Fer un rentat rapid amb aigua destil-lada, per tal d’eliminar I'excés de BrEt
(també en agitacio).
Visualitzar el resultat, posant el gel en el transil-luminador.
Realitzar la fotografia (si és necessari) per tenir una imatge grafica del resultat
obtingut.

APENDIX 2.2.1: PREPARACIO D'UN GEL D'’AGAROSA

Aquest és un procediment molt senzill i utilitzat al laboratori, tot i aixi és important

descriure’l amb detall.

Notes préevies

Relatives a I'obtencié d'un resultat optim:

Quan s’hagi de posar la solucié d’'agarosa a la safata, s’ha de tenir aquesta en una
superficie totalment horitzontal, per tal de que el gel tingui el mateix gruix en tots els

punts. També és important eliminar les bombolles d’aire amb I'ajut d'una punta esteril.

Reactius i solucions

Agarosa. (BIO-RAD. Cat.161-3101).
TAE 1x.

Materials i equipaments

Microones.

Safata, pinta de 8 pous d’1 mil-limetre de gruix, del sistema d’electroforesi.
Material addicional: guants, un erlenmeyer de 250 ml, cinta adhesiva i
micropipetes amb les puntes (estérils) corresponents.
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Meétode

» Pesar 0’45 mg d’'agarosa, i col-locar-los dins un erlenmeyer de 250 ml.
Afegir 30 ml de TAE 1x.

» Dissoldre I'agarosa escalfant al microones. Alternar fusio de I'agarosa amb

A\

agitacié manual (fins que no es pugui apreciar cap particula en suspensio).

Y

Deixar refredar parcialment 'agarosa.

A\ 4

Tenir segellats els laterals oberts de la safata del gel amb cinta adhesiva, de
manera que la safata quedi convertida en una cubeta.

Col-locar la solucié d'agarosa a I'interior de la cubeta.

Col-locar immediatament la pinta.

Treure les bombolles amb I'ajut d’'una punta de pipeta.

Deixar polimeritzar el gel.

YV V V VYV V

Un cop polimeritzat, retirar la cinta adhesiva i la pinta.

2.2.2 FLUORIMETRIA

Els primers DNAs de mostres parafinades es van quantificar per mitja de la
fluorimetria. Les mostres parafinades tenen 'inconvenient d’estar molt degradades, de
manera gue al corre un gel d’agarosa no s’obté una banda nitida sin6 un smear, i aixo
dificulta en gran manera la seva quantificacio.

El fluorimetre consta d’'una lampada de xen6 que provoca fluorescéncia, d’'un selector
de longituds d'ona i d'un detector. En aquesta ocasio I'agent que s'intercala en el DNA
és la bisbencimida, present al reactiu Hoechst, i sera el que fara possible obtenir una
lectura al fluorimetre, ja que aquesta molécula s’excita a 350 nm i emet a 450 nm. La
sensibilitat és d'aproximadament 1 ng/ml, i el volum de mostra necessari és de 2'5- 5
Hg.

Per a la interpretacio dels resultats també va ser necessari la realitzacio d'una recta
patrd, per tal de verificar la linealitat de I'experiment pel que fa al rang de
concentracions.

Es va fer una primera aproximacié de la concentracié d'uns DNAs (de parafina)
controls amb el fluorimetre; fins que els varem tenir en una concentracié coneguda. En
una segona etapa, es va seguir quantificant la resta de mostres parafinades per mitja
de gels d’agarosa. De la mateixa manera que es feia amb els DNAs que procedien de
teixit congelat, perd en lloc de comparar bandes ben definides, es comparaven els
smears dels nostres controls, quantificats per fluorimetria (Figura 12-B).
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Notes previes

Relatives a la sequretat:

El reactiu Hoechst és un possible carcinogen i mutagen. Es per aquest motiu que és

necessari utilitzar guants i mascareta.

Relatives a I'obtencié d'un resultat optim:

Es important pipetejar de manera correcta i barrejar bé a I'nora de preparar les
mostres, evitant la formacié de bombolles ja que aquestes poden interferir en el

resultat.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

Solucio stock de Hoechst (1 mg/ml):
10 mg Hoechst 33258.
9 ml d’aigua destil-lada.
Guardar protegit de la llum a 4°C. La soluci6 es conserva durant 6 mesos.
10x TNE
12’1 gr. de Tris base 100 mM.
3'7 gr. d EDTA-Na, 10 mM.
589 gr. de NaCl 1M.
Afegir 800 ml d’aigua, i amb HCI concentrat ajustar el pH a 7’4. Afegir H,O
destil-lada fins obtenir 1 litre de tampd. Filtrar (0’45 um) i guardar a 4°C un
maxim de 3 mesos.
Tampd A (per mesurar concentracions de 10 pg/ml - 400 pg/ml):
5ul Hoechst stock solution.
5ml TNE 10x.
45 ml H,O destil-lada filtrada.
Preparar en fresc en el moment de la seva utilitzacio.
DNA estandard 1000 ng/pl. (Sigma. Cat.D-5042).
H,O destil-lada.
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Materials i equipaments

Fluorimetre (Hoefer DyNA Quant 200 fluorometer).

Cubetes de cuarc.

Filtre de 0’45 um.

Material addicional: guants, eppendorf, micropipetes amb les puntes (esterils)

corresponents.

B. Métode

Realitzaci6 de la recta patro.

1.

o g~ w N

Eppendorf 1: posar 2 pl DNA estandard.

Eppendorf 2: posar 20 pl de DNA estandard + 180 pl H,O destil-lada.
Eppendorf 3: posar 100 pl del eppendorf 1 + 100ul H,O destil-lada.
Eppendorf 4: posar 100 pl del eppendorf 2 + 100ul H,O destil-lada.
Eppendorf 5: posar 100 pl del eppendorf 3 + 100ul H,O destil-lada.
Eppendorf 6: 100ul H,O destil-lada.

Preparacié de les mostres.

Per cada mostra haurem de posar 2 pul de DNA + 2 ml de tampé A.

Lectura amb el fluorimetre.

1.

o~ b

Engegar el fluorimetre i esperar 30 minuts (per tal de que s’escalfi la bombeta).
Girar el boté SCALE en sentit contrari a les agulles del rellotge al maxim.

Fer 5 voltes al bot6 SCALE en el sentit de les agulles del rellotge.

Posar 2 ml de tampé A a la cubeta i posar-la al fluorimetre.

Per fer el blanc, moure el botd ZERO fins que surti “0” en el display (x 0'003 és
acceptable).

Posar 2 pl del DNA estandard + 2 ml de tampd A a la cubeta.

Barrejar amb la pipeta pasteur i mesurar.

Moure SCALE per tenir el valor que correspon (1000 ng/ul).

Netejar la cubeta, i assecar amb paper I'exterior de la mateixa.

. Repetir dels passos 6 al 9 per cada punt de la recta patro.
. Mesurar cada mostra. La seva concentracio es podra observar en el display en

nanograms/microlitre.
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2.3 HIBRIDACIO GENOMICA COMPARADA (CGH)

Aquesta tecnica fou descrita per Kallionemi et al. (1992). La seva caracteristica
principal és que permet una visio global dels guanys i perdues presents en el genoma
d'una determinada mostra, sense tenir la necessitat de disposar de cel-lules en
creixement. Es una técnica que es pot aplicar tant a mostres congelades com
parafinades (fet que facilita la possibilitat de realitzar estudis retrospectius), fins i tot és
possible fer una CGH a partir d'una Unica cel-lula (de la qual s’ha fet una amplificacio
per mitja d'una DOP-PCR o una PCR inespecifica). També és possible aplicar aquesta
tecnica despres de fer microdisseccio d’un teixit.

Es basa en realitzar una hibridaci6 competitiva entre dos DNAs (un control i una
mostra problema), marcant cada un dels DNAs amb un fluorocrom d’un color diferent,
vermell en el cas de la mostra i verd en el cas del control. Aquesta barreja de DNAs
(jJunt amb un altre DNA bloquejador de I'heterocromatina, DNA Cot), s’hibriden sobre
portes amb metafases normals, la qual cosa ens donara un “suport” conegut per tal
d’interpretar amb facilitat quines sén les regions que es delecionen, es guanyen o
s’amplifiquen.

Algunes de les seves limitacions sén: que no detecta reorganitzacions equilibrades
(aquestes alteracions no impliquen guany o perdua de material genetic), no detecta els
nivells de ploidia, presenta regions conflictives com son les regions heterocromatiques;
els tumors son heterogenis i per tant hi ha alteracions que només estaran presents en
un nombre petit de cél-lules, si aquestes alteracions no es troben en més d'un 50-70%
de la mostra no les detectarem com a guanys o perdues; té limit de resolucié de 3Mb
en el cas de les amplificacions, encara que en el cas de les delecions és inferior 7-
10Mb.

Notes previes

Relatives a I'obtencié d'un resultat optim:

Com que aquest és un protocol llarg i conté molts passos, €s necessari realitzar
diverses puntualitzacions sobre diferents parts d’aquest métode. Per tal de simplificar
'enteniment d’aquestes notes previes, s’'anira indicat davant de cada paragraf i entre
paréntesi el punt del métode al que fa referencia cada nota.

(1) Els reactius de la reaccié de Nick Translation s’afegeixen sense seguir un ordre
determinat, tot i que és aconsellable afegir al final tant els fluorocroms (per tenir-los el

maxim de temps protegits de la llum) com I'enzim (per mantenir-lo el maxim de temps
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al congelador). Quan s'afegeixen aquests reactius a la barreja, s’aprofita per
homogeneitzar la solucié amb la mateixa punta de la pipeta.

(1) L’enzim necessari per la realitzacio del marcatge per Nick Translation s’ha de
mantenir sempre en fred. Es per aixd que e mantindra en el congelador fins al
moment de fer-lo servir i despres durant tota I'estona que estigui fora es guardara en el
bloc fred.

(5) La reacci6 de Nick Translation s’atura amb un xoc térmic, de manera que I'nic que
es provoca és la desnaturalitzacié de I'enzim. Aixi si a I'nora de corre el gel es detecta
gue hi ha hagut algun problema, que la mostra no s’hagi tallat suficient o que no s’hagi
incorporat bé el fluorocrom, es pot afegir més enzim i tornar a aprofitar tant els reactius
com els DNAs. Si saturés la reacci6 amb algun component quimic i després es
comproves que la mostra no s’ha marcat de manera correcta, s’hauria de repetir tot el
procés des del principi, agafant la mostra de nou.

(7) Després de fer el marcatge és important corre un gel d’agarosa, per comprovar que
s’han obtingut fragments de DNA de la mida desitjada, és a dir; s’ha d’observar un
smear de entre 300 i 3000 pb. També s’ha de comprovar que el fluorocrom s’ha
incorporat correctament, és a dir; també s’ha d'observar un smear pero mirant
directament amb el transil-luminador, sense fer cap mena de tincid. Cal tenir en
compte que quan es miren els fluorocroms s’observa també unes “taques” que
corresponen al fluorocrom que no s’ha incorporat. En el cas del fluorocrom vermell,
com que és d’'una mida més gran que el fluorocrom verd i li costa més avancar per la
matriu d’'agarosa, es trobara el fluorocrom sobrant més amunt que el fluorocrom
sobrant de color verd.

Pel que fa al gel d’agarosa, es carrega en primer lloc un marcador (ladder) que serveix
per veure que els fragments estan dins el rang que ens interessa, i després es carrega
8 ul de cada una de les reaccions de “nick” a les que afegirem 1 ul de loading buffer
(que ens permetra veure com avancen les mostres mentre corre el gel).

Si els fragments que obtenim després de la reaccié de Nick Translation sén massa
petits aixo indica que s’ha de disminuir el temps de marcatge. Si despres del marcatge
els fragments son massa llargs, s’afegeix més enzim i es torna al punt 4 del métode

disminuint el temps.
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Figura 13: Comprovacio de la reaccié de Nick Translation mitjangant un gel d’agarosa: A.
Comprovacié de la incorporacio del fluorocrom. B. Comprovacio de la mida dels fragments de
DNA. En el primer carril hi ha carregat un marcador de pes molecular, que sera el que ens
indicara si la mida dels fragments esta en el rang que ens interessa.

(9) El paper del DNA Cot-1 és el de bloquejar seqiiéncies altament repetitives, regions
d’heterocromatina (centromers, satéllits i constriccions heterocromatiques), que al
presentar un alt grau de polimorfisme dins la poblacio, son excloses de l'analisi.
D’aquesta manera s’eviten possibles falsos positius.

(10/11) Aquests punts s’han de fer de manera consecutiva per a cada tub; intentar
deixar la gota d‘acetat sodic a la paret del tub i després arrossegar-la quan s’hi afegeix
'EtOH.

(17) Els portaobjectes que s’utilitzen venen preparats des d’'una casa comercial (Vysis)
i contenen gran quantitat de metafases analitzables. Per aix0 al treure’ls del
congelador es divideix el portaobjectes en dos parts, i aixi en un sol portaobjectes
s’analitzen dos casos.

(18) Solucié A s’ha de pipetejar molt lentament i esperar que pugi tot el volum a la
punta, és dens i aixo dificulta el seu pipeteig.

(25) Quan es posa el cobreobjectes, amb l'ajut d’'unes puntes de pipeta s’ha d’intentar
treure el maxim nombre de bombolles d’aire.

(26) Quan es segella, s’ha de vigilar que no quedi cap regid sense cobrir, ja que sinod la
sonda podria dil-luir-se amb part de 'aigua de la cambra humida on es posara el porta
perque es realitzi la hibridacié.

(27) La cambra humida, es construeix amb una caixa de les que s'utilitzen
habitualment per guardar portes, coberta amb paper d’alumini per tal de protegir de la
llum linterior, i dins s’hi posa un parell de mocadors de paper els quals es mullen amb
aigua.

(29/30) Amb aquests rentats es pretén eliminar tant la hibridacié inespecifica com la

sonda que no s’ha incorporat.
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Quan es realitzen aquests rentats, s’han d’agitar els portes mentre estan dins les
cubetes per tal d’eliminar les cadenes de DNA que no han hibridat correctament.

Es aconsellable realitzar tots els passos els quals tinguin fluorocrom en cambra fosca.

Possibles punts de parada del protocol: punt 6 i 10.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

Kit de CGH: (Vysis. Cat.53232-801300)
Preparaci6 de dTTP:
10 M 0'3mMM dTTP.

20 m Nuclease-free water.
Proporcio 1:2
Preparacié de dNTP MIX:

10 M 0.3mM dATP.

10 M 0.3mM dCTP.
10 M 0.3mM dGTP.

Proporci6 1:1:1
Spectrum Green (FITC): (Vysis. Cat.53230-803200)
10 m ImM dUTP.
40 m Nuclease-free water.
Proporcio 1:4
Spectrum Red (Texas-Red): (Vysis. Cat.53230-803400)
10 m 1mM dUTP.
90 m Nuclease-free water.
Proporcio 1:8
DNA Cot-1 huma (bloqueja I'heterocromatina) , aixi s’evita que el DNA pugui
hibridar inespecificament amb zones d’heterocromatina que no ens resulten
informatives (Vysis. Cat.53232-800028).
Agarosa.
Marcador de tipus ladder 100 pb (GibcoBRL. Cat.15628-019).
Loading buffer.
Acetat sodic 3M.
Etanol 70%.
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Etanol 90%.
Etanol 100%.
Portaobjectes de CGH. (Vysis. Cat.53230-806010).
Solucio A o buffer d’hibridacio:
50% Formamida desionitzada.
50% Master Mix.
Formamida desionitzada: Hi ha dos opcions:
1. Formamida desionitzada (Sigma. Cat. F-9037).
2. Desionitzar nosaltres la formamida: 100 ml de formamida + 10 gr. resina
(BIO Rad. Cat. AG501X8), agitar durant una hora (inicialment té un color
verd pero va virant a vermell). Despreés filtrar amb paper Whatman 3M
(finalment queda transparent. S’ha de guardar protegida de la llum).
Master Mix: 20% dextra sulfat:
2 gr. dextra sulfat.
1 ml 20xSSC.
9 ml H,O miliQ.
Solucié desnaturalitzant: Formamida 70%:
49 ml formamida.
7 ml 20xSSC (pH 5.3).
14 ml H,O miliQ.
Ajustar el pH7-7.5 (tirant-hi una gota de HCI 35% o HCI fumant).
Cola Paniker.
04X SSC/0.3% NP-40:
20 ml 20xSSC.
950 ml H,O.
3 ml NP-40.
Ajustar el pH a 7-7.5.Ajustar a un volum final 1L.
2xSSC/0.1% NP-40:
100 ml 20xSSC.
850 ml H,O.
1 ml NP-40.
Ajustar el pH a 7-7.5. Ajustar a un volum final 1L.
20xSSC, 3'0M Na Citrat.
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DAPI. Hi ha dos opcions:
1.Utilitzar Dapi lll (Vysis Cat.:32-804932).
2.Preparar-lo a partir d'una concentracio de DAPI de 2’5 pg/ml (la
concentracio inicial és de 1 mg/ml, i d’aqui fer una dilucio 1/10, despres fer
una dilucié 1/40 amb H,O miliQ). L’antifade (CULTEK. Cat.:H-1000). De
manera que la barreja final esta a 125 ng/ml resultat de: 50 ul DAPI de
concentracié 2’5 pg/ml + 50 pl H,O miliQ + 900 ml antifade.

S’ha de conservar a 4°C i protegit de la llum.

Materials i equipaments

Bloc fred.
Bany a 15°C.
Bany a 70 °C.
Bany a 74 °C.
Transil-luminador UV o equivalent que emeti a una longitud d’ona de 310nm,
amb pantalla protectora 0 mascara protectora.
Cubeta electroforesi.
Centrifuga. (Eppendorf: centrifuge 5415 C).
Estufa a 37°C.
Microscopi de fluorescéncia:
- Microscopi Olympus AX70.
- Microscopi Olympus BX60.
Filtres:
- Filtre de fluorescencia pel color vermell: U-MWIY.
- Filtre de fluorescéncia pel color verd: U-MNIBA.
- Filtre de fluorescencia pel DAPI: U-MNU.
- Filtre de fluorescencia pel triple: P/F/Pi 510.
Camera, per poder fer la captura.
Sistema computeritzat d’analisi d'imatges amb software de CGH.
-Sistema d’analisi Cytovision (Applied Imaging).
-Sistema d’analisi Power Macintosh G3 amb software Quips® per
Smartcapture (Quips Karyotyping/CGH.Digital Scientific Cambridge, UK.
Vysis, NY).
Material addicional: guants, eppendorf, mocadors de paper, micropipetes amb

les puntes (esterils) corresponents, pinces, cubetes.
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B. Métode

Aquesta és una técnica llarga, i com s’ha vist anteriorment hi ha moltes
puntualitzacions a fer, per tal que resulti més facil el seu seguiment, al llarg del
protocol hi haura un simbol (NP) en tots aquells punts del métode que tinguin algun
aclariment a I'apartat de notes prévies.

B.1.Reacci6 de Nick Translation.

1. (nP) Preparar barreja per la reaccio de Nick Translation (el volum total en
'eppendorf ha de ser de 50 m).

-5mM0.1mM dTTP.

- 5 nt 10X Nick Translation Buffer.

-10 M 0.1mM dNTP MIX.

- (22’5 - X) M Nuclease-free water.

- x M DNA (x = 700-900ng / Conc.DNA mostra en ng/m)
- 2’5 m Spectrum Green o Red dUTP.

- 5 m de Nick Translation Enzyme.

Agitar manualment.

Spin.

Deixar la reacci6 de la Nick 1 hora 15 minuts al bany entre 15 i 18°C.
(NP) Parar la reacci6 posant els tubs 10 minuts a 70°C.

Deixar els tubs en gel, minim 15 minuts.

N o g M wDd

(NnP) Corre gel d’agarosa: 8 m de cada tub + 1 m Loading Buffer.

B.2. Precipitaci6 de les sondes.

Barrejar el DNA control i el DNA tumoral en un unic eppendorf.
(NP) Afegir 5-10 ni de DNA Cot-1 huma (10ng).

10. (nP) Afegir 0’1 volums d’acetat sodic 3M pH 5'5.

11. Afegir 2’5 volums d’etanol fred 100%.

12. Barrejar per inversio.

13. Precipitar el DNA en gel o al congelador un minim de 15 minuts.

14. Centrifugar 30 minuts a 12000 r.p.m.

15. Decantar el sobrenadant i amb I'ajuda d’'un mocador de paper eixugar I'EtOH
que hagi pogut quedar per les parets del tub mirant de no tocar el pellet.

16. Deixar el tub obert dins una estufa a 37°C durant 8 minuts per evaporar la mica
I'alcohol que pugui quedar.

17. (NpP) Treure el portaobjectes del congelador, i marcar-lo per la part posterior amb
un llapis de diamant per tal de dividir-lo en dues parts.
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18. (NP) Treure el tub de I'estufa, resuspendre el pellet amb 12 m de solucié A o
Buffer d’hibridacio.

19. Spin (deixar els tubs a RT a la cambra fosca).

B.3. Desnaturalitzacioé- Hibridacio.

20. Desnaturalitzar el porta 5 minuts amb formamida 70% a 74°C
21. Deshidratacio dels portaobjectes:
1 minut en etanol 70% fred.
1 minut en etanol 90% fred.
1 minut en etanol 100% fred.
22. Assecar el porta a I'aire o bé amb I'ajut d’'una font d’aire, ex: ventilador.
23. Desnaturalitzar les sondes 8 minuts a 74°C.
24. Pipetejar la sonda i posar-la sobre el portaobjectes.
25. (NP) Cobrir (cada cas) amb un cobreobjectes (22x22 mm).
26. (NP) Segellar tot el voltant del cobreobjectes amb cola.
27. (Np) Deixar hibridar en una cambra fosca i humida de 36-72 hores a I'estufa a
37°C.

B.4. Rentats post-hibridacio.

28. Treure el cobreobjectes i la cola amb I'ajut d’unes pinces.
29. (NpP) Fer el primer rentat durant 2 minuts amb una solucié de 0'4X SSC a 74°C.
30. Fer el segon rentat durant 2 minuts amb una solucié de 2X SSC a RT.

31. Deixar assecar el portaobjectes a l'aire.

B.5. Contratincio.
32. Afegir 12 pl de solucié DAPI.
33. Col-locar el cobreobjectes.

34. Guardar els portaobjectes a la nevera protegits de la llum fins a procedir al seu
analisis.

B.6. Captura de metafases i analisi dels resultats.

S’han analitzat entre 10-15 metafases per cas. Les metafases optimes son aquelles

gue tenen els cromosomes ben estesos, amb pocs solapaments i no massa curts, i
gue presenten una hibridacio uniforme i sense granularitat.
Cada metafase es captura de manera sequencial, primer amb DAPI (que és la
contratincié que ens permetra veure i cariotipar les metafases que anem capturant, ja
que ens ddéna un patré molt similar al de bandes G), posteriorment es captura el
fluorocrom verd i per finalitzar el fluorocrom vermell. Les imatges s’analitzen amb l'ajut
d’'un software que és especific per CGH.
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El sistema d’analisi treballa amb la imatge original i de forma automatica fa diferents
modificacions, com reduir el soroll de fons, integrar la intensitat de cadascun dels
fluorocroms al llarg dels cromosomes, etc. de manera que finalment obtenim una ratio
de fluorescéncia (entre ambdds colors) al llarg de cada un dels cromosomes. Les
regions equilibrades s’observaran d’'un color grogds i presentaran una ratio amb valors
propers a 1, mentre que les regions que presentin guanys, presentaran un color
vermell i una ratio superior a 1’25 (si supera 1’5 parlarem d’amplificacio). Finalment les
regions que presentin pérdues s’observaran de color verd i amb una ratio inferior a
0’75.

El software, combina finalment els resultats de totes les metafases analitzades, i

determina un perfil promig per cada un dels cromosomes.

T RS e
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A

Contratinci6 amb DAPI i analisis

Normal Guany Perdua

T | TR T

Figura 14: Esquema del métode de CGH.
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Figura 15: Imatges que s'observen al microscopi com a resultat del metode de CGH. A: bandes
reverses de DAPI, B: fluorocrom verd, C: fluorocrom vermell, D: filtre triple (visié simultania del
verd, el vermell i el Dapi).
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2.4 HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

La hibridacio in situ fluorescent, va ser descrita per Pinkel et al. I'any 1988.
L’aplicacié d’aquesta metodologia ha permes fer grans avencos en diferents camps de
la recerca, tals com la citogenética, el diagnostic prenatal, la biologia de tumors etc.

La técnica d’hibridacié in situ amb marcatge fluorescent permet la identificacio
especifica de sequencies Uniques, subregions cromosomiques i genomes sencers tant
en cél-lules interfasiques com en cel-lules metafasiques.

En el cas de hibridacions sobre metafases és important valorar la qualitat de les
preparacions, s’han de tenir cromosomes llargs, ben estesos, i sense restes de

citoplasma; aquesta valoracio es realitza amb un microscopi de contrast de fases.

2.4.1 SONDES LOCUS ESPECIFIQUES | SONDES
CENTROMERIQUES

Les sondes locus especfiiqgues sén sondes de sequéncia Unica, és a dir
especifiques per un locus concret. Es coneixen amb el nom de sondes LSI (de I'angles:
Locus Specific Identifier).

Les sondes centromériques son aquelles que identifiquen els centromers dels
cromosomes. Tot i que els centromers de la majoria de cromosomes tenen una
sequéncia practicament identica aquesta varia entre un 2-3% i aix0o fa possible la
identificacio individual de quasi la totalitat de centromers, a excepcio dels del 13 i 21 i
del 14 i 22. S6n conegudes amb el nom de sondes CEP (de I'angles: Chromosome
Enumeration Probe).

Les hibridacions amb sondes locus especifiques i centromeriques que s’han portat a
terme durant la realitzacioé d’aquest treball han estat sobre teixits parafinats, i per tant
les hibridacions es realitzaven sobre nuclis i no sobre metafases.

Els talls de teixit es varen obtenir dels serveis d’anatomia patologica de I'Hospital de
Mar i de la Fundaci6 Puigvert. Per poder fer una correcta valoracié es necessita que
els talls tinguin un gruix de 4-5 micres.

El que s’ha valorat ha estat el gen de la Ciclina D1 (sonda LSI) i de manera simultania,
s’ha mirat també el centromer del cromosoma 11 (sonda CEP) (que és el senyal que
ha servit de referencia alhora de valorar el guany, pérdua o amplificacio, d’aquest gen).
Els criteris per a la valoracié d’aguesta sonda han estat:

- Guany: més de dos senyals.
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- Amplificacié: tres vegades més senyal que senyals de centromer, en un minim del
5% de les cél-lules.

- Pérdues: nombre de senyals geniques inferior al de centromers, com a minim en un
50% de les cél-lules.

Notes préevies

Relatives a la sequretat:

Evitar la inhalaci6 del Xile. Treballar sota campana extractora de gasos.

Relatives a I'obtenci6 d'un resultat optim:

Per realitzar aquesta tecnica és necessari que els portes sobre els que es fixa el tall
de parafina estiguin carregats positivament, ja que els portaobjectes es sotmetran a
elevades temperatures, i si no el tall es podria desenganxar, i perdre la mostra.
Possibles punts de parada del métode, deixant els portaobjectes a la nevera: 6, 19 i
24,

Puntualitzacions sobre diferents parts d’aquest métode, indicat davant de cada
paragraf i entre paréntesis al punt del métode al que fa referéncia cada nota:
(1) Una altra possibilitat per aquest primer pas és deixar el porta tota la nit a una estufa
de 60°C.
(7) Aquest pas es realitza per tal d’eliminar la matriu extracel-lular.
(11) Aquest pas serveix per eliminar precipitats de sals i proteines.
(18) Per ajudar a eliminar I'excés de 2xSSC amb més rapidesa de la part superior,
podem pressionar lleugerament amb paper de filtre.
(19/20) Entre aquests dos punts podem fer un tractament addicional, en el cas de que
s’observi que el porta no esta del tot net:
-Posar 20 minuts de RNAsa a 37°C en una cambra humida.
-Realitzar 2 rentats de 2xSSC de 5 minuts cada un.
-Posar el porta 5 minuts amb pepsina a 37°C.
-Realitzar un rentat de 5 minuts amb PBS 1x.
(24) Amb I'ajut d'unes puntes de pipeta s’eliminaran les bombolles que s’hagin pogut
formar.
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A. Reactius i materials

Reactius i solucions
Xilé.
Etanol.
HCI 0.2N.
Aigua destil-lada.
2xSSC:
100 ml de 20xSSC.
850 ml d'H,O destil-lada.
Ajustar el pH a 7-7’5, i ajustar el volum final a 1 litre.
Solucio6 de pretractament: tiocianat sodic:
81 gr. de tiocianat sodic 1M.
1 litre de 2xSSC.
Proteinasa K:
Agafar una aliquota de 0'5 ml de la soluci6 stock de proteinasa K.
100 ml de tamp6 10 mM Tris pH 8’01 mM EDTA.
Llencar el que queda després de fer-la servir.
Tampd 10mM Tris , pH 801 mM EDTA:
500 mg Tris.
350 mg Na,EDTA.
Ajustar el volum a 1 litre d’aigua. Es estable durant 6 mesos a temperatura
ambient.
Solucio stock de proteinasa K: Dissoldre 10mg/ml en tamp6 10mM Tris pH 8.0
1mM EDTA.
Es preferible fer aliquotes de 0’5 ml i guardar-les a -20°C.
Formaldehid:
57’6 ml H,O destil-lada.
3'5 ml MgCI2 1M.
7 ml 10xPBS.
1’89 ml formaldehid 37%.
Preparar sota campana, preferiblement el mateix dia de la seva utilitzacio.
Solucié de MgCl, 1M.
Sonda: LS’Cyclin D1 SpectrumOrange™ CEP® 11 SpectrumGreem ™ DNA
Probe (Vysis. Cat.32-191039).
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Pepsina:

50 ml HCI 10mM.

5 pl de pepsina 100 mg/ml.
0.4X SSC/0.3% NP-40.
2xSSC/0.3% NP-40.

DAPI.

Materials i equipaments

Estufa a 100°C.

Campana extractora de gasos.

Placa calefactora.

Cola Paniker.

Hybrite (VYSIS).

Microscopi de fluorescéncia:
- Microscopi Olympus AX70.
- Microscopi Olympus BX60.

Filtres:
- Filtre de fluorescencia pel color vermell: U-MWIY.
- Filtre de fluorescéncia pel color verd: U-MNIBA.
- Filtre de fluorescencia pel DAPI: U-MNU.
- Filtre de fluorescencia pel triple: P/F/Pi 510.

Material addicional: guants, pinces, pipetes, cobreobjectes i paper de filtre.

B. Métode

B.1. Desparafinitzacio del teixit

Posar el porta a un estufa a 100°C durant 20 minuts (fins que la parafina plori).
Deixar refredar a temperatura ambient.

Fer tres rentats amb xilé, de 10 minuts cada un a RT.

Deshidratar el porta durant 5 minuts amb etanol 100%.

Repetir el pas 4.

© a0 kr w N PRE

Deixar secar el porta a l'aire (5-10 minuts).

B.2. Pretractament.

7. Posar els portes en HCI 0.2N durant 20 minuts, a RT.
8. Fer un rentat amb aigua destil-lada de 3 minuts, a RT.

9. Posar el porta en 2xSSC durant 3 minuts, a RT.
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10. Repetir els passos 8 9.

11. Incubar els portes durant 30 minuts amb la solucié de pretractament,a 80°C.
12. Rentat d'1 minut amb aigua destil-lada.

13. Fer un rentat de 5 minuts amb 2xSSC.

14. Eixugar les vores del porta i la part inferior.

B.3. Digesti6
15. Incubar 12 minuts amb proteinasa K a 37°C.

16. Fer un rentat de 5 minuts amb 2xSSC.

17. Eixugar les vores del porta i la part inferior.

18. Secar a la placa a 45-50°C, no més de 2 minuts.

19. Observar el resultat de la digestio, al microscopi.

20. Posar el porta 10 minuts amb solucio de formaldehid tamponada.
21. Fer dos rentats de 5 minuts amb 2xSSC.

22. Eixugar les vores del porta i la part inferior.

23. Secar a la placa a 45-50°C, no més de 2 minuts.

B.4. Hibridaci®é amb Hybrite
24. Preparar la barreja de sonda 1/7 o 2/8 i aplicar sobre la zona d'interes, posar a

sobre el cubreobjectes.

25. Segellar amb cola, per tal d’evitar que la sonda s’evapori.

26. Posar el porta en el Hybrite, assegurant-nos que la camera humida estigui en
bones condicions; i programar el Hybrite: 5 minuts a 78°C i després ON a 37°C.

B.5. Rentats post hibridacio

27. Treure el cobreobjectes i la cola amb I'ajut d’'unes pinces.

28. Fer el primer rentat durant 2 minuts amb una solucio de 0.4xSSC/0.3% NP-40 a
74°C.

29. Fer el segon rentat durant 2 minuts amb una soluci6é de 2xSSC/0.3% NP-40 a
RT.

30. Deixar assecar el porta a l'aire.

B.6. Contratincio.
31. Afegir 12 pl de solucié DAPI.
32. Col-locar el cobreobjectes.

33. Guardar els portes a la nevera protegits de la llum fins a procedir al seu analisis.
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Figura 16: Imatges de diferents tumors estudiats amb la sonda locus especifica del gen de la
Ciclina D1 (en vermell) i del centromer del cromosoma 11 (en verd). A: Dosi génica normal,
s’observen dos senyals locus especifiques i dos senyals centromériques. B: Guany del gen de
la Ciclina D1.Hi ha un increment del nombre de senyals del gen de la Ciclina D1 respecte a la
referéncia del centromer. C: Amplificacié del gen de la Ciclina D1.
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2.5 COMBINACIO DE LA TINCIO AMB BLAU DE TOLUIDINA |
FISH

Hem dissenyat un nou protocol que combina técniques d’histoquimica amb
tecniques de FISH. La gran avantatge d’aquest metode és que permet fer una tincié
amb blau de toluidina, la qual el permetra al patoleg identificar quina part de la mostra
correspon a tumor i quina no. A més amb la mateixa seccio i després d’eliminar el
colorant podrem procedir a fer una hibridacio in situ fluorescent.

La metodologia estandard que s'utilitza habitualment consisteix en que el patoleg
identifica les cél-lules tumorals en un tall de parafina per mitja d’'una tinci6 que
acostuma a ser d’hematoxilina-eosina, i en talls posteriors (a ser possible consecutius)
es realitzen les hibridacions, aixo fa que limitis la regié d'interés a valorar per similitud
morfologica, fet que fa que es pugin cometre alguns errors.

Els talls de teixit es van obtenir dels serveis d’anatomia patologica de I'Hospital de Mar
i de la Fundacié Puigvert. Per poder fer una correcta valoracié és necessari que els
talls tinguin un gruix de 3 micres.

El procediment previ que es realitza és el de desparafinitzacio, pretractament i digestio
del teixit, és a dir es segueixen els passos descrits a I'apartat de méetode de la tecnica
2.4.1 (Sondes locus especifiques i sondes centromeriques), des del punt 1 fins el 18,
encara que en el pas 15 s’ha de tenir present que sera variable pel que fa al temps en

funcio del teixit que s’analitzi.

Notes previes

Relatives al métode:

Es important que el blau de toluidina cobreixi completament el tall de la mostra, per
tal que el patoleg pugui valorar la totalitat de la mateixa.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

Blau de toluidina O. (1gr), acid acétic glacial (1 ml), alcohol 96° (20 ml), aigua
destil-lada (1200ml).

Aigua destil-lada.

Etanol al 70%.
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Etanol al 85%.
Etanol al 100%.
RNAsa (10mg/ml) (Sigma).
2xSSC.
Materials i equipaments
Estufa a 37°C.
Llapis de diamant.
Placa calefactora.
Material addicional: guants, rotulador per vidre, micropipetes amb les puntes
corresponents.
B. Métode
1. Posar unes gotes de blau de toluidina, sobre la mostra a estudiar.
2. Posar un cubreobjectes, sobre la solucio de tincio.
El patoleg marcara les zones que siguin tumorals amb un rotulador per vidre
sobre el cubreobjectes.
4. Fer laréplica de les regions que ens ha marcat el patoleg, en el revers del porta,
amb un llapis de diamant.
5. Posar el portaobjectes dins un copplin amb aigua destil-lada, i agitar per tal de
gue es desprengui el cubreobjectes.
Passar el porta a un copplin amb aigua destil-lada.
Repetir els rentats amb aigua destil-lada un minim de tres o quatre vegades al
llarg de entre 10-12 hores.
Posar el portaobjectes 10 minuts amb etanol 70%.
Posar el portaobjectes 10 minuts amb etanol 85%.
10. Posar el portaobjectes 1 hora amb etanol 100%.
11. Deixar assecar a l'aire.
12. Posar durant 20 minuts, 200 pl de RNAsa a 37 °C.
13. Fer dos rentats amb 2xSCC de 5 minuts.
14. Deixar assecar els portes a un placa calefactora.

15.

Posar la hibridacié.
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2.6 TECNIQUES DE CULTIU CEL-LULAR | BANDEIG
CROMOSOMIC

2.6.1 CULTIU CEL-LULAR

S’entenen per cultiu cel-lular el conjunt de tecniques que permeten el manteniment
de les cellules in vitro, preservant al maxim les seves propietats fisiologiques,
bioguimiques i genétiques.

Quan el cultiu prové de cel-lules que han estat disgregades d’un teixit original provinent
d’'un organ, rep el nom de cultiu primari. Quan aquest cultiu primari és sotmeés a
processos de transformacio que li confereixen una capacitat il-limitada de multiplicacio,
rep el nom de linea cel-lular.

Tant els estudis de citogenética convencional per mitja del bandeig dels cromosomes,
com algunes de les técniques d’hibridacié in situ fluorescent (FISH) requereixen d’'un
treball previ al laboratori com sén els cultius cel-lulars. Els cultius cel-lulars son per tant
una eina basica quan es té I'objectiu d’obtenir cél-lules en divisio.

Durant la divisié cel-lular, i concretament durant la metafase mitotica, és possible
visualitzar els cromosomes humans, ja que és el moment en el que els cromosomes
presenten el maxim grau de compactacio i individualitzacio, fet que facilita la seva
identificacio.

2.6.1.1 CULTIU DE TUMORS PRIMARIS

Els cultius primaris tenen caracteristiques especials que els diferencien de les linies
cel-lulars; conserven la morfologia de les cel-lules de I'érgan del que van ser alillats, i el
seu creixement in vitro és limitat.

Els cultius cellulars originats a partir de cél-lules tumorals poden multiplicar-se
infinitament i fins i tot donar lloc a linies cel-lulars de creixement continu. Aixo es degut
a que aquests son teixits amb un elevat index de divisié mitotica.

Els tumors dels quals es va realitzar cultiu cel-lular van ser obtinguts préviament a que
al pacient se li realitzés qualsevol tipus de tractament. Aquest punt és important ja que

hi ha alguns tractaments que podrien introduir certa variabilitat i modificar els resultats.
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Notes previes

Relatives al métode:

Quan es porten a terme cultius cel-lulars és important, que tots els passos es
realitzin en condicions d’esterilitat, per tal d'impedir que es produeixin contaminacions
gue podrien afectar la viabilitat del cultiu, o bé introduir variants que emmascararien els
resultats obtinguts amb els experiments realitzats a partir d’aquests.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

Medi DMEM complementat amb:

Serum bovi fetal al 10% (v/v)

- Antibiotics:
Penicil-lina-Estreptomicina (100 U/ml100 pg/ml).
Gentamicina (0’02 mg/ml).

- Insulina bovina (0’05 pg/ml).

- Transferrina (0'05 pg/ml).

- Glutatié (0’1 pg/ml).

Colcemid 0°02 pg/ml.
KCI 0’'075M.
Carnoy:

Metanol (Merck Cat.1.06009).

Acid Acétic (Merck Cat.1.00063).
Proporcié 3 de metanol:1 d’acid acetic.
Tripsina (DYFCO Cat.1-250).

Medi Hanks (sense Ca ni Mg).

Materials i equipaments

Flascons de 25 cm®.

Capsules de Petri.

Incubador de CO..

Campana de flux laminar vertical.

Microscopi d’inversio (per observar el creixement cel-lular).
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Bany a 37°C.

Material addicional: guants, pipetes i tisores.

B. Métode

1. Esfan dos rentats de la mostra en capsula de Petri amb medi DMEM i
antibiotics.

Es descarten restes de sang o de greix de la mostra.

2. Disgregacio mecanica de la mostra per mitja de tisores.

3. Centrifugar i resuspendre el pellet en medi DMEM complementat.

4. Sembrar en un flasco.

5. Quan el creixement cel-lular és suficient, és a dir que s’observen bastantes
cél-lules en divisié (refringents), s’afegeix colcemid.

6. Incubar amb CO,, durant 5 hores a 37°C.

7. Tripsinitzar.

8. Resuspendre el pellet en solucio hipotonica (KCI 0’'075M).

9. Incubar durant 30 minuts a 37°C.

10. Fixar amb Carnoy.

2.6.2 BANDEIG CROMOSOMIC: BANDES G

La tecnica de bandeig cromosomic que s'utilitza més habitualment ahora de fer
I'estudi del cariotip és la de bandes G. Es coneix per bandes G un patr6 de bandes
fosques i clares que apareixen al llarg dels cromosomes i que és caracteristic i
especific de cada parell de cromosomes homolegs, i que per tant ens serveix per
identificar-los.

Les bandes G fosques corresponen a heterocromatina facultativa de replicacio tardana
i son rigues en A-T.

Hi ha dos protocols per realitzar les bandes G: bandeig GTG, en aquest protocol els
cromosomes son tractats enzimaticament amb tripsina i tenyits amb colorant Giemsa o
Leishman; i bandeig amb colorant Wright. En aquest estudi només s’ha utilitzat aquest

segon tipus.

Notes previes

Relatives al métode:

Els temps no son fixes, ni estan estandaritzats, ja que depén del tipus de mostra i

de les condicions del laboratori.
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Un pas previ a la realitzacio de les bandes G, és I'envelliment de les preparacions. Es
pot fer de dos maneres:
- 24-48 hores a temperatura ambient.

- 8-10 hores en una estufa a 37°C.

Relatives a I'obtencié d’un resultat optim:

En cas de que un cop acabat el protocol no s’observin les bandes de manera
adequada, es pot tornar a tenyir 1 o 2 minuts més amb solucié Wright, i repetir els
punts 2 i 3.

A. Reactius i materials

Reactius i solucions

2xSSC:
8'8 gr. Citrat tri-sodi dihidrat.
17’5 gr. NaCl.
En 1 litre d’aigua destil-lada.
Colorant Wright
Colorant Wright: 0’25 % (p/v) de colorant es dissol en metanol i s’agita
durant 45 minuts, es filtra i s'envelleix a RT una setmana o tres dies a 37°C.
Tampd Soérensen:
KH,PO,, 908 gr./I.
Na,HPO,, 12’88 gr./I.
Proporcio 1:1. Ajustar el pH a 6'8.

Solucié Wright: colorant Wright i tampé Sérensen. Proporciol:3.

Materials i equipaments

Cubetes Coplin.
Bany a 65°C.
Microscopi.

Oli d'immersio.

Paper de filtre.



Material i métodes 117

B. Métode

Introduir les preparacions en 2xSSC a 65°C, durant 3-6 minuts.

Rentar a raig d'aixeta, fent que I'aigua llisqui des de I'extrem del porta (no deixar
caure l'aigua directament sobre el material).

Assecar a l'aire 0 amb paper de filtre (sense fregar).

Cobrir la preparacié amb colorant Wright , durant 2-3 minuts.

Repetir els punts 2 i 3.

o g ok~ ow

Observar al microscopi.
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Figura 17: Imatge de cariotip amb bandes G.
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2.7 NOMENCLATURA

Per descriure els cariotips s’ha utilitzat la nomenclatura ISCN (International
Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature, 1995).
Per a la classificacié dels tumors urotelials s’ha utilitzat el sistema WHO (World Health
Organization) i el sistema TNM (Classification of Malignant Tumors, 6th Edition
(2002)).
Per a la classificacio dels tumors de colon s’ha utilitzat la classificacié de Dukes.
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BASIC SCIENCE

DETECTION OF CHROMOSOMAL IMBALANCES IN
PAPILLARY BLADDER TUMORS BY COMPARATIVE
GENOMIC HYBRIDIZATION

ESTHER PRAT, MARTA BERNUES, M. ROSA CABALLIN, JOSEP EGOZCUE, ANTONI GELABERT, aND
ROSA MIRO

ABSTRACT

Objectives. To identify those genetic alterations that are associated with bladder cancer invasion and
progression.

Methods. A total of 30 specimens of transitional cell carcinoma of the bladder were analyzed by compar-
ative genomic hybridization. The results were compared and summarized with previously reported studies.
Results. The most frequent chromosome changes detected in our series of tumors were losses in 9q, 9p, 8p,
and 11p and gains in 8q, 1q, 20q, and 11q. Three regions of deletion on chromosome 9 were delineated,
at 9p21-p22, 9q13-922, and 9931-q34. Gains in 1q and losses on 11p were significantly more frequent in
pT1G2 tumors than in superficial (pTa) ones. In our study, the most striking differences were seen between
pT1G3 and pT1G2 tumors. Gains on 10p and 6p and losses at 5q, 6q, and 18q were significantly more
frequent in the former.

Conclusions. A summary of our results and those available from published reports suggest that several
groups of chromosomal imbalances may be associated with specific steps along bladder cancer progression.
These genetic changes assume two different patterns: those that are shared, but are more intensive in one

stage than in the other, and those such as a gain on 3p that are unique to invasive tumors.

986-992, 2001. © 2001, Elsevier Science Inc.
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Transitional cell carcinoma of the bladder
(TCC) is the most common form of urinary
bladder cancer and includes a heterogeneous
group of malignancies with different neoplastic
features. About 70% to 80% of bladder cancers
present as papillary superficial (pTa) or minimally
invasive (pT1) tumors and are interpreted as being
in the early stages of the process.

Approximately 60% of superficial TCCs recur,
but most never progress to muscle-invasive cancer,
and thus their associated mortality is low. How-
ever, 20% to 25% of superficial TCCs become myo-
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invasive with time, with a significant risk of mor-
bidity and mortality. Although histopathologic
parameters such as tumor stage and grade are used
for the prognosis of the clinical behavior of the
tumor, they cannot predict which superficial tu-
mors will recur and become invasive.

A comprehensive picture of chromosomal imbal-
ances, including a number of previously unknown
genomic alterations, such as high-level amplifica-
tions, has been reported in TCC of the bladder
using comparative  genomic  hybridization
(CGH).!?

More recently, several studies have attempted to
generate a pattern of chromosomal imbalances
during defined stages of bladder carcinogenesis.>-”
Although some discrepancies exist, these studies
show that the deletion of chromosome arm 9q is
the earliest genetic alteration in pTa tumors. In
carcinomas at the pT1 stage, losses on 2q and 11p
and gains on 1q and 8q are the most commonly
detected. Other chromosome regions with fre-
quent gains include 3p, 3q, 5p, 6p, and 10q?; losses
on 10q, 11q, and 17p are also frequent in pT1 tu-
mors.*

0090-4295/01/$20.00
PII S0090-4295(01)00909-8



According to Richter et al.,> deletions on 5q, 6q,
and 15q and gains on 5p, 7p, and Xq are found in
significant numbers in high-stage tumors (pT2-
T4); however, according to Bruch et al.,® gains on
5p and 20q are most frequent in these tumors.
These studies show that during bladder tumor pro-
gression, dynamic chromosomal changes occur;
nevertheless, more research is needed to gain
deeper insight into the genetic alterations associ-
ated with tumor invasion and progression.

In the present study, we analyzed 30 bladder tu-
mors and summarized our results and those of re-
cent studies >7 in which CGH has been used to
screen for chromosomal copy changes in progres-
sive stages of bladder tumors.

MATERIAL AND METHODS

PATIENTS AND SAMPLES

Tumor specimens from 30 patients (22 men and 8 women)
were included in this study. A total of 9 cases were classified as
pTa (1 G1 and 8 G2). Fifteen were pT1 (11 G2 and 4 G3), and
six were pT2-T4G3. None of the patients with primary tumors
had received prior radiotherapy or chemotherapy.

Tumor samples were obtained at surgery (cystectomy or
transurethral resection). The specimens were frozen immedi-
ately after surgical removal and stored at —80°C until analysis.
Portions of each tumor specimen were examined by a pathol-
ogist to confirm the presence of tumor, to evaluate tissue mor-
phology, and stage. All specimens were graded according to
the World Health Organization classification® and staged ac-
cording to the TNM system.®

DNA EXTRACTION

High molecular weight DNA was extracted from tumor and
leukocyte samples according to a method described previous-
ly,'° with minor modifications. In brief, frozen tumor tissues
were powdered in chilled liquid nitrogen and homogenized in
100 mM NaCl, 10 mM Tris HCI, 25 mM ethylenediaminetet-
raacetic acid, and 0.5% sodium dodecyl sulfate, pH 8.

Leukocytes were isolated after discarding blood plasma and
lysed erythrocytes. DNA was extracted, both from tumor tis-
sues and blood cells, with phenol/chloroform/isoamyl alcohol
after proteinase K digestion.

CGH ANALYSIS

CGH analysis was performed according to the method de-
scribed by Bea et al.!

Normal and tumor DNA were labeled with Spectrum Red-
dUTP and Spectrum Green-dUTP by nick translation using a
commercial kit (Vysis, Downers Grove, Ill). Subsequently,
equal amounts of normal and tumor-labeled probes (500 ng)
and 10 ug of Cot-1 DNA were co-precipitated using ethanol.
The precipitated DNA was dissolved in 12 uL of hybridization
buffer and denatured at 74°C for 8 minutes. Normal meta-
phase spreads (Vysis) were denatured for 5 minutes at 74°C
and hybridized with the DNA mixture in a moist chamber for
2 to 3 days. The slides were washed according to the protocol
supplied by the manufacturer. Chromosomes were counter-
stained with 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), resulting in
a G-band-like pattern that was used for chromosome identifi-
cation.

The slides were analyzed using a Cytovision Ultra worksta-
tion (Applied Imaging, Sunderland, United Kingdom). The
fluorescent hybridization signals and DAPI staining patterns
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were captured. The software performed a calculation of the
tumor DNA/normal DNA fluorescent ratios along the length of
each chromosome. Ratio values obtained from at least 10
metaphase spreads were averaged, and the resulting profiles
were plotted next to the chromosomal ideograms. Ratio values
greater than 1.25 and less than 0.75 were considered to repre-
sent chromosomal gains and losses, respectively. A high-level
DNA amplification was considered when the fluorescence ra-
tio values exceeded 1.5 and, in addition, a distinct band-like
hybridization signal of the tumor DNA was seen. Negative
control experiments were performed using differentially la-
beled male versus male DNA and female versus female DNA.
In addition, control experiments in which the Spectrum Red-
dUTP and Spectrum Green-dUTP labels were interchanged
between normal and tumor were also performed.

STATISTICAL ANALYSIS

Statistical comparisons between the frequency of alterations
and tumor stage and grade were performed by Student’s ¢ test.
To define the chromosomal aberrations associated with tumor
stage, pTa and pT1G2; pT1G2 and pT1G3; and pT1G3 and
pT2-T4 were reciprocally compared.

RESULTS

The CGH findings of all 30 tumors examined in
this study are shown in Figure 1.

Three samples from Stage pTa, two from Stage
pT1, and one from Stage pT2-T4 tumors did not
reveal any chromosomal imbalances. The loss of
the entire chromosome 9 and the loss of the Y chro-
mosome were detected as the sole abnormalities in
two pTa tumors. The loss of chromosome arm 8p
accompanying a gain of 8q was observed in 6 cases
and probably represents an isochromosome 8q. Iso-
chromosome 17q was detected in one pTa tumor.

On average, 5.6 alterations were found per tu-
mor: 3.5 gains (range 0 to 11), 3.1 losses (range 0
t0 9), and 0.23 amplifications (range 0 to 3).

Overall, deletions were most prevalent on chro-
mosomes 9 (46%), 8p (33%), 1lp (20%), 5q
(16%), 11q (13%), 18q (13%), 2q (10%), 6q (10%),
and 17p (10%). A gain of chromosomal material
was commonly seen at 8q (40%), 1q (36%), 20q13
(23%), 3p (16%), 17q (13%), 10p (13%), and
1113 (13%). High-level amplifications were de-
tected at 1pllpl3, 5pllpl3, 6p22pter, 7q32qter,
16p12pter, and 20p13pter in 1 case each. Amplifi-
cationat 11q13 was seen in three pT1 tumors, all of
them with a deletion of the entire chromosome
except for the amplified bands.

CGH analysis allowed the delineation of minimal
common regions overrepresented or underrepre-
sented on each of the chromosomes most fre-
quently involved. Fourteen cases showed losses on
chromosome 9, and three consensus regions could
be delineated as 9pl1-p22, 9q11-q22, and 9q31-
q34. For chromosomes 2 and 17, consensus areas
of overlap at 2q35-qter and 17p13, respectively,
could be identified. On chromosome 5, two con-
sensus regions were delineated on 5ql12-q13 and
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Summary of all relative DNA sequence copy number changes detected by CGH in 30 specimens of TCC

of the bladder. Vertical lines on the right of the chromosome ideograms indicate gains of the corresponding
chromosomal regions; those on the left indicate losses. Solid bars indicate amplifications. Chromosomes 1p, 19, 21,

and 22 were not analyzed.

5q21-q32. The most commonly overrepresented
region on chromosome 1q was mapped to bands
1q21-q31.

Interestingly, minimal regions of gains and
losses detected in a pT3G3 tumor with metastases
at the time of diagnosis contributed to delineate
consensus regions of gains on 8q22, 3p24-pter,
17ql1-ql2, 17q24-qter, and 6p22-p23 and losses
on 8p22-pter. Furthermore, losses on 11pl4-pter,
18q21-qter and 6q21-q23 could be delineated in a
pT1G3 tumor with metastases at the time of diag-
nosis.

In Table I, the most frequent imbalances are tab-
ulated separately for pTa, pT1G2, pT1G3, and
pT2-T4 tumors. Gains on chromosome 1q and
losses on 11p were significantly more frequent in
pT1G2 tumors than in pTa tumors (P = 9.75 X

> and 0.0446, respectively). In our study, the
most striking differences were seen between
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pT1G3 and pT1G2 tumors. Gains on 10p and 6p
and losses at 5q, 6q, and 18q were significantly
more frequent in the former (P = 0.043, 0.043,
0.0399, 0.043, and 0.0399, respectively). These
frequencies were maintained in pT2-T4 tumors; in
these tumors, a significant decrease in the fre-
quency of 11q gains and 11p losses in relation to
pT1G3 tumors was also observed (P = 0.026 and
0.026, respectively).

An increase in genomic instability was observed
when tumors progressed; thus, pTa tumors had a
comparatively low number of abnormalities (mean
2.1, range 0 to 7), including deletions (mean 1,
range O to 4) and gains (mean 1.11, range O to 4);
and no amplifications were detected. The average
number of chromosomal imbalances in pT1 tu-
mors was 6.6 (range 0 to 15), including deletions
(mean 3.2, range O to 8), gains (mean 3.13, range 0
to 7), and amplifications (mean 0.3, range O to 2).
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TABLE I.

Frequent chromosomal changes in pTa, pT1G2, pT1G3, and pT2-T4 TCCs of the bladder

pTa (%) pT1G2 (%) pT1G3 (%) pT2-pT4 (%)

Loss

2q(g35-qter) 2/11 (18) 1/6 (16)

5q 1/11 (9) 2/4 (50) 2/6 (33)

6q(q21-922) 1/4 (25) 2/6 (33)

8p(p22-pter) 2/9 (22) 4/11 (36) 2/4 (50) 2/6 (33)

9p(p11-p22) 2/9 (22) 3/11 (27) 1/4 (25)

9q 3/9 (33) 5/11 (45) 4/4 (100) 1/6 (16)

11p(p14-pter) 3/11 (27) 2/4 (50)

11q(g14-gter) 2/11(18) 1/4 (25)

13q 2/11(18) 1/6 (16)

17p(p13) 1/9 (11) 2/11(18)

18q(g21-gter) 1/11 (9) 2/4 (50) 1/6 (16)
Gain

19(g21-g31) 5/11 (45) 1/4 (25) 3/6 (50)

3p(p24-pter) 1/11 (9) 1/4 (25) 3/6 (50)

4q(g32-gter) 1/9 (11) 1/11 (9)

S5p(p11-p13) 1/11 (9) 2/6 (33)

6p(p22-p23) 1/4 (25) 1/6 (16)

Tp(p21-pter) 1/9 (11) 2/6 (33)

7q(g32-qter) 1/9 (11) 1/11 (9) 1/6 (16)

8q(g22) 2/9 (22) 5/11 (45) 2/4 (50) 3/6 (50)

10p 1/4 (25) 3/6 (50)

11q(q13) 2/11(18) 2/4 (50)

17q 1/9 (11) 2/11(18) 2/4 (50) 2/6 (33)

20q 1/9 (11) 3/11 (27) 2/4 (50) 2/6 (33)

Xq(q27-qgter) 1/11 (9) 2/6 (33)

Key: TCC = transitional cell carcinoma.
Data in parentheses in first column equal smallest regions of overlap.

Carcinomas at Stages pT2-T4 showed, on average,
8.3 chromosomal imbalances (range 0 to 20), in-
cluding deletions (mean 3, range 0 to 9), gains
(mean 5, range 0 to 12), and amplifications (mean
0.83, range O to 3).

In more advanced stages, gains predominated
over deletions. The gains/losses ratio in pT2-T4
tumors was 32:18, and in pTa and pT1 tumors it
was 10:9 and 51:48, respectively.

CGH data from 18 of the 30 tumors were also
compared with the loss of heterozygosity at 17p, as
revealed by a restriction fragment length polymor-
phism analysis reported in a previous study.'? In
nine of the informative cases, no loss at 17p13 was
detected by restriction fragment length polymor-
phism analysis or by CGH. Of the 8 cases with loss
of heterozygosity, only three also showed a loss by
CGH.

COMMENT

Most of the common genetic changes detected in
our study have been previously reported in bladder
cancer. The most frequent chromosome changes,
detected in more than 20% of our series of tumors,
corresponded to losses in 9q, 9p, 8p, and 11p and
gains in 8q, 1q, and 20q.
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Gains on chromosomal regions 1q, 3q, and 8q
and losses of 8p, 13q, 16q, and 17p are common to
a number of tumor types, such as breast, ovarian,
prostate, renal, and bladder; only the loss of 9q is
more specific to bladder cancer.'> Moreover, chro-
mosomes 8q and 1q appear as the most frequently
gained in a review of CGH results from 27 different
solid tumor types'#; in the same study, the most
common losses were at 13q, 9p, and 8p. The pres-
ence of the same anomalies in different tumor
types suggests that many solid malignancies, irre-
spective of histologic origin and differentiation,
develop through the same genetic pathways, and
might reflect the unique selection forces that are
operational during cancer development in differ-
ent organs.!3

It would be interesting to delineate further the
critical segments within these chromosome arms
frequently involved in gains and losses and to in-
vestigate whether different bands are affected in
different tumor types. Moreover, it is known that
several candidate tumor suppressor gene loci can
be distinguished within the same chromosome
arm.

CGH analysis allows the delineation of minimal
common regions that are underrepresented or
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overrepresented on each chromosome. Our results
on chromosome 9 indicate three regions of dele-
tion: 9pll-p22, 9ql13-q22, and 9q31-q34. Re-
cently, it has been suggested that, in addition to the
MTS locus (9p21), chromosome 9 harbors at least
five different candidate regions for tumor suppres-
sor genes involved in human urothelial neoplasia;
these loci were identified within 9p22-p23 and
Opll-pl3 on the p arm and within 9ql2-ql13,
9q21-q22, and 9q34 on the q arm.">

A gain or loss of entire chromosomes or chromo-
some arms was frequent in pTa tumors; however,
in more advanced carcinomas the tendency to gain
or lose shorter DNA fragments was increased. Ac-
cording to Ried et al.,'® the gain or loss of whole
chromosomes or chromosomal arms can occur
without a pronounced compromise of genetic sta-
bility, and this maintenance of cellular control dur-
ing the early stages of carcinogenesis would allow
the cells to acquire whole chromosome or chromo-
some arm aberrations more easily than regional
copy number changes. In this sense, it is interest-
ing to note that an important number of minimal
consensus regions in our study could be delineated
in a pT3G3 tumor with metastases at the time of
diagnosis. An increased genetic instability in this
advanced tumor could account for the high num-
ber of partial gains and losses observed.

Amplification of the 11q13 chromosome region
is relatively frequent in bladder cancer. In our
study, this amplification was detected in 3 cases,
and, in all of them, loss of the entire chromosome
except for the amplified region was observed (Fig.
1). Amplification of 11q13 accompanied by dele-
tions of distal 11q or loss of the rest of the chromo-
some have also been reported in a study of head
and neck carcinomas using fluorescent in situ hy-
bridization (FISH) and conventional cytogenetics;
furthermore FISH results indicated that break-
points were in close proximity to the amplified re-
gions.!” Altogether, these results may indicate a
mechanistic link between genomic amplifications
and deletions. Moreover, it is interesting to note
that the 11q13 region is flanked by two fragile sites:
FRA 11A at 11q13.3 and FRA 11F at 11q14.2.

In 6 of the 30 tumors, no affected chromosomes
were found by CGH, indicating that genetic aber-
rations, if any, might have been beyond the detec-
tion limit of the CGH method.

Our comparison between CGH and restriction
fragment length polymorphism analysis of 17p
losses revealed that in 5 of the 8 cases in which loss
of heterozygosity at 17pl3 was found, no loss
could be detected by CGH. The discrepancy be-
tween loss of heterozygosity and CGH results can
be explained by the small size of the deletion, be-
yond the limits of resolution of CGH, or by the
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occurrence of uniparental disomy of this region,
which does not give rise to a copy number change.?

To detect genetic changes associated with blad-
der cancer progression, we compared the CGH
findings at different stages and grades (Table I).
Our results agree with those reported in previous
studies.>~7

Although the number of tumors analyzed was
relatively small, the differences were statistically
significant among tumors of different stages and
grades. Gains in 1q and losses on 11p were signif-
icantly more frequent in pT1G2 carcinomas than
in superficial (pTa) tumors, suggesting that these
chromosome regions can harbor genes involved in
bladder cancer invasion. A role for the loss of 11p
has been proposed in the transition from superfi-
cial to invasive TCC in pathway models for bladder
cancer progression.'® Analysis of bladder tumors
by double-target FISH'® indicated an association
between the loss of chromosome 11p and the
ploidy status of the tumor. According to Voorter et
al.,'® underrepresentation of chromosome 11p oc-
curs during tetraploidization or aneuploidization
in TCC of the bladder, and loss of sequences in 11p
is an important step in the development of these
tumors.

In comparison with pT1G2 tumors, pT1G3 tu-
mors revealed a remarkably higher frequency of
gains at 10p and 6p and of losses in 5q, 6q, and 18q.
The frequency of these abnormalities was main-
tained in pT2-pT4 tumors. Simon et al.* reported
that in addition to gains on 8q and 11q13, a high
number of amplifications differentiate pT1G3 tu-
mors from pT1G2 tumors. The activation of poten-
tial oncogenes or the loss of putative tumor sup-
pressor genes at these chromosome locations may
therefore account for the higher risk of progression
of pT1G3 tumors.

In a recent report,” it was found that pTaG3 tu-
mors showed significant differences for 5p+,
20q+, 2q—, 59—, 6q—, 8p—, 10q—, and 18q—
alterations when compared with pTaGl/G2 tu-
mors. According to these investigators, a malfunc-
tion of genes at these loci may contribute to the
development of high-grade urothelial neoplasia.
Interestingly 5q—, 6q—, and 18q— were also de-
tected in our study when comparing pT1G3 and
pT1G2 tumors.

A prognostic relevance of CGH abnormalities
has been suggested in several types of neopla-
sias.!1¢ In our study, neither the total number of
abnormalities nor specific chromosome changes
were related to an increased risk of tumor recur-
rence. However, it is interesting to note that in our
series of tumors, a gain at chromosome 6p22-p23
was detected in the only two tumors with metasta-
sis at diagnosis.

To gain information about genetic changes asso-
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FIGURE 2. Summary of the main chromosome imbalances ([A] gains and [B] losses) related to stage of TCC of the
bladder detected by CGH. Data include results from the present study and from Richter et al.,3> Simon et al.,* Bruch
et al.,® and Zhao et al.” Bladder tumors with a solid growth pattern were not included. All chromosome regions in
this figure, except for 11q, 9p, 9q, and 18q, revealed statistically significant differences between the different
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ciated with invasion, our results were added to re- 274 TCCs of the bladder. Statistical analyses were
cent studies in which CGH was used to screen  restricted to compare bladder tumors with a papil-
chromosomal copy number changes in progressive  lary growth pattern, and only chromosome regions
stages of bladder cancer.>7 The data account for  in which the number or frequency was specifically

UROLOGY 57 (5), 2001 991



indicated by the investigators were taken into ac-
count. Losses of the Y chromosome were not in-
cluded.

A schematic representation of the results is
shown in Figure 2. Except for losses on 9p, 9q, and
18q and gains on 11q, all the chromosome regions
depicted in Figure 2 showed statistically significant
differences among the stages (P <0.05).

These summarized results indicate the follow-
ing:

1. Losses on 9p and 9q and the loss of the Y
chromosome are frequent in bladder tumors of all
grades and stages, and probably occur early in tu-
mor development.

2. Genetic alterations that are significantly more
frequent in pT1 than in pTa tumors include gains
on 1q, 3p, 6p, 8q, 10p, 17q, and 20q and losses on
2q, 5q, 8p, 10q, 11p, 11q, 13q, 14q, and 17p. Most
of these cytogenetic abnormalities can be found
with comparable frequencies in the more deeply
invasive carcinomas.

3. Several alterations were significantly more
frequent in pT2-T4 than in pT1 carcinomas, in-
cluding deletion on 6q and gains on 5p, 7p, 10p,
and Xq. Only 11p and 11q losses decreased signif-
icantly in the more advanced carcinomas.

A gain on 3p was not detected in any of the pTa
tumors reviewed. This genetic alteration could
characterize a subtype of aggressive bladder carci-
nomas that do not arise through progression of pTa
tumors.

CONCLUSIONS

Taken together, these data suggest that several
groups of chromosomal imbalances may be associ-
ated with specific steps in the process of bladder
cancer progression. These genetic changes assume
two different patterns: those that are shared, but
are more intensive in one stage than in the other
(eg, minimally invasive versus superficial stages),
and those that are unique to invasive tumors. Tak-
ing into account their possible importance in the
biologic behavior and clinical outcome of these tu-
mors, additional delineation of these chromosome
imbalances detected by CGH are needed for future
high-resolution genetic localization studies.
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Combination of toluidine blue staining and in situ hybridization
to evaluate paraffin tissue sections

One of the major problems in the study of tumors by
interphase fluorescence in situ hybridization (FISH) is the
cellular heterogeneity of the tumor. FISH on paraffin-embed-
ded tumor tissue sections allows us to analyze copy number
changes [1,2] as well as chromosome structural aberrations
of the tumor cells using interphase nuclei [3]. So far, such
intercellular heterogeneity has been routinely detected
with hematoxylin and eosin (H&E) staining. Pathologists
are used to identify malignant regions of a tissue section by
means of homogenous staining methods. However, these
staining methods do not supply any information about the
status of the candidate genes involved in cancer develop-
ment. Thus, geneticists usually use one section of the series
to perform FISH analysis [4].

Good quality hybridizations are obtained after removing
the toluidine blue dye. We compared the status of cyclin D1
(CCND1I) gene in two transitional cell carcinomas (TCC)
of the bladder previously analyzed by comparative genomic
hybridization (CGH). One of the tumors showed normal
cells in the section, whereas the other showed an increased
copy number of the CCNDI gene (Fig. 1); moreover, we
found good correlation among these results and data shown
by CGH. In the study of solid tumors it is important to
accurately classify the tumor stages by means of morphologi-
cal characteristics, but, in addition, genetic information could
help to determine the stage of some tumors. The usefulness
of this new approach could be of interest for pathologists and
geneticists, because one can analyze simultaneously both
forms of information. Finally, we also recommend this ap-
proach to analyze tissue microarrays [5,6].

In the present study, we report the orthochromatic staining
of nuclei by toluidine blue dye, which stains cells in the
same way as H&E, subsequently followed by FISH analysis
on the same slide. The toluidine blue staining allows the
pathologist to identify malignant cells by their morphology
and to define scoring areas. FISH analysis was performed
using a locus specific probe for the CCNDI gene located at
11q13 and the o-satellite DNA probe for chromosome 11.

Paraffin-embedded tissue sections of 3 um from a TCC
were used to develop this technical approach. Slides were
placed in the oven for 20 minutes at 100°C. After reaching
room temperature, the paraffin was dissolved with three 10-
minute changes of xylene in three different Coplin jars at room

0165-4608/04/$ — see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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temperature. Slides were dehydrated with absolute ethanol
twice for 5 minutes and then air-dried. Prior to enzymatic di-
gestion with proteinase K, slides were placed in a Coplin jar
with HCI 2N for 20 minutes at room temperature. Afterwards,
3 washes withdH,O and 3 with 2x SSC were performed twice.
Slides were treated with a preheated solution of sodium thio-
cyanate 1M (Sigma, St Louis, MO) at 80°C for 30 minutes or
more, depending on the amount of fixative. After washing
once more with dH,O and 2x SSC, 200 mL of proteinase K
(10 mg/mL) (Sigma) were applied over the slide for 12—-15
minutes at 37°C. Slides were placed on a heater plate at 40—
45°C until they were totally dried.

Once the paraffin was removed from the tissue section,
conventional staining procedures were followed. The staining
solution, consisting of toluidine blue O (1g), glacial acetic
acid (1 mL), alcohol 96° (20 mL), and distilled water (100 mL),
was dropped onto the slide and a coverslip was placed above.
Immediately, and without letting the staining solution dry,
a pathologist can look for regions of interest using a conven-
tional microscope (Olympus BX-50; Olympus Corp, Tokyo,
Japan) and mark them on the slide. After this first examina-
tion, slides were placed on a Coplin jar with dH,O for 10—
12 hours. Water was changed three or four times during the
washes. Then slides were dehydrated with an ethanol series
(70% and 85%) for 10 minutes, and in ethanol 100% for
1 hour.

To completely remove the intercellular matrix and ensure
a good quality hybridization, slides were treated with 200 uL.
of RNase (DNase free) (10 mg/ml) (Sigma) for 20 minutes
at 37°C, 2x SSC two 5 minutes washes, and with pepsin
solution (100 mg/mL) (Sigma) in a Coplin jar at 37°C for
5 minutes. Previous to hybridization, formaldehyde/phos-
phate-buffered solution (PBS) post-fixation was performed.
After two washes with 2x SSC, and after drying the slides
on a heater plate, co-denaturation of the slide material and
application of the CCNDI probe (Vysis Inc., Downers
Grove, IL) was performed according to the manufactur-
er’s instructions using a Hybrite (Vysis Inc.). Hybridization
took place overnight in a humidity chamber at 37°C.

Post-hybridization washes were performed by transfer-
ring the slides to a Coplin jar filled with 0.1x SSC/0.3%
NP-40 at 72°C for 2 minutes, and 2x SSC/0.3% NP-40 for
2 minutes at room temperature. Nuclei were counterstained
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Fig. 1. Sequential images of paraffin-embedded tissue sections stained with toluidine blue, DAPI, and hybridized with the probe CCND1 (SpectrumOrange)
and a-satellite DNA for chromosome 11 (SpectrumGreen). Case A: The application of FISH showed amplification of the gene CCNDI. Case B: This image
shows a Von Braun nodule which contains non-carcinoma cells. These data correlated with the normal number of copies of CCNDI shown by FISH.

with4’,6”-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI,
125 ng/uL; Sigma) and 12 uL of Vectashield antifade.
Analysis was done using a fluorescence microscope
(Olympus BX-50) equipped with the appropriate fluores-
cence filter set. At least 200 nuclei were selected for scoring.
Because overlapping nuclei and truncated cells interfere with
accurate scoring of individual nuclei, we scored non-overlap-
ping intact nuclei from low-density cell areas or from the
periphery. Lymphocytes and connective tissue were ex-
cluded. Signals that were less than 0.5 wm apart indicated
dividing cells in S phase and were counted as one.
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ABSTRACT

Although both pTa and pT1 tumors are considered superficial, they also represent a
heterogeneous group of tumors that may differ in their molecular pathogenesis and
pathways of progression. In the present paper, 39 superficially and minimally invasive
bladder tumors were analyzed by conventional comparative genomic hybridization
(CGH). Gains of chromosomes Xp and Xq were the most frequent chromosome
imbalances (41% and 46% of cases, respectively). Losses of 9p, 9q, 5q, 11q and gains
in 19p were detected in more than 20% of all cases. Gains in 1p, 1q, 3p, 4q, 17p, 17q
and 19q appeared in more than 15% of the tumors.

When tumors were classified according to their individualized pattern of gains and
losses, the presence of three groups of tumors can be observed. In the first group gains
predominate over losses. This group contained more than 40% of gains of 1p, 1q, 17q
and 19p. The second group, which is characterized by the predominance of losses, being
the most frequent (more than 50%) the -5q, -8p, -9p, -9q, -10q and -11q. In addition, in
this group the gain of Xq was detected in more than 80% of the tumors. The third group
is characterized by a low number (< 4) of genomic imbalances.

The present data suggest that superficial (pTa and pT1) TCC of the bladder can be
subdivided into a larger number of subclasses than had previously been expected.
Additionally, the present data indicate that even within the group of early stage bladder

tumors, different ways may exist which affects the same cellular functions.



INTRODUCTION

Bladder cancer is the fifth most frequent neoplasm in developed countries. The most
common form of the bladder carcinomas are transitional cell carcinomas (TCC),
accounting for approximately 90% of all cases. TCC of the bladder can be classified
into two categories based on their histopathology and clinical behavior. Approximately
70%-80% of the TCC are superficial, non-invasive papillary carcinomas (stage pTa) or
micro invasive tumors (stage pT1) at initial diagnosis and they are associated with a
high risk of recurrence (70%) following treatment. The remaining 20%-30% of bladder
cancers show muscle invasion at the time of diagnosis (= pT2), have no association with
superficial papillary tumors and are thought to arise from carcinomas in situ (CIS).
Approximately 50% of patients with muscle-infiltrating tumors already harbor or will

develop metastasis (Knowles 1999)

Like other solid tumors, it has been suggested that this morphological heterogeneity
originates from underlying genetics leading to diverse pathways of tumor development
and progression. There are a number of studies indicating that there is considerable
variability in the degree to which bladder tumors are altered at the chromosomal level,
and the spectrum of alterations can vary depending on the grade of differentiation and
the tumor stage.

By means of computer simulations, (Hoglund, et al. 2001b) indicated the presence of at
least two cytogenetic pathways in bladder cancer. The first is characterized by the loss
of chromosome 9, and the second by the gain of chromosome 7. The loss of
chromosome 9 was predominantly followed by -11p and 1g+ and then by -17p. Of the

later imbalances, -10, -15, and -16 were predominantly associated with -9. The gain of 7



was followed by 8p- and +8q, both of which were highly specific for the +7 pathway,
and by -17p. Furthermore, 3p- was a specific late event in the +7 pathway. Although
these events, except for -17p, have the character of being pathway specific, the two well
separated cytogenetic routes converged at subsequent stages as both accrued the
imbalances: -2p, -4p, -5q, +5p, -6q, -18 and -22p. According to these authors, the -9
pathway predominantly leads to Ta-T2 tumors, whereas the +7 pathway leads to T1-T3

tumors.

A comprehensive picture of chromosome imbalances, including a number of previously
unknown genomic alterations such as high level amplifications, has been reported in
TCC of the bladder using metaphase CGH (Hovey, et al. 1998; Kallioniemi, et al. 1995;
Kallioniemi, et al. 1992; Koo, et al. 1999; Prat, et al. 2001; Richter, et al. 1999; Simon,
et al. 1998; Simon, et al. 2000; Zhao, et al. 1999). Although some discrepancies exist,
these studies show that losses of 9p and 9q are frequent in tumors of all grades and
stages. Gains in 1q, 3p, 6p, 8q, 10p 17q and 20q and losses in 2q, 5q, 8p, 10q, 1q, 13q,
14q and 17p are more frequent in pT1 and pT2 tumors. Several alterations such as -6q

and gains in 7p and Xq are more frequent in pT2-T4 tumors.

Chromosome regions previously reported by using conventional CGH and loss of
heterozygosity (Czerniak, et al. 2000; Sengelov, et al. 2000; Tzai, et al. 2003) have also
been confirmed by using array-based CGH (Blaveri, et al. 2005a; Hurst, et al. 2004;
Veltman, et al. 2003). In addition, high resolution mapping of copy number changes in
different stages of bladder carcinogenesis allowed for the identification of alterations in
many small genomic regions, some with high level amplifications or homozygous

deletions (Veltman, et al. 2003).



The molecular discrimination between early stage and invasive bladder cancer has
already been described in previous analyses of pools of bladder tumors of different
stages and grades using expression profiling analysis (Dyrskjot, et al. 2003; Sanchez-

Carbayo, et al. 2003a; Sanchez-Carbayo, et al. 2003b; Thykjaer, et al. 2001).

Although both pTa and pT1 tumors are considered superficial, they also represent a
heterogeneous group of tumors that may differ in their molecular pathogenesis and
pathways of progression. By array expression analysis (Blaveri, et al. 2005b), these
tumors were separated into two groups. One cluster contained only pTa tumors (mainly
low grade), whereas the other contained all of the pT1 tumors (all high grade) and a
subset of pTa tumors (both high and low grade).

In a recent study, significant differences in the FGA (fraction genome altered) have
been identified among tumors of different stages, grades, and patient outcome. Stage
pTa tumors had the lowest levels of alteration, and stage pT1 showed a much higher
overall FGA (Blaveri, et al. 2005a). A subclassification of pTa tumors has also been

described on the basis of their gene expression patterns (Dyrskjot, et al. 2003).

In the present paper, 39 early stage transitional cell carcinomas of the bladder have been
analyzed by conventional comparative genomic hybridization (CGH). Analysis of
chromosome imbalances in superficially and minimally invasive bladder tumors could
add more insight to ascertain those events associated with evolutive patterns in these

tumors.



MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

A total of 39 tumor samples from 37men and 2 women were obtained from transurethral
resection and were included in paraffin blocks. Clinical and pathological data from the
patients are indicated in Table 1. A total of 17 cases were classified as pTa (10 GI and 7
GII) and 22 were pT1 (5 GII and 17 GIII). All specimens were graded according to the
WHO classification and staged according to the TNM system. Interestingly, 12 out of

13 CIS were surrounding pT1G3 tumors.

CGH and FISH

For each tumor sample, DNA was extracted from 4-5 10um paraffin sections using a
Quiagen Kit: QUIAamp® DNA Mini Kit. Before extraction, evaluation by the
pathologist determined that the proportion of tumor cells was higher than 80%. The first
and the last sections were stained with hematoxylin/eosin to ensure the presence of the

tumor in the sections series.

CGH analysis was performed according to the method described by (Prat, et al. 2001).

Paraffin-embedded tissue sections of 3um were used to perform FISH analysis. Slides
were placed in the oven for 20 minutes at 100°C. After reaching room temperature, the
paraffin was dissolved with three 10 minute changes of xylene in three different coplin
jars at room temperature.

After appropriate washes and enzymatic treatment, co-denaturation of the slide material
and LSI Cyclin DI SpectrumOrange/CEP11 SpectrumGreen (Vysis, Inc.; Downers

Grove, IL) was performed according to the manufacturer’s instructions using a Hybrite



(Vysis, Inc., Downers Grove, IL). Hybridization took place overnight in a humidity
chamber at 37°C.

Post hybridization washes were performed according to manufacturer’s protocols.
Nuclei were counterstained with 4°,6’-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI, 125 ng/pl) (Sigma) and 12 pl of Vectashield antifade.

Scoring of fluorescence signals was carried out in each sample by counting the number
of single copy gene and centromeric signals; amplification was defined as the presence
(in >5% of tumor cells) of either >10 gene signals or more than three times as many
gene signals as centromere signals of the chromosome. Gains were defined as the

presence of three signals or more.

Statistical analysis

To analyze the possible patterns of correlated imbalances, principal component analysis
(PCA) (Affifi and Azen 1979) was performed. Principal components were extracted by
a stepwise procedure in which the first component always explains the greatest amount
of variance. The second component is that extracted from a residual matrix. Imbalances
were plotted in relation to the first two principal components, which explained 23.8%

and 18.7% of the total variance.

RESULTS

The CGH results of the 39 tumors analyzed are shown in Table 2. The total number of
imbalances per tumor ranged from 0 to 17. On average, 6.41 alterations were found per

tumor: 3.58 gains (range 0 to 13), 2.84 losses (range 0 to 13).



Gains of chromosomes Xp and Xq were the most frequent chromosome imbalances
(41% and 46% of all cases respectively). Losses of 9p, 9q, 5q, 11q and gains in 19p
were detected in more than 20% of the cases. Gains in 1p, 1q, 3p, 4q, 17p, 17q and 19q
appeared in more than 15% of the tumors.

Amplifications were detected at 11ql13 (one tumor), 12ql4ql5, 12q24.2q24.3 and
19p13.2pter (one tumor in each one). The status of the cyclin D1 gene (11q13) was also
analyzed by FISH, detecting amplification in 5 tumors; only one of them (Case U-31)
had shown amplification at 11q13 by CGH; four (Cases U26, U28, U31, U37) had
shown normal CGH profiles, and one case (U20) had shown gain by CGH.

In the remaining 34 cases, both CGH and FISH analysis showed normal CCND1 gene
dosage.

A significant increase in the number of detectable aberrations in relation to stage-grade
of the tumors was not observed: pTa Gl tumors had, on average, 3.8 gains and 1.8
losses, resulting in a total of 5.6 aberrations per tumor. This average was 4.71 (3.4
gains, 1.2 losses) in pTaG2 tumors; 7.2 (3.4 gains and 3.8 losses) in pT1G2 and 7.35
(3.5 gains and 3.7 losses) in pT1G3 tumors. Whereas gains predominated over losses in
pTa tumors, the relation between gains and losses was similar in pT1 carcinomas
(Figure 1A). However, when tumors were classified according to their individualized
pattern of gains and losses (Figure 1B), it was observed that the distribution of both
types of imbalances was not homogeneous showing two well separated groups, one
characterized by gains and the other by losses. An intermediate group with few
imbalances (<4) was also observed. The presence of three groups of tumors can be
observed in Table 2 where tumors are ordered according to their pattern of gains and

losses.



In the first group (Tumors U-12 to U-23 in Table 2), gains predominated over losses.
Thirteen tumors are included in this group: 6 pTa/G1G2 (6/13, 46%), 2 pT1G2 (2/13,
15%) and 5 pT1G3 (5/13, 39%). This group contained more than 40% of gains of 1p,
1q, 17q and 19p.

The second group, which is characterized by the predominance of losses, included eight
tumors (U-16 to U-38 in Table 2): 2 pTa/G1G2 (2/8, 25%), one pT1G2 (1/8, 12.5%)
and 5 pT1G3 (5/8, 62.5%). This group showed more than 50% of losses of 5q, 8p, 9p,
9q, 10q and 11q. In spite of the low number of gains observed, a gain of Xq was
detected in more than 80% of the tumors.

The third group (Tumors U-20 to U-10 in Table 2) is characterized by a low number (<
4) of genomic imbalances. In this group, 50% (9/18) of the tumors were pTa/G1G2,
11% (2/18) T1G2 and 39% (7/18) were pT1G3. This group comprised tumors that
showed chromosome imbalances typical of the tumors of the first or second group (i.e.

+1p and +3p, commonly found in the first group).

The principal component analysis also showed the presence of two subgroups in bladder
tumors with complex karyotypes (Figure 2). The first component included losses of
chromosome arms 11q, 8p, 10q, 9q, 5q, 9p, 2q and gains of 8q. The second component
included only gains affecting 1p, 17q, 19q, 19p, 17p and 1q. These two components

explain 42.5% of variability between cases.

DISCUSSION
Bladder cancer consists of a heterogeneous group of tumors that differ in grade and
stage according to clinical characteristics. In the present study, the chromosome

imbalances shown in 39 paraffin-embedded, papillary transitional cell carcinomas of the



bladder were analyzed. Conventional CGH was used to dissect the spectrum and
frequency of alterations in bladder cancer and to classify different subsets of tumors
according to their genomic imbalances (Figure 1B).

This study confirmed chromosome imbalances. The majority of the chromosome
imbalances have already been reported by other authors (Prat, et al. 2001). Whole
chromosome or partial gains affecting chromosome X represented a frequency of above
40%. Chromosome bands Xpl1-13 and Xq21-22.2 had already been described as
probable locations of oncogenes with relevance for bladder cancer(Richter, et al. 1997;
Zhao, et al. 1999). Unfortunately, recent studies of bladder cancer using CGH array
discard the sexual chromosomes due to misinterpretations. Deletions of 9p and 9q are
the most frequently deleted regions in papillary bladder tumors. Recent CGH array data
have suggested that clones at 9p21 might be the pinpoint of a candidate gene to act as
tumor suppressor genes in bladder cancer (Blaveri, et al. 2005a). The loss of the whole
chromosome 9 or specific cytobands is thought to be one of the initial events in bladder
carcinogenesis (Hoglund, et al. 2001b). Our results are in agreement with the initiation
of bladder cancer with the loss of chromosome 9, showing imbalances affecting this
chromosome in pTa and pT1 TCCs.

Alterations at chromosome 11 have been described by other authors. Deletions at
11g23qter were represented by 20% of the cases. Sometimes the loss of chromosome
11q was accompanied by the high-level amplification of CCND1, identified by FISH.
High-level amplifications at 11q13 have been repeatedly found in bladder cancer by
comparative genomic hybridization. Earlier studies on CCND1 found 11% to be
amplified by FISH (Sauter, et al. 1993) and by Southern blot (Bringuier, et al. 1996).

Our FISH results confirm the above mentioned data, indicating an amplification of the



CCNDI1 gene in 12.8% of the tumors; this level is higher than that obtained by CGH

analysis in the same tumors (2.5%).

PCA analyses of the 39 carcinomas revealed the presence of specific combinations of
alterations. In general, the most frequent chromosome imbalances detected by CGH
were defined according to the statistical parameters. We have identified two
components that explain more than 40 per cent (42.5%) of the total alterations of the
tumors analyzed. These two components described are differentiated because the first
component was mostly represented by chromosome losses while the second component
was mostly represented by chromosome gains. The chromosomes involved in these two
components were represented in the groups of bladder tumors we classified according to
the CGH results.

In general, three groups of bladder TCC were described according to the quantity and
quality of the chromosome alterations. Therefore, one group of tumors mainly
represented by chromosomal gains was described, another group was mainly
represented by chromosome losses, and a third group had a minor quantity of changes.
In agreement with our classification, (Blaveri, et al. 2005a) classified bladder TCC
according to its altered fraction of genome and suggested that some bladder tumors
evolve by mechanisms that imply little chromosomal changes, whereas others undergo
marked chromosomal alterations. Among tumors with little chromosomal changes,
some of them showed chromosome imbalances commonly found in the group of losses
or in the group of gains alternatively, suggesting that these tumors may evolve to
accumulate more losses or gains during carcinogenesis. It has been demonstrated that
early aberrations to a large extent determine the spectrum of subsequent, late

aberrations. This indicates that different modes of chromosomal evolution may be



initiated at an early stage of tumorigenesis, leading to an accumulation of chromosomal
abnormalities along distinct pathways(Camps, et al. 2004; Hoglund, et al. 2005;
Hoglund, et al. 2001a; Hoglund, et al. 2001b). In fact, thorough statistical analysis of
karyotypic patterns have demonstrated that most tumors show at least two distinct
evolutionary routes, one characterized by genomic losses, and the other by genomic
gains(Hoglund, et al. 2005). In both pathways, the driving forces behind the karyotypic
profiles are likely to be associated with some type of chromosome instability (Camps, et

al. 2005).

In summary, our results confirm those from the literature and suggest that superficial
(pTa and pT1) TCC of the bladder can be subdivided into a larger number of subclasses
than had previously been expected. Additionally, the present data indicate that even
within the group of early stage bladder tumors, different ways may exist which affects

the same cellular functions.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. (A) Chromosomal imbalances by tumor stage and grade. (B) Schematic

diagram of gains and losses.

Figure 2. Distribution and association of the chromosome imbalances according to the

component 1 and component 2.



TABLE 1

Case Age/Sex Stage/Grade S/M CIS Recurrences (months Survival

uU-2 48/3 TaGl S - NO >6 years

(15) TaG2 ; (10) TIG1 ; (13); (8)
TaG2 ; (14)

uU-4 68/3 TaG1 S >7 years

U-6 68/3 TaG1 >6 years
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U-12  66/3 TaG2 S + (4) T?G2; (60); (8) >7 years

uU-14 67/8 TaG2 S - 12) TxG3; (10) T?G3; (30 >6 years

U-16  55/8 TaG2 S - NO ?

u-18  73/8 T1G2 S + NO >41 months

U-20 60/3 T1G2 S - (10) TxG2; (17); (9) TxG2; (6); (7 54 months

u-22  60/8 T1G2 NO >5 years

U-24  54/38 T1G3 S >6 years

U-26  40/38 T1G3 ?
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U-28 62/8 T1G3 >6 years
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U-30 63/8 T1G3 >7 years
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u-32 72/8 T1G3 S >6 years

U-34  63/8 T1G3 M + (31)TaGl >7 years

U-36  44/8 T1G3 + NO >7 years

U-38  54/38 T1G3
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>42 months



TABLE 2

Case SIG Gains Losses

U-12 | pTaG2 | 1p32pter,1q21qter,5q34qter,12q22qter,15q22q24,16pterq13,16q23qter,17p12q12, | 2q36q37
12q924.2924.3,19p13.3,20q,21q22,22q12

U-8 pTaG1l | 1p32pter,2p25,2q37,11q13,12924,16,17,19,20q,21,22,Xq21,Xq26qter 3p12,5q14923,13q32

U-25 | pT1G3 | 1p32pter,1q43,2p24pter,2q36qter,9q34,11q12q13,16p13.1pter,17p13,19p13.2pter | Sp15.2q23
,19.22)Y

U-3 pTaGl | 1p34.2pter,4pl16,4p11q24,7ql11,17pterql12,19,Xpterq25,Y 5pl15,6p22,11923,12p12

U-27 | pT1G3 | 1q43qter,4p15.2921,5q11.2q12,7p21pter,7q11.2,10p11.2p00,19 7933935,9921931,10924925,16922q23

U-5 pTaG1 | 1p32pter,19q25q42,3p26,9q34,12q24.1,14q924qter,17q,Xp22.1pter Y

U-29 | pT1G3 | 1921q24,1931932,2p14p15,7p15,8921.3923,17921 9p13p23

U-19 | pT1G2 | 2q937,5927,9q934,17p,19p,20q13.2q13.3 4926927,12q15

U-21 | pT1G2 | 5pldpter,10p11p12,19p,20,Y 5q34,9,11

U-17 | pTaG2 | 1p36.2pter,16p13.2pter,X,Y

U-26 | pT1G3 | 1p32pter,17q11.2q12,19,Xp22 2pter

U-13 | pTaG2 | 3p26,3928,9p21pter,Xq21q22 Y

U-23 | pT1G3 | 1931,4900g31.3,X 1p36.1pter,16,Y

U-20 | pT1G2 | 3p24p26,6p25,11q13

U-33 | pT1G3 | 3p25pter,4g21 5q32qter

U-35 | pT1G3 | 1p36.2,9q34

U-34 | pT1G3 | 3p26,Xq21

U-11 | pTaG2 | 1q42 Xq00q13

U-7 pTaGl | X 14g31

U-1 pTaGl | Xpl1.3g25

U-28 | pTIG3 | X

U-2 pTaGl

U-24 | pTIG3

U-6 pTaGl

U-30 | pT1G3

U-14 | pTaG2 Y

U-4 pTaGl | 8g24.1qgter Y

U-18 | pT1G2 9p23p24,Y

U-36 | pT1G3 | X 2q12q22,Y

U-15 | pTaG2 | 15 9,Y

U-10 | pTaGl | 3p21,Xq 9,13922q31




U-16 | pTaG2 | 6p21 12q15,18q22,21g21

U-39 | pT1G3 | 4q12q13,8q24.3,19p,X,Y 2p23p24,2922,9p,9931q32,11922q23

U-9 pTaG1l | 4pl1ql3,19p,X,Y 2p21p24,8p23,11923,12p12,13931,14924q31

U-31 | pTIG3 | 7q11.q22,8q13qter,11913,12q14q15,17p12pter,Xpterq23 4p15.3p15.1,4922qter,5q33q34,6p12,692 1qter,8p21p22,9p13,9931,13g21931

U-22 | pTIG2 | 14q13,X,Y 4p15.3,5q31qter,7q34q35,8p22p23,10p13p14,10925,11p15,11923924,13q31,14931,17p
12,18q12.3qter

U-37 | pT1G3 | 7q11,8q00q21.3,19,X,Y 2p14p24,2q21,4p15.1p15.2,5q12q13,6q25,7q31q35,8p21p22,9p12q23,10q25,11923,14q
24,1524

U-32 | pT1G3 | 5q11.2p13,10p12,Xp21q25 2p24p23,3p13p14,3q32q33,5q34,6q24.1q24.2,8p12p22,9p12p22,9931q33,10q24q26,11q
23q24,15q23q24,17p12,18q21q22

U-38 | pT1G3 | 4q00921,X 1q31g41,2q12q14.3,5q23qter,6q25,7p12p14,7q32q35,9p12,10925,11923,12p12,12q24.1

q24.2,15924925,Y
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ABSTRACT

In order to define genetic changes associated with multifocal bladder cancer and to
investigate the clonal genetic relationship between synchronous tumours, comparative
genomic hybridization (CGH) was applied to study 8 synchronous urothelial tumours
from 3 patients and macroscopically different parts of the same tumour from two other
patients.

The CGH profiles obtained from independent tumours belonging to the same patient
allowed us to elaborate cytogenetic pedigrees portraying the accumulation of
chromosome alterations as a form of clonal evolution from a single precursor cell. In
some cases, this clonal relationship was even higher than the observed between

macroscopically different parts of the same tumour.



INTRODUCTION

Around 30% transitional cell carcinomas (TCC) of urinary tract are found as multiple
tumours at the time of diagnosis. Concerning the origin of these multiple uroepithelial
carcinomas, there are two hypotheses. One is the field disease theory in which the entire
epithelium is tumour prone in the sense that multiple polyclonal primary lesions are
likely to emerge from it, either synchronously or metachronously (Yao and Rubin,
1994). The alternative monoclonal theory presupposes that the multiple tumours are
descendants of a single, genetically transformed cell spreading throughout the
urothelium (Sidransky et al, 1992). To explain the clonal spread, it has been suggested
that tumour cells could be released by the primary tumour and seeded in the urine with
secondary implantation at different sites of the urothelium. Alternatively, malignant
cells could migrate continuously throughout the epithelium (Harris and Neal, 1992).

The majority of studies investigating multifocal urothelial lesions have demonstrated a
monoclonal origin. Sidransky et al. (Sidransky et al, 1992) showed that all tumours
from a single patient with multifocal disease revealed the same X chromosome
inactivation pattern. The same results were obtained by Li and Cannizzaro (1999) (Li
and Cannizzaro, 1999) in a study of 35 low grade non invasive urothelial tumors from
ten female patients. Similarly, studies of allelic losses at multiple marker sites have also
demonstrated a monoclonal origin (Louhelainen et al, 2000; Takahashi et al, 1998). In
addition, mostly identical TP53 as well as FGFR3 mutations have been detected both in
synchronous and metachronous tumours (Dalbagni et al, 2001; van Tilborg et al, 2000).
Clear evidence of a clonal relationship (CR) between multifocal bladder tumours has
been reported by G-banding and CGH analysis. A highly similar pattern of chromosome

abnormalities was detected in a cytogenetic study of six cases of multifocal bladder
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cancer (Fadl-Elmula et al, 1999). More recently, Simon et al.(Simon et al, 2001) found
a close genetic relationship among all the tumours of a particular cystectomy specimen
in six cases of multifocal cancer. These authors suggested lateral migration of tumour
cells as a possible mechanism for the spread of a neoplastic clone throughout the
urothelium.

Contrary to that stated above, there are several studies indicating that field cancerization
contributes to urothelial carcinogenesis as well, leading to oligoclonal or polyclonal
tumours (revised in (Duggan et al, 2004; Hafner et al, 2002). The majority of the
studies that found a significant number of patients harboring oligoclonal tumours
focused on combined tumours of the upper and lower urinary tract (Takahashi et al,
2001), suggesting that oligoclonality might be more frequent in these types of
multifocal tumours. On the other hand, studies of early lesions such as multiple
hyperplasia and dysplasia also revealed evidence of oligoclonality (Hartmann et al,
2002; Yamamoto et al, 1999). According to these data, it has been suggested that
oligoclonality might be more frequent in precursor lesions and early stage tumours than
in advanced carcinomas, and that an initial oligoclonality is replaced by secondary

pseudomonoclonality during tumour progression (Hafner et al, 2002).

In the present study, the sequential chromosome imbalances are characterized by means
of CGH analysis to determine whether multifocal synchronous bladder tumours are
truly monoclonal. Eight tumours from 3 patients were investigated and results were
compared to those from macroscopically different parts of the same tumour from two

other patients.



MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

A total of 13 samples from 5 patients (A to E) were analysed. Histopathological analysis
demonstrated an apparent multicentricity in two cases. Thus, three and two
macroscopically different lesions in patients A and B corresponded to different regions
of a solitary tumour. Both cases are used as a control to assess monoclonality.

Samples were taken from three and two macroscopically different parts of the same
tumour in patients A and B, respectively, from three independent synchronous tumours
each from patients C (Cl1, C2, C3) and D (D1, D2, D3), and two independent
synchronous tumours in case E (E1, E2). All tumours were TCCs affecting the bladder
wall except patient A’s tumour which affected the renal pelvis.

The specimens were frozen immediately after surgical removal and stored at —80°C until
analysis. Portions of each sample were examined by a pathologist to confirm the
presence of the tumour, evaluation of tissue morphology, and staging. Tumour
specimens were graded according to the WHO classification and staged according to the

TNM system(Eble et al, 2004).

DNA Extraction

High molecular weight DNAs were extracted from tumour and leukocyte samples
according to a method described elsewhere (Sambrook et al, 1989) with minor
modifications. Briefly, frozen tumour tissues were powdered in chilled liquid nitrogen
and homogenised in 100mM NaCl, 10mM Tris HCI, 25mM EDTA, and 0.5% SDS, pH
8.

Leukocytes were isolated after discarding blood plasma and lysed erythrocytes. DNA

was extracted, both from tumour tissues and blood cells, with phenol / chloroform /



isoamyl alcohol after proteinase K digestion.

Comparative Genomic Hybridisation.

CGH analysis was performed according to the method described by Prat et al.
(2001).(Prat et al, 2001) Normal and tumour DNA were labelled with Spectrum Green-
dUtp and Spectrum Red-dUTP by nick translation using a commercial kit (Vysis,
Downers Grove, IL). Subsequently, equal amounts of normal and tumour labelled
probes (500 ng) and 10 pg of Cot-1 DNA were coprecipitated using ethanol. The
precipitated DNA was dissolved in 12ul of hybridisation buffer and denatured at 74°C
for 8 min. Normal metaphase spreads (Vysis, Downers Grove, IL) were denatured for 5
min at 74°C and hybridised with the DNA mixture in a moist chamber for 2 to 3 days.
Slides were washed according to the protocol supplied by the manufacturer.
Chromosomes were counterstained with 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), resulting

in a G band-like pattern that was used for chromosome identification.

Statistical analysis

The degree of CR between synchronous tumours of the same patient was assessed
according to a modification of the statistical model of Kuukasjérvi et al. (Kuukasjarvi et
al, 1997). According to this modification, paired synchronous tumours of the same
patient were compared.

Hierarchical cluster analysis was applied between the presence or absence (binary
independent variable) of imbalances in chromosomes, and the samples A1, A2, A3, B1,
B2, C1, C2, C3, D1, D2, D3, El and E2 (categorically dependent variable). The
Kulczynski 2 similarity index was used to calculate the distance between any two

samples. Agglomerative hierarchical cluster analysis was performed using the method



of complete linkage (SPSS, Inc.; Chicago, IL).
An exhaustive CHAID (Chi-Square Automatic Interaction Detection) algorithm was
also performed to rationalize with statistical significance (p < 0.05 and SPSS Exact

Tests for small samples) how imbalances determine the categories of different patients

(SPSS Inc.; Chicago, IL).



RESULTS

Genetic changes were detectable by CGH in all samples studied. CGH analysis was also
able to distinguish different subclones corresponding to different parts of the same
tumour in cases A and B. On average, all 13 samples investigated showed 14.7
chromosomal changes (range 1-32).

The most frequent imbalances detected in the present study were gains of chromosome
1q (8/10 tumours), 2p (7/10), 17q (5/10), and losses in 4q (7/10). In general, gain
abnormalities appeared more frequently than losses. Amplifications were seen at: 8pl2
(in one tumour of patient C), and 17q23qter (in one tumour of patient E). When
analyzing different macroscopic regions of solitary tumours A and B, amplifications
were observed at 3p21pter in all subclones of patient A’s tumour, and at 6p12p22 and
6922 in all subclones of patient B’s tumour. Chromosome regions 7pl3pter and

7q32qter were amplified only in the B1 subclone.

By comparing CGH ratio profiles acquired from the samples belonging to the same
case, it was possible to elaborate individual cytogenetic pedigrees reflecting the
accumulation of genetic changes during tumour development. Taking a theoretical
precursor cell population (X0) as a starting point, additional clones (X1—Xn) were
distinguished based upon the highest number of identical chromosomal aberrations in
addition to the precursor clone. This method was applied to describe chromosome
evolution in different subclones of the same tumour (cases A and B) (Fig 1a) as well as
in independent tumours of the same patient (cases C, D, E) (Fig 1b). All tumours
derived from the same patient shared a set of 1-16 alterations. Additional changes were

found in individual tumours or subsets of tumours.



During the evolution of multiple bladder tumours, or in different parts of the same
tumour, expansion of existing chromosome imbalances was detected. For example, in
case B, the particular gains of Spl4pter and 622 present in subclone B2 became a gain
of the whole 5p arm and a gain of 6q16q24, respectively, in subclone B1. Other
expanding chromosome regions of gain or losses were detected in different subclones of
tumour A (+19p13—+19p, -12p21—-12p2lpter) as well as when comparing
independent tumours of the same patient in cases: C (+2p2l1—+2pterq2l), D
(+2p24—+2p, +16p12—+16p12q21) and E (+7p22pter—+7p).

It was also observed that chromosome region 7q35qter, which appeared as a gain in one
subclone (B2) of patient B’s tumour, amplified in the other subclone (B1) of the same
tumour. In case C, all tumours showed a gain of 8p12, but C1 had an amplification of

this region.

The degree of CR between paired samples of tumours from the same patient was based
on a probabilistic model initially developed to assess CR between primary tumours and
their corresponding metastasis (Kuukasjarvi et al, 1997). Applying this method, we
found CR values =1 in all paired samples except when comparing samples with a small
number of imbalances: A2, C3 and D1 with their corresponding counterparts. In these
cases the CR value was between 0.8 and 0.9999. Interestingly, the CR value between
samples E1 and E2 was higher than that obtained when comparing different subclones

of the same tumour: A1/A2, A1/A3, A2/A3 and B1/B2.
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DISCUSSION

In this study, CGH was used to define genetic changes associated with multifocal
bladder cancer and to investigate the clonal genetic relationship among synchronous

tumours.

The CGH analysis of the different macroscopic parts of the same tumour (cases A and
B) was able to detect different subclones, and this allowed us to confirm clear
intratumour heterogeneity and to delineate the intratumour clonal evolution (Figure 1a).
We also detected evolution from gains of a chromosome region in some tumour areas to
amplification of the same chromosome region in other area of the same tumour.

In cases A and B, histopathological analysis confirms that the macroscopically apparent
multicentricity is the result of local invasion. However, and taking into account that in
both tumours the macroscopically different regions appeared connected by abnormal
mucosa, a possible independent origin and a posterior union of different tumours can

not be discarded.

As well as having been observed in different parts of the same tumour, comparison of
CGH profiles obtained from independent tumours belonging to the same patient allowed
us to elaborate cytogenetic pedigrees portraying the accumulation of chromosome
alterations as a form of clonal evolution from a single precursor cell (Figure 1b). This
CR was also confirmed by the mathematical analysis described by Kuukasjdrvi et
al.(Kuukasjarvi et al, 1997). Interestingly, the two tumours from case E showed a higher
CR than different forms of the same tumour (cases A and B). Applying the hierarchical
cluster analysis, different forms of the same tumour and independent tumours of the

same patient were grouped separately as different clones (Figure 2). According to this
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analysis, the most closely related forms correspond not only to the different parts of the
same tumour, but also to independent tumours (case E). Those tumours with few

chromosome imbalances showed a more distant relation.

The majority of chromosome changes detected in the present study correspond to those
found in high grade stage singular bladder cancer (Prat et al, 2001; Richter et al, 1998).
It is interesting to note the absence of losses in chromosome 9q (only present in 1/10
tumours) as well as gains in 8q (only present in 2/10 tumours) in spite of the fact that
such changes are common in bladder carcinomas. These results contrast with the high
frequency of chromosome 4q losses observed in our series. This chromosome
imbalance has been detected as a frequent chromosome change in TCC cell lines
(Williams et al, 2005) and in high grade invasive primary tumours (Simon et al, 2000).
The high number of chromosome imbalances (14.7 on average) detected in the present
report agrees with a previous CGH study of multiple bladder tumours carried out by
Simon et al.(Simon et al, 2001). These authors suggested that a high level of
chromosome instability could be characteristic of multicentric bladder tumours. Our
results confirm this hypothesis.

Our results showed an expansion of chromosome gains and losses between different
tumours of the same patient as well as in different forms of the same tumour. In a study
carried out by van Tilborg et al. (2000) expanding existing LOH has been observed
between metachronous clonally related tumours. These authors suggested a model in
which losses of heterozigosity are caused by an increased rate of mitotic recombination.
When recombinations occur frequently this leads to an expansion of the region of loss
of heterozigosity without gain or loss of chromosome segments. It appears that

expanding chromosome unbalances such as the observed in our study could be better
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explained by subsequent cycles of chromosome breakage beginning near the
centromeric region and extending to telomere regions as it has been proposed by

Gisselsson et al.(Gisselsson et al, 2001).

One of the most interesting pieces of data of the present study came from the presence
of several chromosome imbalances that are so characteristic that allow us to
differentiate patients (Figure 3). Thus, the classification tree performed with an
exhaustive CHAID algorithm (see statistical methods) reveals that the presence of gains
on 6p or 9q and 20p are basic changes present in all subclones of tumours B and A,
respectively. Gains of 7p or 7q are present in all tumours of case E and a gain of 8p is
present in all tumours of case C. The existence of basic changes present in all tumours
of the same patient could be valuable information to clinical follow-up and diagnosis of
recurrences in order to search for this specific anomaly by FISH in urinary samples. On
the other hand, it has been hypothesized that identical genetic alterations in later stages
of tumour development could reflect the monoclonal occurrence of multiple tumours, as
well as dominant overgrowth of malignant tumour cell clones (Hafner et al, 2002). In
the present study, the most closely related tumours correspond to TaG2 from case E.
Moreover, the presence of basic chromosome imbalances which discriminate among
patients does not support this hypothesis, because all of the tumours from the same
patient share an early and characteristic chromosome imbalance revealing a true

monoclonal origin.

Our results provide new evidence of a clonal relationship among independent tumours
of the same patient, and that this clonality is in some cases higher than or at least as high

as that observed among different forms of the same tumour. Clonal origin of multifocal
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tumours of the bladder and upper urinary tract would have a significant impact on the
evaluation and design of effective treatments and the prevention of recurrence and

progression to more invasive tumours.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. (a) Cytogenetic relationship between subclones of tumours A and B. Numbers
indicate each sample analysed. (b) Cytogenetic relationship among different
synchronous tumours from patients C, D and E. Patients and tumours are indicated by
capital letters, and numbers indicate each tumour of the same patient.

Amplifications are in bold.(*) Chromosome regions which were gained in one sample

and amplified in another sample. Expanding imbalances are inside circles.

Figure 2. Hierarchic cluster showing the similarity between the analysed samples.

Figure 3. Classification tree showing the imbalances which determine the different

categories of the patients.
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Common Pattern of Unusual Chromosome Abnormalities in
Hereditary Papillary Renal Carcinoma
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Antoni Gelabert, and Rosa Mird6

ABSTRACT: In this study we have summarized cytogenetic and comparative genomic
hybridization (CGH) results, mutation analysis of the MET gene, and immunohistochemistry
results of tumors from three patients of a same family affected by hereditary papillary renal
carcinoma (HPRC). All of three patients showed a germline mutation in the tyrosine kinase
domain of the MET proto-oncogene and developed bilateral and multiple papillary renal
tumors. DNA mutation analysis showed an increase of dosage of the mutant allele in all cases
but in tumors of one patient. Surprisingly, immunohistochemistry analysis revealed
expression of MET protein only in tumors from the same patient, where it appeared a discrete
reactivity.

Cytogenetic analyses revealed the presence of a trisomy or tetrasomy of chromosome 7 in all
tumors analyzed. In addition to other chromosome alterations typically found in papillary
renal carcinomas (PRC), we have detected a t(2;15)(q13;p11) in two different tumors from
one patient (III-3). Moreover, the same pattern of autosomal trisomies (+7, +12, +13, +17)
was detected by CGH analysis in two tumors of different patients. Our results confirm those
from other authors suggesting that the genetic predisposition of HPRC might condition the

acquisition of genomic alterations in specific chromosomal regions.

INTRODUCTION

Papillary renal carcinomas (PRC) of Type I are
characterized cytogenetically by chromosomal
trisomies/tetrasomies, most often including
chromosomes 7 and 17, and the loss of
chromosome Y. Additional 3,12,16 and 20
trisomies may appear in association with a more
aggressive behavior of the tumor [1]. These
common imbalances also have been detected by
CGH, in addition to overrepresentation of 5q and
losses of 1p, 4q, 6q, 9p, 13q, as well as losses of
chromosomes X and Y [2,3]

Hereditary papillary renal carcinoma (HPRC) is
a familial cancer syndrome characterized
predominantly by Type 1 PRC. Renal tumors in
these patients show an involvement of a common
chromosome region, namely 7q31[4]. Common
gain of chromosome 17 and complex
chromosome imbalances have been reported in a
CGH study of two HPRC families [5].

Germline and somatic mutations in the MET
proto-oncogene (located at chromosome 7q31)
have been identified in both hereditary and
sporadic PRC[6,7]. The MET proto-oncogene
encodes the tyrosine-kinase receptor for
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hepatocyte growth factor/scatter factor. Mutations
of this gene identified in HPRC activate the MET-
receptor function, causing its constitutive
activation and cell transformation [8]. The MET
protein, barely detectable in tubular cells of the
normal adult kidney, is overexpressed in a high
percentage of PRC [9]. This suggests that MET-
receptor expression is required for the
development of these tumors. Jeffers et al [8], in
biochemical and a biological assay also observed
that tumorigenesis by MET is quantitatively
related to its level of activation. Moreover, the
existence of a non-random duplication of
chromosome 7 bearing the mutated MET gene in
HPRC, suggesting that this is necessary in
tumorigenesis [9,10] has been demonstrated in the
literature.

Herein is presented a summary of cytogenetic
and CGH results, mutation analysis, and
immunohistochemistry results of tumors from
three patients of the same family affected by
HPRC.



MATERIALS AND METHODS

Family history

Normal kidney and tumor tissue samples were
obtained from three members of the same family,
two brothers (III-3 and III-5) and a first cousin
(I1I-17) affected by HPRC. The three patients
presented multiple, bilateral PRC. Pedigree of the
family, as well as cytogenetic characterization of
tumors from two members (III-5 and III-17), was
reported previously [4]. Soon thereafter Schmidt
et al.[6] determined a germline mutation G3906A
(V1238I) in exon 19 of the tyrosine-kinase
domain of the MET proto-oncogene in this family.

Tumor Samples

All tumors analyzed were macroscopically well
differentiated. Each specimen was divided in two
parts, after surgery and assessment of a
pathologist, one for cytogenetic analysis and the
other one for CGH and DNA mutation analysis.

Cytogenetic analysis

Two primary tumors from the third member of
this family (II-3), as well as normal kidney
tissue, were obtained prior to any radiation
treatment or chemotherapy. Cell cultures and
chromosome analysis were performed as
previously described.[11] The International
System for Human Cytogenetic Nomenclature
(1995)[12] was used to describe normal kidney
and tumor karyotypes.

Comparative Genomic Hybridization

Two tumors of patient III-3, one of patient III-5
and five of patient III-17 were analyzed. CGH
analysis was performed according to the method
described by Prat et al.[13].

Tumor mutation analysis

Tumor DNA samples from patients were analyzed
for mutation at exon 19 of the tyrosine-kinase
domain of MET proto-oncogene using a
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Polymerase Chain Reaction (PCR). Primer
sequences are available from the authors.
Reactions were performed in a final volume of 25
pl, containing 100ng of genomic DNA, 0.5uM of
each primer, 3mM MgCl, 160 uM dNTP mix,
I1XPCR Taq polymerase buffer and 1U of Taq
polymerase. PCR conditions were as follows: one
cycle of 95°C for 7 min; 40 cycles each of 95°C
for 30s, 65°C for 45s, 72°C for 45 s and a final
cycle of 72°C for 7 min. Each reaction was
repeated three times in different experiments.
PCR products were directly sequenced after being
purified using an ABI373 a Stretch sequencer.
Automatic sequences (forward and reverse) were
performed.

Immunohistochemistry

Normal kidney and tumor samples were fixed in
10% buffered formalin, paraffin-embedded,
sectioned at 4um, mounted on = 3-
aminopropyltriethoxysilane-coated ~ slides, and
dried overnight. In each case, all available
haematoxylin and eosin-stained sections were
reviewed, and a representative block was chosen
for further studies.

Each specimen was subjected to a standard
immunohistochemistry methodology. Epitope
retrieval was allowed by dipping tumor-sectioned
slides in 0.21% citric acid in PBS in a pressure
cooker.

Specimens were incubated with C-12 Anti MET
(Santa Cruz), rinsed with PBS and incubated with
a biotin-conjugated goat antirabbit IgG. After
washing with PBS, sections were incubated with
peroxide followed by an antibiotin. Slides were
washed with PBS, exposed to DAB and
contrasted with HE.

C-MET expression was identified by a brown
coloration in the cytoplasm and/or membrane of
cells in select fields with optimum staining quality
in the sections.

Table 1. Summary of results obtained by G-banding karyotype and CGH.

Casen® Tumor G-Banding karyotype CGH
-3 LI 49-50,-X[2],-Y[221,4(2; 14)(a37:q22)[3]:+7x2[22],(8;19)(q1 3;q13.3)[3]+12[22],  TeV ish enh (7,12,13,17), dim (X,Y)
+13[22],+17[221,4(15;17)(p1 1;q2 D[61,4(2;15)(q1 3;p1 D)[5][cp22]
L2 46-50,X,-Y[20],+7x2[18],+12[20],+13[201,4(2;15)(q13;p1 D[9],+17[18][cp20]  rev ish enh (7,12,13,17), dim (X,Y)
I-5* Ll 43-47 X -Y[7],+7[41,del(7)(p13:p14)[3],+16[5][cp8] rev ish enh (7,16), dim (Y)
L2 47-52,X,-Y[101,4(2;15)(p13;q15)[3].+7[10],+12[10],+17[7][cp10] ND
I-17*% Ll 48,XY,+7,+17[10] rev ish enh (7,17)
L2 45-47,XY del(3)(q21923)[2], t(7:7)(q35;q2 [ 1 11,t(13;21)(q12:q22)[4], rev ish enh (7q22qter)
der(15)t(15;7)(q24;?)[4],4(17;20)(p11.2;p12)[4][cpl1]
L3 47-48 X ,-Y[16],+7[16],+12[16],+17[11],420[7][cp16] rev ish enh (7,12, 17), dim (Y)
R4 4548 X,-Y[14],+7[13],+12[12],+del(12)(p11,2)[2],+17[12],420[3],-21[S][cp14]  rev ish enh (7,12,13,17), dim (Y)
R5 ND rev ish enh (1p31q23,7, 17), dim (Y)

(*) G-banding karyotypes of tumors of these cases have been previously published. [4]
ND: Not done.L:Left.R:Right.
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Figure 1 Partial karyotypes illustrating a structural
chromosome aberration t(2;15) detected in two
macroscopically distinct tumors of the same patient
(I1I-3). a)Tumor L1 b)Tumor L2. Normal chromosomes
2 and 15 are also showed in the figure.

RESULTS

Cytogenetic and CGH data of the primary renal
tumors and normal kidney are summarized in
Table 1. G-banding analysis revealed that all
tumors were trisomic (patients II1-5 and III-17) or
tetrasomic (patient I1I-3) for chromosome 7. Other
alterations typically found in PRC were also
observed.

Interestingly, the same imbalanced translocation
t(2;15)(q13;pl1) was detected in two different
tumors (L1 and L2) of patient III-3 (Figure 1). A
translocation t(2;15) with different breakpoints
was also detected in three cells from a tumor (L2)
in patient III-5.

CGH analysis showed a gain of chromosome 7
in all tumors analyzed except for the tumor
carrying a t(7;7) which revealed a gain of
chromosome 7q. Gains of chromosomes 12 and
16, and losses of chromosome Y, typically
observed in PRC, and were also detected. A
normal karyotype was observed in normal kidneys
from all three patients.

Overall, our results revealed a close relationship
between cytogenetic and CGH data in all the
tumors analyzed. Some discrepancies were
observed in those tumors where some changes
affecting minority cell populations were observed
by G-banding analysis but not by CGH. On the
other hand, a gain of chromosome 13 detected by
CGH in tumor R4 of patient III-17 was not
observed by G-banding analysis.

Schmidt et al. [6] described a c-MET germline
mutation in the three patients, which was a G—A
transition at exon 19 resulting in a Valine-to-
Isoleucine change at codon 1238 of the MET
gene. DNA sequence analysis of tumors from
these patients revealed an increase of dosage of
the mutated nucleotide (Adenine) in relation to the
wild-type one (Guanine) in patients I1I-5 and III-
17. This imbalance was not detected in tumor
cells from patient I11I-3 (Figure 2A-D).

All tumors from patients III-5 and III-17 were
negative for cytoplasmatic and membranous c-
MET staining. A discrete c-MET expression
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(cytoplasmatic) was noted in tumors from patient
II-3 when compared to normal kidney c-MET-
positive immunostaining (Figure 2E-H).

DISCUSSION

The V12381 germline mutation in the tyrosine-
kinase domain of the MET proto-oncogene is
predisposed to HPRC in the family presented
here. This mutation does not produce a change of
the amino-acid class but rather probably affects
the kinase domain because it is very close to a
phosphorylation site of this protein, at codon
1235. The mutation described here is predicted to
destabilize the self-inhibiting conformation of
MET protein in an indirect way, promoting
conformational transition to an active MET kinase
[14]. An identical mutation had been recently
described in another Spanish family and a founder
effect can not be discarded [15].

Cytogenetic and CGH results are in agreement

with those published in the literature where
trisomy 7 and/or gain of chromosome 7 are
related to PRC [1].
DNA mutation results, as well, support the fact
that a non-random duplication of the MET mutant
allele is involved in  HPRC [9,10].
Immunohistochemistry analysis, however, showed
contradictory results in relation to those described
previously, where over-expression of MET proto-
oncogene was related to hereditary and sporadic
PRC [9]. To investigate this discrepancy, the
epitope recognized by C-12 Anti MET was
analyzed. We observed that this protein region is
quite close to the mutation site in this family. It is
probable that mutation V1238 produces a
structural MET protein change that leads to a loss
of this epitope. This could explain why tumors
from patient I11-3, which had a similar dosage of
mutant and wild-type alleles, presented a discrete
protein expression, similar to that in normal
kidney tissue (Figure 2E-H). And, in tumors from
patients III-5 and III-17, where the predominant
allele was the mutated one, no expression of MET
protein was observed. These results, however, do
not discard an over-expression of the MET proto-
oncogene. Taking into account that C-12 Anti
MET is able to detect the normal protein in
control kidney tissue, it could be suggested that
the mutated protein predominates in the tumors.
The most striking result of the present work
corresponds, nevertheless, to the presence of an
identical chromosome translocation
t(2;15)(q13;pll) in two tumors of the same
patient (Fig 1). This type of rearrangement is
uncommon in papillary renal tumors. It was
present in a minority cell population in both
tumors and, consequently, went unnoticed by
CGH.
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Figure 2 A-D)Sequences analysis of MET showing the
germline mutation, G—A transition. Mutant nucleotide
is indicated by arrows.A,B) Tumor DNA from patients
III-5 and III-17 respectively shows a higher intensity of
the mutant nucleotide compared with the wild-type
nucleotide. C) Tumor DNA from patient III-3 shows
the mutation but no nucleotide imbalances. D)
Lymphocyte DNA from patient III-3 shows the
germline mutation. E-H) ¢c-MET immunostaining. E,F)
Negative c-MET immunostaining in renal tumors from
patients III-5 and III-17 respectively, G) Discrete
cytoplasmatic staining of c-MET in one tumor from
patient I1I-3. H) Cytoplasmatic staining in tubular cells
of a normal kidney tissue.

To our knowledge, the presence of the same
structural chromosomal aberration in two tumors
of the same HPRC patient has not been described
before. Interestingly, the presence of another
translocation, also involving chromosomes 2 and
15 t(2;15)(p13;ql5), has been detected in patient
II-5.

Moreover, the same pattern of autosomal
trisomies (+7, +12, +13, +17) was detected by
CGH analysis in two tumors of patient III-3 and in
one tumor of patient III-17. Apart from trisomies
7, 12 and 16, the other imbalances, such as
trisomy 13, shared by these cases, are uncommon
in papillary renal tumors. The presence of
identical structural chromosome aberrations in
macroscopically distinct tumors of the same
patient could be indicative of a common clonal
origin of the tumors. Nonetheless multiple
bilateral renal tumors of hereditary PRC were
shown to arise as different clones in the renal
parenchyma [10]. Similar progressional changes
due to a combination of inherent patient
susceptibilities and identical exposures could
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again be invoked as an alternative and probably
less controversial explanation.

Interestingly, in a CGH study of HPRC from
two different families, a closely related pattern of
genetic alterations in tumors of siblings was also
detected [5]. Our results are in agreement with
those from these authors suggesting that the
genetic predisposition of HPRC might condition
the acquisition of genomic alterations at specific
chromosomal regions. Alternatively, selection of
cells harboring specific chromosome imbalances
may have already occurred.

A common pattern of chromosome
abnormalities has also been observed in other
tumor types, both family-related and sporadically
synchronous. In this sense, the presence of
identical structural chromosome aberrations in
macroscopically distinct tumors of the same
patient has been reported in two previous classical
cytogenetic works in synchronous colorectal
lesions [16,17]. In both cases, a strong karyotypic
similarity =~ was observed in independent
synchronous lesions arising in the same patient
[16,17]. On the other hand, the analysis of 45
adenomas and 2 carcinomas from six family-
related adenomatous polyposis cancer (FAP)
patients by CGH [18] showed a strong genetic
relationship among adenomas and carcinomas
arising in a given patient. In all cases, recurrent
CGH changes were detected in at least three
adenomas, suggesting the existence of genetic
evolutive pathways in which a preferential order
in the occurrence of chromosome losses and gains
was observed.

A common pattern of  chromosome
abnormalities has also been reported in a
cytogenetic study of clear cell renal carcinomas
from two brothers [19]. According to the authors,
the presence of the same numerical chromosome
abnormalities in the tumors, as well as the
presence of trisomy 3 in normal kidney tissue of
these patients could be due to a common genetic
basis.

In all cases described above, a strong karyotypic
similarity has been observed in independent
synchronous lesions arising both in the same and
different patients.

These karyotypic similarities between
macroscopically distinct lesions in the same organ
could be explained as a result of a clonal
expansion or intra-renal metastasis. This
possibility, however, is valid in sporadic
synchronous tumors but is difficult to assume in
family-related cancers, such as FAP or HPRC,
where multiple tumors with a set of common
genetic alterations arise simultaneously.

On the basis of our results we can conclude that a
particular genetic background together with
environmental conditions could restrain the
genetic evolution patterns of both familial and



sporadic synchronous tumors. And secondly, that
the genetic predisposition of HPRC might
condition the acquisition of genomic alterations at
specific chromosomal regions.

Even with the advances in cancer research, the
most intriguing question still refers to how a
common genetic pattern can arise in some family-
related cancers.
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ABSTRACT Recently, alterations of the MutY homolog (MYH) have been asso-
) ) ) ciated with some classical FAP cases after a recessive pattern (3).
Faﬁfﬁ?eﬁidzer:fmpgogﬁsof;ggzihgfpﬁrﬂilaﬁzci3; gi”:;feﬁgﬁ:ﬁggzi However, the genetic steps underlying the malignant transformation
have been only partially elucidated.

to unravel the molecular steps underlying malignant transformation. Ch | instability has b bl d the driving f .
Global genomic damage was assessed in 56 adenomas and 3 carcinomas romosomal instability has been blamed as the driving Torce in

from six FAP patients and compared with that of sporadic adenomas and this type of tumor, but unlike in cancers with microsatellite instability,
carcinomas. Evolutive trees were traced after application of maximum NO characteristic fingerprints are observed (4). In additioARG, the
likelihood clustering and split decomposition methods to the analysis of genetic background and environmental factors may condition the
comprehensive genetic profiles generated by diverse molecular approach- evolutive pathway of these tumors. In fact, a recent study has dem-
es: arbitrarily primed PCR, comparative genomic hybridization, and flow  onstrated that the same defecti®®C gene in two strains of mice
cytometry. Overall, genomic damage as assessed by arbitrarily primed results in very different penetrance of the disease (5), depicting the
PCR was lower in familial adenomas than in sporadic adenomas and importance of modifying factors.
carcinomas. Compara_tive geno_mip hybridization data also show a low The study of cancer genomic disruption profiles may provide with
number O.f alterauon_s in the majority OT .FAP adgnomas._Tumors of the clues to unveil the driving forces of tumor progression in FAP
same patient were likely to share specific genetic alterations and may be . .
grouped into one or wo clusters. Putative common pathways were also patients. Because of_ the heterogeneous natL!re of the alterations Qb-
identified, which included tumors of up to three different patients. Ac- served, comprehensive approaches are required to fu_IIy chare.lcterlze
cording to our data, FAP tumors accumulate specific genetic alterations the molecular patterns. We have used AP-PCR, which provides a
and in a preferred order that is characteristic of each individual. More- ~comprehensive and unbiased estimation of the genomic damage (6),
over, the particular genetic background and environmental conditions of jointly with CGH and flow cytometry. The molecular profiles and the
a FAP patient restrain the molecular evolution portrait of synchronous  type and degree of genetic damage of 56 adenomas and 3 carcinomas
tumors. from six FAP patients have been assessed. Specific genetic alterations
in the APC gene and neighboring regions have also been investigated.
Molecular data have been analyzed with different statistical methods,
INTRODUCTION including phylogenetic analyses. These approaches can shed light into

The complexity and heterogeneity of the molecular processes driJ€ "élationships between distinct adenomas, and they can be used to
ing cell transformation preclude the outline of progression modégem'fy characteristic pathways of genetic evolution.
beyond theoretical postulates of limited practical application. Hered-
itary nonpg!ypo§i§ colorectal cancers may be an exce.ption,. diSpl‘?‘yilUIQ\TERIALS AND METHODS
very specific clinicopathological and molecular profiles, including
clinical outcome. In this case, the evolutive driving force is thMaterial

|mpa_|r.ment of the DNA mismatch repair rr.1ac.h|nery, .resultlng. In .a Fifty-six adenomas and 3 colorectal carcinomas from five classical FAP
speglflc mutator phenotype dgnoted by ubiquitous mlcr.osatelllte I85ses (defined by the presence of more than 100 colonic adenomas) and one
stability (1). FAP is a hereditary syndrome characterized by thgitenuated FAP were included. Six to 12 adenomas per case were analyzed.
presence of hundreds to thousands of adenomatous lesions innag characteristics of FAP patients and tumors are shown in Table 1. Age at
colon at early ages that eventually transform into malignant adentiagnosis was high because most patients were not following screening pro-
carcinomas. It is well known that the predisposition lays, in thgrams, and five of six cases wedenovo. In all cases, microscopically normal
majority of cases, in the presence of a defectdeC gene (2). Mucosa was available and analyzed concomitantly. Adenomas were collected
from well-separated regions including distal, transverse, and right colon,

) ) although the precise location of each collected adenoma was not recorded.
Received 6/24/02; revised 6/16/03; accepted 7/8/03. p ded with letter nd adenom re numbered con tivel
The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of pageases were coded wi e. ers, a “a ”e omas were nu i ered col Sec.u. Ively

charges. This article must therefore be hereby masibertisement in accordance with ~ after the letter code for a given case. “T" was used for carcinomas. In addition,
18 U.S.C. Section 1734 solely to ir]dpcate this fact. o for AP-PCR analysis, 10 paired normal mucosa-adenoma-sporadic carcinoma
* Supported by grants from Comisidnterministerial de Ciencia y Tecnol@giFondo samples and 113 sporadic paired normal tumors-colorectal samples were
de Investigacin Sanitaria, and Funddciba Marafo de TV3. G.T. is a fellow of tudied. In all t I ich t ing that 80% of all i
the Ministerio de Ciencia y Tecnolaml E. P. is a fellow of Institut Municipal studied. In all cases, umor cell enrichmen ensurlng a_ '_30 all nuclel
d'Investigacions Mdiques. R-A. R. is a fellow of Comissimterdepartamental de Re- analyzed were tumoral was performed by manual microdissection. DNA was

cerca i InnovacidTecnolgica. J. C. is a fellow of Universitat AUubmma de Barcelona. extracted from frozen sections by the phenol/chloroform method.

2G. T. and E. P. contributed equally to this study.

3To whom requests for reprints should be addressed, at Laboratori de Recei\r}fa
Translacional, Institut CataldOncologia, Av. Gran Via s/n, km 2,7 08907 L'Hospitalet, ethods
Barcelona, Spain. Phone: 34-93-260-7952; Fax: 34-93-260-7466; E-mail: gcapell
ico.scs.es.

“The abbreviations used are: FAP, familial adenomatous polyposis; AP-PCR, arbi . . . .
trarily primed PCR; CGH, comparative genomic hybridization; LOH, loss of heterozy- Mutational Analysis. Mutations at exons 1-12, 14, and the first 5.260 bp
gosity; APC, adenomatous polyposis coli; GDF, genomic damage fraction. of exon 15 of theAPC gene, covering 90% of the coding region and 95% of
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GENETIC INSTABILITY IN FAP TUMORS

Table1 Clinical and molecular characteristics of FAP patients and tumors

Characteristics Case A Case B Case C Case D Case E Case F
Age 41 38 50 60 48 67
Sex Female Male Female Male Female Male
Adenomas present 120 223 81 196 230 106
Adenomas analyzed 6 7 12 10 9 12
Size (cm) 0.4-0.55 0.6-0.8 0.4-0.45 0.4-0.5 0.35-0.4 0.25-0.4
Carcinoma Yes Yes No No Yes No
APC gene status
Germline mutation Deletion (4 nt) at Not Found Not Found Not Found Not Found Not Found
codon 1551
LOH 1/6 adenomas and No No No No No
1/1 carcinoma
Hypermethylation No No No No No No
Flow cytometry Diploid Hypodiploid Diploid Diploid Diploid Hypodiploid
AP-PCR
Quantitation of genomic damage
GDF adenomas 0.07-0.09 0.08-0.14 0.06-0.09 0.09-0.12 0.06-0.11 0.06-0.12
GDF carcinomas 0.155 0.03 0.23
Phylogenetic assessment
Subfamilies within the case Yes Yes No No Yes Yes
Putative common ancestor Yes Yes No No Yes Yes
Pathways | \% 1, 1V 1 I, 111 1l
CGH
Adenomas with alterations 6/6 2/7 6/8 5/6 6/8 8/10
Range of alterations 2-3 0-8 0-6 04 0-5 0-20
Putative common ancestor Yes No Yes Yes No Yes

reported mutations in classical, attenuated, and |ate onset FAP, were analyzed
by single-strand conformational polymorphism using fluorescein-labeled prim-
ers described previously (7) and, more recently, direct sequencing of the PCR
products. In our experience, we have detected mutations, mainly small dele-
tions, in 43 of 92 Spanish classical FAP families analyzed (47%). No attempt
has been made to detect mutations at the 3’ end of the gene or gross deletions.
Samples were processed in the AL Fexpress DNA Sequencer and analyzed with
Fragment Manager software (Pharmacia Biotech). Whenever an abnormal
single-strand conformational polymorphism pattern was evidenced, sequenc-
ing was performed.

LOH and Haplotype of the APC Locus. Two intragenic polymorphisms
(nt 1458, Rsal; Sspl at the 3’ untranslated region) and two neighboring
microsatellite markers (D5S299, D5S318) were used to perform haplotype
analyses and, when comparing tumor and normal tissues, to analyze LOH at
the APC locus. PCR products were labeled with o*?P-dCTP and electrophore-
sed on 6% acrylamide/7 m urea sequencing gels.

Methylation-specific PCR. DNA methylation patterns in the CpG islands
of the APC gene promoters 1 and 1B spanning 7 and 6 CpGs, respectively,
were determined as described (8). Placental DNA treated in vitro with Sss |
methyltransferase was used as a positive control for methylated alleles. DNA
from normal lymphocytes was used as negative control.

Detection of Genetic Alterations by AP-PCR

The AP-PCR is a PCR-based DNA fingerprinting technique in which a
single arbitrarily chosen primer is used to coamplify multiple and independent
sequences by low-stringency conditions during the first cycles. Competition
between these annealing events results in the reproducible and quantitative
amplification of multiple bands. AP-PCR was used in our study because it
produces fingerprints (of tagged bands) of moderate complexity that can be
compared easily.

Primer Selection and Band Analysis. Three different AP-PCR experi-
mental conditions (with asingle primer or sets of primers) were selected based
on pattern reproducibility and readability (6, 9). The primers used were:
331DB2, 5'-ACAGATCTGAAGGGTGAAATATTCTCC-3'; Blue, 5'-CCG-
AATTCGCAAAGCTCTGA-3'; D12S77a, 5-GAGGGCAACAACAGT-
GAA-3'; D12S77b, 5'-CTTTTTTTTCTCCCCCACTC-3'. Assay conditions
were performed as described previously (for primers 331DB2 and D12S77, see
Ref. 6; for primer Blue, see Ref. 9). All samples included were analyzed in
duplicate. Films were scanned (Epson GT8500 with transparency unit). Inten-
sity of bands was quantified using Phoretix 1D Advanced version 3.0 (Non-
linear Dynamics, Newcastle upon Tyne, United Kingdom). Absolute values
were corrected for background signal and interexperiment variability. A total
of 122 different bands, informative for all cases, were analyzed.

Definition of Changes of Intensity. To define a significant change in
intensity when comparing tumor and normal tissues, intra-assay reproducibility
was assessed. Four distinct AP-PCR reactions of a given paired tumor-normal
DNA sample were performed in quadruplicate. The mean and SD of the
intensity of the bands were calculated. A clear relationship was observed
between band intensity and SD, more intense bands showing the highest SD.
Therefore, achange of intensity was considered significant when the difference
was above the 95% confidence interval in regard to a regression constant,
depending on band intensity and calculated in reproducibility experiments
(data not shown). Alteration status of every AP-PCR-informative band in the
normal-tumor paired tissues was scored as O (no difference), +1 (gain in
tumor), and —1 (loss in tumor).

Quantitation of Genomic Damage. An index estimating the overal de-
gree of genomic damage was calculated. The gains fraction is the sum of
positive changes (gain in tumor) divided by the total number of informative
bands, and the loss fraction is the sum of negative changes (loss in tumor)
divided by the total number of informative bands (7). Finaly, the GDF was
calculated as the sum of gains fraction and loss fraction.

Chromosomal Localization. Chromosome assignment and localization of
given bands was performed following procedures described previously (9). For
chromosome assignment, the monochromosome human/rodent hybrid (Nation-
a Institutes of General Medical Sciences mapping panel 2; Coriell Institute for
Medical Research, Camden, NJ) was used. A more refined subchromosomal
assignment was achieved after using the Standford G3 Radiation hybrid panel
(Research Genetics, Inc., Huntville, AL).

CGH

The technique used has been described previously (9). Slides were analyzed
using Cytovision Ultra workstation (Applied Imaging, Sunderland, United
Kingdom) and Quips Smart Capture Software from Vysis (Downers Grove,
IL). Ratio values above 1.20 and below 0.80 were considered to represent
chromosomal gains and losses, respectively. A high-level DNA amplification
was considered when the fluorescence ratio values exceeded 1.5 and, in
addition, a distinct band-like hybridization signal of the tumor DNA was seen.
Negative control experiments were performed using differentially labeled male
versus male DNA and female versus female DNA. In addition, control exper-
iments in which the Red-dUTP and Green-dUTP labels were interchanged
between normal and tumor were aso performed. CGH analyses were per-
formed blindly regarding case ascription, and tumors of the same patient were
not analyzed consecutively. Chromosomal regions 1pter, 16p, and 19 were
excluded from the analyses.

5732



GENETIC INSTABILITY IN FAP TUMORS

DNA Flow Cytometry

Flow cytometry was performed from OCT-embedded fresh frozen tissue as
described previously (10). Norma mucosa was used as externa control,
showing a mean coefficient of variation (of the diploid G,-G, peaks) of
3.43 = 0.39. Aneuploidy was considered when the DNA content was above
1.1 (hyperdiploidy) or below 0.9 (hypodiploidy). Tumors with a DNA content
between 1.1 and 1.3 were classified as near-diploid.

Statistical Analysis

All values are exposed as mean *= SD. Statistical differences between
variables (adenoma versus carcinoma) were analyzed with unpaired t test or
ANOVA, as appropriate. Either AP-PCR or DNA copy number as assessed by
CGH were scored as 0 (no change), +1 (gains), or —1 (losses). Distance
matrix was used to study similarity between every two adenomas. Values near
1 reveal a close relationship. Factor analyses were used to study similarity
when all adenomas were considered. Both analyses were performed with SPSS
software. Phylogenetic trees were assessed using continuous character maxi-
mum likehood clustering methods from the PHY LIP software (PHY Logenic
Inference Package) version 3.5¢c (provided by J. Felsenstein, Department of
Genetics, University of Washington, Seattle, WA).® Tree drawing software
(Treeview, version 1.6.1) was used to graphically display PHY LIP-generated
data. Real evolutionary data often contain a number of different and, some-
times, conflicting signals that do not always support a unique tree. Therefore,
a split-decomposition method implemented by Splitstree software version 26
was also used. In this case, less ideal data are not forced into atree. Therefore,
the software givesrise to a tree-like network that can be interpreted as possible
evidence for different and conflicting phylogenies. Finally, changes of inten-
sity in paired tumor-norma samples were analyzed with the ScanAnalyze/
TreeView utilities (10). Whenever these programs clustered adenomas in
different categories, a genera logarithm method was used to define those
bands characteristic of each group (those showing Ps higher than 1.96).

RESULTS

APC Gene Characterization of Patients and Tumors

We have detected an APC germline mutation in one of the six
patients studied (Table 1). LOH at the APC locus was only detected
in 1 of the 56 adenomas and in 1 of the carcinomas, both arising in the
same patient. No promoter hypermethylation was detected. No muta-
tion in the mutation cluster region of the APC gene was detected in the
three carcinomas analyzed.

Chromosomal and Subchromosomal Alterations: Number
and Profiles

The average GDF of the 56 FAP adenomas, as determined by
AP-PCR fingerprinting, was 0.095 + 0.02 (range, 0.073-0.1147;
Table 1). There were no differences between adenomas when grouped
by patient. These values were lower than that observed in sporadic
adenomas (GDF, 0.131 = 0.02; P = 0.05; Fig. 1A). This difference
was more striking when adenomas were compared with carcinomas
(GDF, 0.18 = 0.11; P = 0.05; Fig. 1B).

Both in adenomas and carcinomas, gains and losses were found at
similar rates. Chromosomal assignment was possible in 49% of the
122 AP-PCR bands, being 70% of the chromosomes represented
(1-12, 14, 17, 18, X). In adenomas, a clear trend to loss of chromo-
somes X and 3 was observed.

CGH was performed in 47 (45 adenomas and 2 carcinomas) of 59

S Internet address: http://taxonomy.zool ogy.gla.ac.uk/rod/rod.html.
© Internet address: ftp:/ftp.uni-bielefeld.de/pub/math/plits/splitstree2.
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Fig. 1. Quantitation of genomic damage, as assessed by AP-PCR, in adenomas and
carcinomas. A, comparison of FAP versus sporadic adenomas (AD). B, comparison of
GDF of carcinomas versus all AD.

samples. There were, on average, 2.5 alterations per adenoma (range,
0-20): 1.8 gains and 0.6 losses (Table 1). The majority of adenomas
showed a low number of aterations (range, 1-5), and in 12 cases, no
imbalances were detected (Table 2). The two FAP carcinomas ana
lyzed by CGH (AT and ET) showed two and six chromosome abnor-
malities, respectively. The most frequent chromosome imbalances
were gains of chromosome Xp (9 of 47 tumors), 9934 (9 of 47
tumors), and 22 (6 of 47 tumors; Table 2). The more prevalent losses
involved the whole chromosome X (12 of 47 tumors), whereas gain of
this chromosome was detected in six tumors. Recurrent gains on 4p16,
10q, and 12q aswell aslosses on Xq and 18q were also present in two
or more adenomas of distinct cases (Table 2).

Relationships between Adenomas

Adenomas Display Common Genetic Features That Are Dis-
tinctive of Every FAP Patient. CGH showed a strong genetic rela-
tionship among adenomas and carcinomas arising in a given FAP
patient. In all cases, recurrent CGH changes can be detected in at least
three adenomas (Fig. 2). In line with this observation, DNA content
analysis aso showed that adenomas arising in the same patient dis-
played the same diploid or hypodiploid (DNA content, <0.9) pattern
(Table 1). However, factorial analyses of raw data of AP-PCR fin-
gerprints did not provide relevant data. Several bands showed distinct
patterns in different individuals. Because of the polymorphic display
of these bands, tumors and paired mucosa of a given patient always
clustered together.

Genetic Heterogeneity in Adenomas of the Same FAP Patient.
The relative weight of polymorphismsin raw AP-PCR data precluded
the identification of common genetic profiles among adenomas of
distinct patients. Thus, data were normalized to reflect changes in
intensity between normal and tumor tissue to allow for interpatient
comparison (see “Statistical Analysis’ in “Material and Methods").
Tree software packages showed that in four of the six cases (A, B, E,
and F) at least two distinct subfamilies of tumors could be depicted
(Fig. 3). Fingerprintings of the three carcinomas (AT, BT, and ET)
were more complex but always related to one of the subfamilies of the
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Table2 CGH karyotype of FAP tumors

Case Tumor Recurrent alterations* Nonrecurrent alterations
A AT rev ish enh(Xp10p21) rev ish enh(17p11.2)
Al rev ish enh(X) rev ish enh(4p16,22q13)
A2 rev ish enh(Xp10pll.4) rev ish dim(18q)
A3 rev ish enh(Xp10p21,9q34)
A4 rev ish enh(Xp10p21,9934)
A5 rev ish enh(Xp10pll.4)
A6 rev ish enh(X) rev ish enh(22)
B B1 No imbalances detected
B3 No imbalances detected
B5 No imbalances detected
B6 No imbalances detected
B7 No imbalances detected
B8 rev ish enh(13911g21,13g32qter, 20q13.2qter),
dim(X X22q24,1p21p31,4¢25,5015023)
B9 rev ish enh (13g22qter)
C Cl rev ish enh(4p16,9934,22), dim(X) rev ish enh(12024.1q24.2,17)
Cc2 rev ish dim (Xpl11.2p22.1, X21g25)
C3 rev ish dim(X)
ca No imbalances detected
C5 rev ish enh(4p16,9934,22), dim(X) rev ish enh(9p13)
C6 rev ish enh(9g34), dim(X)
Cc7 rev ish enh(9934), dim(X) rev ish enh (17p11.2)
C8 No imbalances detected
D D3 rev ish enh(Xp11.2),dim (Y) rev ish enh(Xq27),
D4 rev ish enh(Xpl11.2) rev ish enh(Xg24qter,9934)
D5 rev ish dim(Y)
D6 No imbalances detected
D7 rev ish enh(Xp11.2),dim (Y) rev ish enh(Xp21p22,Xq21)
D8 rev ish enh (Xp11.2q13)
E ET rev ish dim(Xq22925,7p21,) rev ish enh(16q,17p00p12), dim(13021,18911.2q12)
E1 rev ish dim(7p21) rev ish enh(Xg26)
E2 rev ish enh(9934) rev ish enh(Y, 22)
E3 rev ish enh (16024)
E4 dim (Xq24q26) rev ish enh (10026)
E5 No imbalances detected
E6 rev ish enh(9g34) rev ish dim(2,3,4,5023924)
E7 No imbalances detected
E8 rev ish enh (X)
F F1 rev ish enh rev ish enh (7q11.2,8p22pter,8q24.2qter,14, ,20)
(1021023,10320142, 2pterq22,3q21¢23,7p13p15,9p21qter,
10q,11013q14,11023q24,12q24. 1qter,15023025,160,17,2)
dim (X)
F2 rev ish enh(Y), dim(X)
F3 rev ish enh rev ish enh (7921934,18912.3,)
(1021g23,1g32942,2ptergq22,3921g23,7p13p15,109,11913q14,11023q24,120924. 1qter,15q23025,16q,17,22)
F4 rev ish enh(Y ,9p21qter), dim(X)
F5 No imbalances detected
F7 rev ish enh(Y), dim(X)
F6 rev ish enh(Y), dim(X)
F8 rev ish enh(Y), dim(X)
F9 rev ish enh(Y), dim(X)
F10 No imbalances detected

2 Nomenclature follows Mitelman F, ISCN 1995 Guidelines for Cancer Cytogenetics. enh, gain; dim, loss.

adenomas. Interestingly, in the majority of the cases, a common
putative ancestor regarding allelic losses or gains pattern could be
envisioned for each subfamily (Fig. 3). Subfamilies of adenomas
could not be evidenced in two cases (C and D).

This intracase heterogeneity was aso observed when CGH data
were analyzed. Despite the clear genetic relationship observed in
tumors arising in a single patient, divergent evolution was also ob-
served. In four of the six cases (Table 1), most of the adenomas could
be tracked to a single pathway (data not shown). We conclude that
significant genetic heterogeneity regarding specific allelic or chromo-
somal imbalances is present in synchronous FAP adenomeas.

Phylogenetic Assessment of All FAP Tumors (Adenomas and
Carcinomas) Arising in Distinct Patient Cases Shows Common
Genetic Evolutionary Pathways. Next, we analyzed whether this
intracase heterogeneity was maintained among different FAP patients.
Phylogenetic assessment of the AP-PCR fingerprints of all 56 FAP
adenomas and 3 carcinomas was performed. Maximum likehood
analysis revealed four main branches or putative pathways (Fig. 4;
Ref. 11). In addition, a fifth one, containing only two adenomas from
case B, was also observed.

It is noteworthy that several changes occurred when phylogenetic
analysis was performed with al adenomas when compared with
assessment of individual cases. First, adenomas belonging to cases A
[APC(+)] and B that showed distinct subfamilies, when considered
individually, are now ascribed to a single pathway and in case B in
conjunction with other adenomas. Second, case C adenomas, previ-
ously classified as not having distinct subfamilies, are now grouped
into two distinct pathways, |11 and 1V, shared with adenomas of other
patients. Third, up to three of the four categories include adenomas of
two or even three distinct FAP patients. Finally, in three patients (A,
D, and F), all tumors were arranged in a single primary group. In the
other three patients (B, C, and E), the tumors were grouped into two
different primary groups. Altogether, phylogenetic analyses of all
FAP adenomas and carcinomas strongly suggest common genetic
evolutionary pathways be shared by three of the six FAP patients
analyzed. This observation is even more striking, taking into account
the strong similarity observed in adenomas arising in the same patient
as assessed by matricial and factorial analysis. Unfortunately, the low
number of aterations identified by CGH precluded this type of
analysis using CGH data.
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PROFILES CASES E AND F

enh2pterq22 enh3q21q23
2 ! n=2! ) | n=16 3 i .i!: 3 !I
F1 F3 F1 F3

C dim 7p21

ET E1
Fig. 2. CGH profiles showing recurrent chromosome imbalances occurring in distinct
tumors of the same patient. A and B, similar gains on 2pterq22 and 3g21g23 were found

in synchronous adenomas of case F (F1 and F3). C, identical losses on 7p21 were shared
by the carcinoma (ET) and one adenoma (E1).

DISCUSSION

Tumorigenesis is a multistep process involving the accumulation of
somatic mutations and clonal expansions. The genetic dynamics of
human tumor growth are still poorly understood, because serial ob-
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servations are rare. Most colorectal tumors belong to the tumor
suppressor pathway of which FAP tumors are among the clearest
exponent (12). FAP patients provide a natural model for the study of
the role of genetic instability in early tumor growth and may be of
help in gaining insight into the clonal dynamics in macroscopically
independent tumors. We have used different techniques (AP-PCR,
CGH, and flow cytometry) to study genetic instability in these tumors.

Here, we show that allelic imbalances (gains or l0sses) are consis-
tently present in early colorectal adenomas, although at a low fre-
guency when compared with carcinomas. In some cases, they are also
associated with mild DNA content abnormalities or scarce chromo-
somal changes. In agreement with previous observations, a significant
increase in the total number of alelic imbalances or chromosome
alterations was observed in carcinomas, probably depicting the in-
creased genetic instability observed in the adenoma-carcinoma tran-
sition. An APC gene mutation is believed to be necessary and suffi-
cient to promote early adenoma growth (13, 14). Accordingly, we
have detected no promoter hypermethylation and only occasionally
LOH at the APC locus in the only APC(+) case that we have studied.
This result suggests that the genetic abnormalities detected by AP-
PCR and CGH, in this case, is likely to be secondary to APC gene
inactivation. Recently, APC has been associated with the generation
of chromosome instability (15), although this issue remains contro-
versial (16). In the remaining cases with no APC alterations, it has not
been elucidated yet their molecular basis that could be other APC gene
aterations not detectable by direct sequencing or MYH glycosylase
alterations (3). In any case, the molecular nature of the first genetic
ateration apparently has a profound impact on subsequent tumorigen-
esis (17), because GDF of FAP adenomas are lower than that of
sporadic ones.

Despite significant heterogeneity, synchronous adenomas of a
given FAP patient showed common patterns of molecular evolution.
In fact, phylogenetic assessment of the unbiased AP-PCR data evi-
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Fig. 3. Phylogenetic trees, using split decomposition analysis, of all FAP cases studied. AP-PCR trees are depicted. Adenomas are shown as identification letter of the FAP case,

followed by numbers. N, normal mucosa; T, carcinoma.
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Fig. 4. A, Phylogenetic tree of all FAP tumors analyzed. @, adenomas (n = 56); B, carcinomas (n = 3); N, normal mucosa. Colors identify each FAP case: red, case A; violet, case
B; deep red, case C; blue, case D; green, case E; yellow, case F. HEIEEEE, |ines divide tumorsin the four main pathways identified; « , line depicts a putative fifth pathway including
only two tumors (see “Results’). B, cluster analysis of AP-PCR data obtained from FAP adenomas and carcinomas. B1, ordering of samples (adenomas and carcinomas) has been forced
to maintain the arrangement observed in Fig. 3. Red depicts increases of intensity in tumors, whereas green depicts losses. B2, the common bands (in italics) and gain and loss ratio

characteristics of the four pathways identified.

denced multiple common nonrandom alterations among these com-
plex networks. The lack of serial arrangement in most cases disregards
apreferred order in the accumulation of genomic damage, although it
is possible to track subfamilies of adenomas in a patient. These
observations suggest that most genomic damage detected by AP-PCR
is likely to be a manifestation of intrinsic genetic instability. In
consequence, common genetic profiles might be more related to the
susceptibility of certain chromosome regions to be altered rather than
to selective pressures.

The strong relationship among synchronous adenomas was further
confirmed by CGH analyses. In our set of tumors, a scarce number of
chromosomal imbalances, as assessed by CGH, was observed. In a
previous study (16) no imbalances were detected in a small series of
FAP tumors with two APC mutational hits. Here, recurrent alterations
were detected in synchronous tumors of the same patient, suggesting
the existence of evolutive pathways in which a preferential order in
the occurrence of chromosomal losses and gains was observed. This
is in line with previous classical cytogenetic works in synchronous
colorectal lesions (18, 19) or CGH analyses in papillary renal cell
carcinomas (20). In both cases, a strong karyotypic similarity has been
observed in independent synchronous lesions arising in the same (18,
19) or different (20) patients. Thus, the genetic predisposition of FAP
patients might condition the acquisition of genomic alterations in
specific chromosomal subregions. Alternatively, selection of cells

harboring specific chromosomal imbalances may have already oc-
curred.

Arrangement of genetic profiles of independent tumors in phylo-
genetic trees may contribute to describe their historical relationships.
FAP adenomas and carcinomas of different patients show common
genetic evolutionary pathways. Concurrence of tumors from up to
three patients was observed in three of the main branches. In addition,
adenomas arising in the same patient may be ascribed to two different
pathways. We hypothesi ze that restricted pathways are selected during
early tumor progression in FAP patients. Therefore, a scenario in
which hereditary-increased genetic instability continuously modulates
clonal divergence could be postulated. Several factors may shape the
molecular evolution of these tumors: (a) the genetic background (i.e.,
the molecular nature of APC gene mutation or other genetic alter-
ations leading to overlapping phenotypes; Refs. 3 and 17) of the
initiated clone; (b) a common embryonic origin; and (c) a shared
exposure to carcinogens. Novelli et al. (21) have convincingly shown
that up to 67% of microadenomasin a FAP patient may be polyclonal,
requiring the interaction of multiple cells. This situation makes it
further unlikely that multiple interaction results in common pathways
unless restricted pathways are present.

Altogether, we have shown that allelic gains and losses occur early
in FAP colorectal tumorigenesis, further supporting the multistep
nature of tumorigenesis and perhaps related to the principa role of
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chromosomal instability in human colorectal tumorigenesis. Scarce
chromosomal aterations are also present in a subset of adenomas.
Phylogenetic assessment of these changes has shown that restricted
nonrandom genetic pathways are allowed in the early stages of the
disease, probably conditioning its biological behavior. These re-
stricted pathways can only be seen in early growth. Once the carci-
noma is established, the significant increase in genetic instability
results in random proliferation (22, 23). The resulting extensive
genomic damage precludes the identification of early restricted pat-
terns that, nevertheless, have significantly influenced tumor biology.
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1. ALGUNES CONSIDERACIONS SOBRE LA TECNICA DE CGH

Aquesta tesi doctoral s'emmarca dins del camp de la citogenética molecular; que
com a tal comenca a obrir-se cami al voltant dels anys 80, i un dels avantatges més
importants respecte la citogenética convencional, és la possibilitat de treballar amb
cel-lules en interfase. Per altra banda les tecniques més habitualment utilitzades que
es vinculen a la citogenética molecular sén técniques basades en protocols
d’hibridacions in situ fluorescent (FISH), i variants d’aquesta com la hibridacio
genomica comparada (CGH), son les diferents tecniques de pintat cromosomic com
son el “multiplex” FISH (M-FISH), SKY-FISH, mMCB, cenM-FISH i stM-FISH. Aquestes
tecnigues permeten ampliar la informacié que s’obté de la citogenética classica pero
no la substitueixen, ja que la informacié que ens aporta cadascuna de les técniques és
diferent i per tant entre elles s6n complementaries.

La major part del treball s’ha realitzat mitjancant les tecniques de CGH (ha estat la
tecnica més ampliament utilitzada) i FISH (per tal d’assolir part dels objectius que ens
haviem fixat). Es per aixd que sembla interessant fer alguns comentaris pel que fa a la
tecnica de GCH, abans d’entrar en I'analisi i discussio global dels resultats obtinguts.
La CGH és una técnica molt potent, ja que ens permet tenir una visio global dels
desequilibris gendomics que es produeixen en una determinada mostra, sense tenir la
necessitat de disposar de cel-lules en creixement. Altres técniques més precises i per
tant de més resolucio necessiten disposar d’'una informacio previa sobre la regio o gen
gue es pretén estudiar. La CGH proporciona una informacié general de quines regions
es perden o es guanyen, de manera que aixo indicara quines regions sén susceptibles
de contenir gens supressors de tumors i quines, per altra banda, podrien contenir
oncogens. La informacié que s’obté és per tant el punt de partida, bé per estudiar el
comportament de gens (ja coneguts) dins de pocessos de cancer, bé per acotar
possibles regions d’interés de cara a buscar nous gens implicats en el procés de la
carcinogenesi. Una altra possible aplicaci6 és la de buscar associacions entre diferents
regions alterades de manera que es puguin tracar models o perfils d’evolucié tumoral.
Aquesta técnica pero, presenta entre moltes avantatges, algunes limitacions que és
important de tenir present des de l'inici, per tal de poder assolir els objectius proposats.
A continuacié s’exposaran les seves principals avantatges (') i els seus principals
inconvenients (-):

Permet fer un estudi global de tot el genoma, minimitzant les possibilitats

d’'analitzar Unicament un petit subclon. Part de la informacié que aportin les

subpoblacions minoritaries, pot quedar reflectida en forma de tendencies.
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Requereix una quantitat de DNA relativament petita (300-900ng).

No necessita que es realitzi cultiu cel-lular (a diferéncia d'altres técniques de
citogenetica molecular), ja que es treballa amb DNA. En ocasions al realitzar un
cultiu es pot estar atorgant un avantatge proliferatiu a certes subpoblacions, que
podrien ser no representatives del total de la mostra original (Nacheva et al. 1998).

Permet estudiar alguns tumors solids que per citogenética classica son dificils
d’'analitzar degut a la dificultat d’'obtenir metafases, o bé per la gran quantitat de
reorganitzacions desequilibrades que presenten.

Es pot treballar amb diferents tipus de mostra, ja sigui congelada, parafinada o bé
petits grups de cél-lules que provinguin de microdissecccio.

El fet de poder treballar amb mostres parafinades, facilita el poder realitzar estudis

retrospectius.

No detecta reordenaments cromosomics equilibrats, com sén les translocacions
equilibrades, o les inversions (aguestes alteracions no impliquen guany o perdua
de material genétic).

No pot valorar canvis a nivell de ploidia.

No es poden valorar regions pericentromériques i regions riques en

heterocromatina.

S’ha de tenir molta precaucié a I'hora de valorar tant les regions telomeériques, com

els bragos curts dels cromosomes acrocentrics.

A ligual que en altres metodologies en les que s'utilitza DNA cal tenir cura de que
no hi hagi teixit normal que contamini la mostra analitzada. Aixo é€s especialment
problematic en alguns tipus de tumors que no s6n homogenis com és el cas del
cancer de prostata i en el que les cel-lules tumorals es troben barrejades amb
cél-lules normals, o bé amb ceél-lules inflamatories. Es per aquest motiu que s’ha de
treballar amb mostres que continguin un elevat percentatge de cel-lules tumorals;
és aconsellable un minim del 50-70% daquestes, si aixd0 no és possible i per tal
que el resultat sigui el maxim informatiu és aconsellable fer microdisseccié del
teixit. Cal tenir present que no s'observen diferéncies significatives pel que fa a la
deteccio en nombre d’alteracions si la puresa de la mostra es troba per sobre del
70% (Albertson et al. 2000).

La CGH no permet detectar la heterogeneitat intratumoral, fet caracteristic dels

tumors solids.
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Té un limit de resolucio de 3Mb en el cas de les amplificacions, encara que en el
cas de les delecions és inferior 7-10Mb.

Els cromosomes o regions cromosomiques 1p32pter, 16p, 17p, 19 i 22 son regions
problematiques (15-23% dels casos) quan es marca el DNA del tumor amb verd, ja
gue es poden donar com a pérdues sense ser-ho, hi ha pero altres regions
problematiques que es posen de manifest quan es marca el DNA del tumor amb
vermell, tot i que el percentatge de falsos guanys és menor (10%) 7921, 9934, 16q,
17qgi 20 (Kallioniemi et al. 1994; Larramendy et al. 1998).

Per acabar cal destacar que aquesta és una técnica amb un fort potencial per a una
posterior aplicacio clinica, tant pel que fa al diagnostic com al tractament, tot esta en
funcié de que en diferents neoplasies s’acabin trobant regions alterades que tinguin un
paper pronostic vinculant amb l'evoluci6 de la malaltia, de manera que certes
alteracions permetin pronosticar amb un elevat grau de certesa I'evolucio que tindra el

pacient, i per tant adoptar la solucié clinica més adient.

2. ALTERACIONS GENOMIQUES EN TUMORS UROTELIALS

Més del 90% dels carcinomes de bufeta son tumors urotelials, aquests presenten
caracteristiques molt semblants als carcinomes urotelials originats a altres arees de les
vies urinaries (pelvis renal, ureters, ductes prostatics o uretra prostatica), tant a nivell
histologic, morfologic, embrionari com genetic; la qual cosa permet que s’estudiin de
manera conjunta.

En aquesta primera part de la discussio es fara un estudi global sobre els tres treballs
de bufeta que hi ha a I'apartat de resultats (treballs 1 (Prat et al. 2001), 3 (Prat et al.
enviat b) i 4 (Prat et al. enviat a)), agrupant les dades d'un total de 79 tumors. La
distribucio per estadis i graus tumorals, el nombre de tumors estudiats de cadascun
d’ells, aixi com el rang i la mitjana d’alteracions que presenten es troben indicats a la
taula XI.

De la série de tumors urotelials estudiats gairebé la totalitat s6bn tumors vesicals,

excepte un de pelvis renal i un altre que es trobava localitzat al uréter dret.
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Dany genomic i estadis tumorals

Es conegut el fet de que a mida que augmenta I'estadi dels tumors incrementa el
nombre d’alteracions, aixo és molt evident entre tumors pTa i pT1, mentre que deixa
de ser significatiu a I'hora de comparar pT1 i pT2-T4 (Sauter et al. 1997). Aquest fet ha
estat observat a la nostra série de tumors (Taula Xl), de manera que els tumors pTa
presenten una mitjana d’alteracions de 6.09 (n=32), mentre que en els tumors pT1 és
de 10.06 (n=40), i en els pT2-T4 és de 10.42 (s’ha de tenir en compte que aquest valor
s’ha obtingut a partir d'un nombre de tumors infiltrants molt petit (n=7) i per tant,

possiblement s’esta cometent un error).

Taula XI: Relacié dels tumors d’uroteli estudiats.

Estadi/Grau N°de casos estudiats Rang d’alteracions Mitjana d’alteracions

pTaG1l 11 0-16 5,45
pTaG2 17 0-32 5,64
pTaG3 4 1-14 9,75
pT1G2 16 0-15 5,93
pT1G3 24 0-26 8,62
pT2-T4 7 0-23 10,42

Estudis realitzats per Simon i col. (1998, 2000) descriuen resultats similars als nostres
tant en tumors pTa on la mitjana és de 3.7 (n=20), pels pT1 on la mitjana és de 10
(n=30), com pT2-T4 on el valor és de 11.1 (n=37), cal tenir en compte el fet de que en
aguest estudi el nombre de tumors infiltrants analitzats és elevat. Altres estudis pero
troben que el nombre d’alteracions augmenta a mesura que augmenta 'estadi tumoral
i descriuen valors en el cas del pTa de 2.3, en els pT1 de 6.5 en els pT2-T4 de 13
(Richter et al. 1997, 1998). A la bibliografia trobem dades que posen de manifest que
el nombre d’alteracions també augmenta a mida que augmenta el grau tumoral, Zhao i
col. (1999) troben que tumors pTaG1l presenten una mitjana d'alteracions de 1.9
mentre que aquest valor augmenta fins a 3.1 en el cas dels pTaG2. En el present
estudi (Taula XI) la diferéncia més significativa es va trobar entre tumors pT1G2 i
pT1G3, confirmant la importancia del grau en els tumors considerats superficials o
d’invasio minima.

Un estudi recent portat a terme per Blaveri i col. (2005a) en una série de 98 tumors de
bufeta estudiats mitjancant CGH en microxips de DNA, mostra que la fraccié del
genoma alterat més elevada es troba en tumors pT1 sent aquesta d’'un 27%, mentre
gue en tumors pTa és d’'un 12%, i en tumors pT2-T4 d'un 18%. Aquests autors troben

que les diferencies d’aguest parametre sén significatives entre tots els estadis
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tumorals, tot i que destaquen el fet que la comparacioé entre pTa i pT1 és la que resulta
ser més significativa (p=0.0003).

Alteracions més frequents. Alteracions diferencials entre estadis tumorals

Els tumors d'uroteli es caracteritzen citogenéticament per presentar cariotips forca

complexes, que van des de cariotips diploides fins a cariotips pseudo-tetraploides, els
guals presenten sovint un nombre elevat de marcadors sobretot en estadis avancats
de la malaltia.
Els desequilibris cromosomics que s’han observat de manera més recurrent en el
nostre estudi (treballs 1, 3, i 4) es mostren a la taula Xll. La seleccio dels cromosomes
a analitzar s’ha fet tenint en compte no només els nostres resultats siné també les
dades que hi ha a la bibliografia (Richter et al. 1997, 1998; Bruch et al. 1998; Simon et
al. 1998; Zhao et al. 1999).

Taula XII: Desequilibris cromosomics més freqiients, en relaci6 amb els diversos estadis
tumorals.

Treball 3 de resultats:
Treball 1 deresultats: | Treball 4 de resultats: Prat et al. Genes
Prat et al. Urology Prat et al. Cancer Chromosomes and
(2001) Letters (enviat) Cancer (enviat) TOTAL
GUANYS | pTa | pT1 | pT2T4 | pTa| pTi | pT2T4 | pTa| pT1 | pT2-T4 | pTa | pT1 | pT2-T4
1q 0/9 6/15 3/6 5/6 2/3 1/1 3/17  4/22 0 25% 30% 57%
3p 0/9 2/15 3/6 1/6 1/3 0/1 4/17  2/22 0 15,6% 12,5% 42,8%
5p 0/9 1/15 2/6 1/6 0/3 11 0/17  2/22 0 3% 75% 42,8%
6p 0/9 1/15 1/6 0/6 0/3 11 117  1/22 0 3% 5% 28,5%
I{e] 1/9 0/15 2/6 2/6 0/3 1/1 0/17 222 0 9% 5% 42,8%
8q 2/9 7115 3/6 1/6 1/3 0/1 1/17  4/22 0 12,5% 30% 42,8%
10p 0/9 1/15 3/6 0/6 1/3 0/1 0/17  3/22 0 0% 125% 42,8%
11q 0/9 4/15 0/6 2/6 1/3 11 1/17  3/22 0 9% 20% 14,2%
17q 1/9 4/15 2/6 4/6 0/3 11 4/17 2122 0 28% 15% 42,8%
20q 1/9 5/15 2/6 3/6 0/3 1/1 2117 2/22 0 18,7% 175% 42,8%
Xq 0/9 1/15 2/6 1/6 0/3 0/1 8/17 10/22 0 28% 27,5% 28,5%
PERDUES
2q 0/9 2/15 1/6 0/6 0/3 11 1/17 4122 0 3% 15% 28,5%
5q 0/9 3/15 2/6 2/6 1/3 1/1 1/17  8/22 0 9% 30% 42,8%
6q 0/9 1/15 2/6 2/6 0/3 1/1 0/17  4/22 0 6% 125% 42,8%
8p 2/9 6/15 2/6 0/6 1/3 1/1 117  4/22 0 9% 27,5% 42,8%
9p 2/9 4/15 0/6 0/6 1/3 11 2/17  8/22 0 125% 32,5% 14,2%
9q 3/9 9/15 1/6 0/6 1/3 0/1 2/117  6/22 0 15,6% 40% 14,2%
10q 0/9 0/15 1/6 0/6 1/3 1/1 0/17  5/22 0 0% 15% 28,5%
11p 0/9 5/15 0/6 2/6 0/3 1/1 0/17 222 0 6% 175% 14,2%
11q 0/9 3/15 0/6 1/6 2/3 0/1 2/17  6/22 0 9% 27,5% 0%
13q 0/9 2/15 1/6 1/6 0/3 0/1 3/17  2/22 0 125% 10% 14,2%
14q 0/9 1/15 1/6 0/6 2/3 11 2117  2/22 0 6% 12,5% 28,5%
17p 1/9 2/15 0/6 0/6 1/3 0/1 0/17 222 0 3% 12,5% 0%
18q 0/9 3/15 1/6 0/6 2/3 0/1 1/17  2/22 0 3% 175% 14,2%
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Per tal de valorar quins dels desequilibris més frequents, (descrits a la taula Xll),
presenten una diferencia significativa (p<0.05) entre uns estadis tumorals i uns altres,
s’ha realitzat un test estadistic de Fisher. D’aguestes alteracions les que presenten
una diferencia significativa entre pTa i pT1 son -5q, -9p, -9q i -10q; i les que presenten
un diferéncia significativa entre pT1 i pT2-T4, i que per tant podrien ser importants de
cara a fenomens de progressié sén +5p i +7p. De totes maneres h ha una série
d’alteracions que es troben al limit de la significacio i que també és interessant de tenir
en compte; en el cas de diferencies entre pTa i pT1 serien -8p, +8q, +10p, -11q i-18q;
i pel que fa a pT1 respecte pT2-T4 serien +3p, -6q i +10p.

Alhora d’intentar trobar alteracions implicades de manera diferencial en progressio,
hem de tenir en compte que els nostres resultats s’han obtingut a partir d'un nombre
de casos relativament reduit ja que el nombre de tumors infiltrants analitzat és molt
petit (n=7). Es per aixd que els nostres resultats s’han inclos en una recopilacié de les
dades existents a la literatura (Richter et al. 1997, 1998; Bruch et al. 1998; Simon et al.
1998; Zhao et al. 1999). Del conjunt de tots ells ha resultat un recull de
aproximadament 350 tumors urotelials (178 pTa, 114 pTl, 55 pT2-T4). Els
desequilibris cromosomics que s’han observat de manera més frequent (la perdua del
cromosoma Y no s’ha valorat, ja que no es tenien les dades d’aquest cromosoma de
tots els treballs) sén: la perdua del cromosoma 9, en més d’'un 30% dels tumors (amb
un 37% de pérdua a 9q, i un 33% a 9p). Els guanys de 1q, 8q, 17q, i la pérdua de 6q,
en més d'un 20%. Els guanys de 5p, 7p, 11q, 20q i Xq, i les pérdues de 2q, 5q, 6q,
10q, 11p, 13qgi 18q, en més d’'un 10% dels tumors.

Podriem pensar que aquells desequilibris que es troben de manera més freqient dins
els tumors urotelials son alteracions que es produeixen de manera primerenca dins la
carcinogenesi; i que per tant sén alteracions que es poden trobar en tumors de
qualsevol estadi i grau; aquest és el cas del cromosoma 9. El elevat percentatge de
pérdua observada en aquest cromosoma, coincideix amb el fet que des de diferents
estudis (i emprant diversitat de tecniques: LOH, citogenética classica, CGH, CGH en
microxips, entre d’altres) (Dalbagni et al. 1993; Richter et al. 1997; Czerniak et al.
1999; Chow et al. 2000; Fadl-Elmula et al. 2000; Habuchi et al. 2001; Blaveri et al.
2005a) s’ha proposat aquesta alteraci6 com a primerenca dins del procés de la
carcinogéenesi vesical. La pérdua reiterada d’aquest cromosoma es troba fins i tot en
aquells casos on el tumor presenta un elevat nombre cromosomic (Sandberg and
Berger 1994; Fadl-Elmula et al. 2000). Dins la present recopilacié de 350 tumors, la
pérdua del cromosoma 9 es manté entre el 32-38% en els diferents estadis tumorals
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(figura 18), fet que corrobora que aquesta pérdua es dona de manera primerenca.
Altres estudis (Hoglund et al. 2001b; Blaveri et al. 2005a) i utilitzant altres
metodologies troben una freqiiéncia de pérdua del cromosoma 9 lleugerament superior
(42-51%). Tot i que aquest valor és constant en tumors superficials. Curiosament en
un d’aquests treballs realitzat amb CGH en microxips, aprecien una davallada de
freqiencia (21%) de pérdua de 9p en el cas dels tumors infiltrants (Blaveri et al.
2005a).

Cal destacar que fins i tot en estudis fets en lesions premalignes com soén les
hiperplasies de bufeta es detecten pérdues d’heterocigositat a 9q (Chow et al. 2000).
També s’ha proposat que la hipermetilacié de 9932933 (DBCL1) podria ser un fenomen

implicat en el desenvolupament inicial dels TCC de bufeta (Habuchi et al. 2001).

S’ha de tenir en compte que la recurréncia elevada d’'una determinada alteracié podria
ser deguda al fet que no s’han estudiat el mateix nombre de tumors de tots els estadis
tumorals, de manera que alguns desequilibris podrien presentar un percentatge elevat
pel fet de ser propis de tumors superficials, ja que aquests tenen un pes especific més
important dins la série a la que feiem referencia. Per tal d’establir quines alteracions
estan de manera significativa (p<0.05) més presents en uns estadis tumorals que en
uns altres, s’ha realitzat un test estadistic de Fisher, d’aquesta manera sabrem quines
d’aquestes alteracions es podrien trobar implicades en processos de progressié. De
les alteracions abans citades, les que presenten un diferéncia significativa entre pTa i
pT1 sén +1q, +8q, +10p, -2q, -8p, -11p, -11q, -14, -10q, +6p, -5q, +3p, -13 i +20q; les
gue presenten una diferencia significativa entre pT1 i pT2-T4 son +5p, +7p, -6q, -17p i
+10p, aquestes regions cromosomiques podrien contenir per tant gens, la perdua o
guany dels quals, conferiria un avantatge que seria important pel que fa a la progressio
del tumor.
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+1qg +3p +5p +6p +7p +8g +10p +11g +17g +20q +Xq
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Figura 18: Desequilibris cromosdmics més frequents, d’una recopilacié d'aproximadament 350
tumors urotelials de cél-lules transicionals de tipus papil-lar. Els guanys estan indicats a la
figura (A) i les pérdues la figura (B). El color groc representa els tumors d'estadi tumoral pTa, el
color blau representa els tumors d’estadi tumoral pT1 i el color lila representa els tumors
d’estadi tumoral pT2-T4.
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Cal destacar que algunes d’'aquestes alteracions ja les haviem descrit com a
diferencials entre estadis tumorals a partir de les dades dels resultats de CGH dels
treballs 1, 3 i 4 de resultats; en el cas d'alteracions diferencials entre pTa i pT1 les
alteracions que soén coincidents en tots dos analisis son -5q, -8p, +8q, +10p i -10q; i les
gue ho sbn entre pT1l i pT2-T4 son +5p, -6g, +7p i +10p. Hi ha pero algunes
alteracions cromosomiques que en l'estudi de 79 tumors havien presentat unes
diferencies entre estadis i que a laugmentar el nombre de casos canvia el seu
comportament, un d’aquests casos és el del cromosoma 9, a l'analisi dels nostres
resultats (n=79) la pérdua tant del bra¢ curt com del bra¢ llarg del cromosoma 9
presentava diferencies significatives entre els d’estadi tumorals pTa i pT1, en canvi a
laugmentar el nombre de tumors estudiats la diferencia deixa de ser significativa ja
gue la pérdua d’aquest cromosoma es manté de manera constant en tots els estadis.
Altres alteracions interessants de comentar sén -18q i +3p; pel que fa a la pérdua de
18qg que a l'analisi de 79 tumors presentava un valor proper al limit de la significacié
entre pTa i pT1, deixa de presentar un valor significatiu per tal de diferenciar estadis
tumorals al augmentar el nombre de tumors estudiats. Pel que fa al guany de 3p, en el
primer analisi (n=79) presentava un valor proper al limit de la significacio entre pT1 i
pT2-T4 i laugmentar el nombre de tumors estudiats (n=350) passa a ser una alteracio
estadisticament significativa al comparar estadis tumorals pTa i pT1.

Cal fer un incis, per tal de puntualitzar algunes dades pel que fa al guany del
cromosoma 7. En les nostres dades sembla tenir un paper important pel que fa a
marcar diferencies entre els tumors infiltrants i els que no ho sén (6% pTa, 6% pT1 i
30% pT2-T4), aixo coincideix amb altres autors que han observat una correlacio entre
laugment en el nombre de cromosomes 7 i estadis i graus avangats (Waldman et al.
1991). Perd al mateix temps trobem a la bibliografia altres dades que no sén
coincidents amb les nosaltres observacions, com son el fet que la trisomia d’aquest
cromosoma ha estat descrita com a Unica anomalia en alguns tumors de bufeta
(Berrozpe et al. 1990), o bé un estudi de Hoglund i col. (2001b) on descriuen aquesta
alteracio com una alteracio que es produia de manera primerenca (7% pTa, 26% pT1,
17% pT2 i 21% pT3), els autors postulen que fins i tot podia apareixer de manera
simultania a la perdua del cromosoma 9, que com ja s’ha dit en repetides ocasions al
llarg d’aquest treball és una alteracid, que apareix a I’ inici de la carcinogénesi vesical.
Per altra banda estudis realitzats amb CGH en microxips han suggerit que guanys tant
del brag curt com del brag llarg d’aquest cromosoma presenten una elevada frequéncia

en tumors invasius (Blaveri et al. 2005a).
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Com s’ha vist a partir dels resultats de CGH, es troben una série de regions
cromosomiques que estarien alterades de manera significativa segons els estadis
tumorals, en aquestes regions es poden localitzar oncogens 0 gens supressors de
tumors el guany o la pérdua dels quals seria responsable d’aquestes diferencies.
Recentment s’ha publicat un treball realitzat amb arrays d’expressio, en el que
s’analitzen 74 tumors de bufeta (27 tumors superficials i 47 tumors infiltrants), en el
gue es posa de manifest un llistat de 25 gens que s’expressarien de manera diferencial
entre tumors de bufeta superficials (pTa-T1) i tumors infiltrants (pT2-T4). Aquest set de
gens classificaria de manera correcte els tumors en un 90.5% dels casos; els autors
destaguen entre tots aquests gens, SULF1 (localitzat a 8q13.1) com el gen amb un
valor de prediccié més elevat (Blaveri et al. 2005b). A la taula XllI s'indiquen aquests
gens untament amb la seva localitzacio cromosomica. Tal i com es pot observar,
moltes de les regions cromosomiques on es situen aquests gens, sén regions que ja
s’han citat anteriorment alhora de comentar les regions més freqiientment alterades en

el nostre estudi.

Taula Xlll: Gens que presenten expressié diferencial en tumors de bufeta superficials versus

infiltrants.

Localitzacio

cromosomica Simbol  Nom complert Sinonims

1921 RFX5 DNA-binding protein RFX5 regulatory factor X, 5 (influences HLA class I
expression), Regulatory factor X subunit 5

1921 CTSK Cathepsin K precursor cathepsin K (pycnodysostosis), Cathepsin O,
Cathepsin O2, Cathepsin X, CTS02, CTSO, CTSO1,
CTS0O2, MGC23107, PKND, PYCD

1931 CTSE Cathepsin E precursor cathepsin E

1g31 RGS1 Regulator of G-protein signaling 1R20, B-cell activation protein BL34, BL34, Early
response protein 1R20, IER1, IR20, regulator of G-
protein signalling 1

2qg34-936 FN1 Fibronectin precursor CIG, Cold-insoluble globulin, fibronectin 1, FINC, FN,
LETS, MSF

2937 COL6A3 Collagen alpha 3(VI) chain precursor collagen, type VI, alpha 3

4028 FGB Fibrinogen beta chain precursor fibrinogen, B beta polypeptide

5q32 SPINK1  Pancreatic secretory trypsin inhibitor PCTT, PSTI, serine protease inhibitor, Kazal type 1,

precursor Serine protease inhibitor Kazal-type 1, Spink3, TATI,

Tumor-associated trypsin inhibitor

60924-925 AKAP12  A-kinase anchor protein 12 AKAP250, AKAP 250, A kinase (PRKA) anchor
protein (gravin) 12, A-kinase anchor protein 250 kDa,
Myasthenia gravis autoantigen gravin

7p15-p13 INHBA Inhibin beta A chain precursor Activin beta-A chain, EDF, Erythroid differentiation
protein, FRP, inhibin, beta A (activin A, activin AB
alpha polypeptide)

7q921.3-922.1 COL1A2 Collagen alpha 2(I) chain precursor collagen, type |, alpha 2, HGNC:8128, Ol4

8q13.1 SULF1 Sulfatase 1 HSulf-1, HSULF 1, KIAA1077, SULF1, sulfatase 1

10g22.1 PRG1 Secretory granule proteoglycan core Hematopoetic proteoglycan core protein, MGC9289,

protein precursor

P.PG, Platelet proteoglycan core protein, PPG, PRG,
proteoglycan 1, secretory granule, Serglycin,
SERGLYCIN
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Continuacié taula Xlll: Gens que presenten expressio diferencial en tumors de bufeta
superficials versus infiltrants.

Localitzacio
cromosomica Simbol  Nom complert Sinonims
10925-g26 ACADSB Acyl-CoA dehydrogenase, 2-MEBCAD, 2-methyl branched chain acylCoA
short/branched chain specific, dehydrogenase, 2-methylbutyryl CoA
mitochondrial precursor dehydrogenase, 2-methylbutyrylcoenzyme A
dehydrogenase, ACAD7, acylCoenzyme A
dehydrogenase, short/branched chain, SBCAD
11 STIP1 Stress-induced-phosphoprotein 1 Hop, HOP, Hsp70/Hsp90-organizing protein, IEF-
SSP-3521, P60, STI1, STILL, stress-induced-
phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein),
Transformation-sensitive protein IEF SSP 3521
12p13 C1s Complement C1s subcomponent C1 esterase, Complement C1s component precursor,
precursor complement component 1, s subcomponent
12g21.3-922 LUM Lumican precursor Keratan sulfate proteoglycan lumican, KSPG lumican,
LDC, lumican, SLRR2D
13913.3 POSTN  Periostin, osteoblast specific factor OSF2, OSF-2, Osteoblast specific factor 2, periostin,
periostin, osteoblast specific factor, PN
15925 MFGE8 Lactadherin precursor BA46, Breast epithelial antigen BA46, EDIL1, HMFG,
periostin, osteoblast specific factor HsT19888, MFG-E8, MFGM, Milk fat globule-EGF
factor 8, milk fat globule-EGF factor 8 protein,
OAcGD3S
16913 MT1F Metallothionein-IF HQPO0376, metallothionein 1F (functional),
MGC32732, MT1, MT-1F
16913 MT1H Metallothionein-I1H Metallothionein-0, metallothionein 1H, MT-0, MT1,
MT-1H
16913 MT1L Metallothionein 1L MT1, MT1R
16913 MT1E Metallothionein 1E metallothionein 1E (functional), MT1, MT-1E, MTD
16g22.1 NUTF2 Nuclear transport factor 2 NTF2, NTF-2, nuclear transport factor 2, Placental
protein 15, PP15
17925 TIMP2 Metalloproteinase inhibitor 2 precursor  CSG-21K, TIMP-2, tissue inhibitor of

metalloproteinase 2, Tissue inhibitor of
metalloproteinases-2

Amplificacions geniques

Les amplificacions sén un fet poc frequient, que es produeix de manera més habitual
en tumors d’estadis avancats, i és per aixd que en les regions amplificades es podrien
localitzar gens amb un paper important en la progressié tumoral. Exemples d’aquesta
distribucio preferent en tumors invasius els podem trobar en estudis de CGH de
microxips de DNA gue recentment s’ha publicat. Veltmann i col. (2003) descriuen
amplificacions en dos tumors d’estadi pTa, 3 tumors d’estadi pT1 i 17 tumors pT2-T4.
Un altre treball utilitzant la mateixa técnica i amb resultats similars és el publicat per
Blaveri i col. (2005a) on de 29 casos pTa, 6 presentaven amplificacions, mentre que de
14 pT1, 8 en presentaven i el nombre encara augmentava més en el cas dels pT2-T4
on de 55 casos 31 presentaven amplificacions.

Coincidint amb les dades esmentades i tenint en compte que la majoria de tumors eren
superficials o d’invasié minima (72/79), la nostra série de tumors presentava un
nombre relativament baix d’amplificacions; els casos que van presentar un nombre
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d’amplificacions superior a 3, van ser Unicament dos, i tots dos casos tenien un estadi
tumoral pT3G3.

Les amplificacions que varem detectar en els nostres estudis en diferents regions del
genoma han estat: 1p11pl3, 3p21lpter, 5pllpl3, 6pl2p22, 6p22pter, 6016924, 6922,
7pl3pter, 7q32qter, 8pl2, 11913, 12914ql5, 12qg24.2924.3, 16pl2pter, 17g23qter,
19p13.2pter, 20p13pter. Pero si ens fixem en les dades de la bibliografia veurem que
el nombre de regions que presenten amplificacions dins els TCC augmenta: 1p22p24,
1p22p32, 1921924, 2q32, 3pll, 3926, 5pl5, 5921, 7921931, 89g21.3922, 8924, 9p21,
10p12, 10p13pl5, 10922923, 10925, 12912, 12914921, 12925, 13934, 16921922,
17911921, 17q12, 17921, 17922923, 18pll, 20913, 22q119l3, Xp2l, i Xg21
(Kallioniemi et al. 1995; Voorter et al. 1995; Richter et al. 1997, 1998; Simon et al.
1998, 2000).

Algunes de les regions que presenten amplificacions, sén regions que contenen gens
coneguts, alguns d’ells son MYCL1 a 1p34, E2F3/CDKAL1/ID4/SOX4 a 6p22, FGFR1
a 8p12, KCNQ3/ZNF406/POLR2K/SPAG1/RNF19 a 8q22q24, MYC a 8q24.12q24.22,
SFMBT2 a 10pl4, CCND1/CTTN/FGF3/PAK1/VEGFB1/FGF4/PAK1/SHANK2 a
11913, PCSK7 a 11923, MDM2/FRS2/CCT2/VMD2L3 a 12g15, TNFSF13B a 13q33,
ERBB2 a 17912, JUNB a 19p13.2, CCNE1 a 19qg13.11, i CYP24 a 20g13.2 (Veltman et
al. 2003; Blaveri et al. 2005a); pero els gens candidats a ser oncogens de la majoria de
regions amplificades s6n encara desconeguts.

Es interessant destacar la relacié que hi ha entre les regions d’amplificacio i els llocs
fragils. Per mitja d’estudis in vitro s’ha vist que I'activacio dels llocs fragils té una forta
relacio amb les regions d’amplificacio genomiques, ja que aquests inicien els cicles de
trencament-fusio-pont (BFB de I'anglés: breakage-fusion-bridge). Diverses regions que
es troben amplificades es troben també flanquejades per llocs fragils, fet que dona
suport a l'existencia d’aguesta relacio. Com exemple podem citar I'amplificaci6 de
11913 que es troba flanquejada per FRA 11A i FRA 11F, o bé I'amplicé 8g22qg24
flanquejat per FRA 8B i FRA 8E. Estudis realitzats per Moriarty i Webster (Moriarty and
Webster 2003), suggereixen que els llocs fragils serien regions del genoma

susceptibles a patir trencaments i amplificacions.

11913 ciclinaD1

Un dels loci que s’ha trobat més freqlentment amplificat en tumors de bufeta ha

estat 11913, aquesta és pero una regié que és troba també amplificada en altres tipus
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de tumors com sén el de mama, esofag, cap i coll o ovari entre d’altres (Knowles 2001;
Fu et al. 2004).

En aquesta regié es troben localitzats diversos gens: CCND1, FGF4, VEGFB, FGF3,
CTTN i PAKL. Estudis recents suggereixen que alguns daquests gens (CCND1,
FGF3, CTTN i PAK1) es troben implicats en el procés de carcinogenesi vesical
(Veltman et al. 2003). Hi ha a més a més, altres dades que suggereixen que seria
CCND1 el gen diana principal en el amplic6 que hi ha 11913, ja que en estudis
realitzats mitjangant FISH en microxips de teixit, s'observa que el nivell d’amplificacié
decreix a mida que ens allunyem de CCND1 (Zaharieva et al. 2003).

Tot aix0 va fer que ens plantegéssim estudiar per mitja de FISH si el guany o
amplificaci6 de 11q13 eradegut a CCND1, o bé podia ser degut a algun altre gen dels
gue es troben situats en aquesta banda citogeneética.

Per tal de portar a terme aquests estudis es va treballar amb talls de parafina de
mostres préviament analitzades per CGH (treball 3 de resultats), els resultats obtinguts
varen mostrar que els estudis de FISH eren capacos de detectar les amplificacions del
gen de la ciclina D1 amb un percentatge major (12%), del que ho era la CGH
convencional (2.5%). El percentatge d’amplificacions detectades en el nostre estudi
amb FISH és similar al 11% descrit per altres autors (Sauter et al. 1993; Bringuier et al.
1996).

Per tant podem concloure que la FISH ens resulta una eina molt util, ja que permet
detectar una serie d’amplificacions que la CGH no és capac¢ de posar de manifest. Al
mateix temps també ha servit per descartar que en alguns casos on s’observava un
guany de 11g13, aquest fos degut al guany de CCND1, ja que per FISH no s’ha
observat aquest guany i per tant el responsable ha de ser algun altre dels gens que es

troben localitzats en la mateixa regié cromosomica.

Delecions en homozigosi

En el nostre estudi, i al tractar-se de CGH convencional, no varem poder valorar les
pérdues en homozigosi. Darrerament, pero, s’estan publicant treballs utilitzant CGH en
microxips de DNA que poden detectar-les; per tant la informaciéo que aporten altres
metodologies en aquest sentit és de gran interés de cara a la cerca de gens candidats
a ser gens supressors de tumors.

Les regions cromosomiques que amb una major frequiencia presenten perdues en
homozigosi s6n 8p23 on es troba CSMD1, 9p24-13 CDNK2A (va resultar el clon més
frequentment delecionat), 9921-34 on es troben AKNA/DFNB31/DBC1, 10922924 on
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es troba PTEN, altres regions que s’han descrit sén 2q14-37 i 11p13 (Veltman et al.
2003; Hurst et al. 2004, Blaveri et al. 2005a).

Per tant cal pensar que aquelles regions que es troben amplificades o bé delecionades
en homozigosi, son regions que clarament han de ser estudiades en detall per tal de
buscar gens implicats en la carcinogénesi vesical, de totes maneres s’ha de tenir
present que la cerca de gens en aquestes regions és en moltes ocasions dificultosa ja

que es tracta de regions grans que contenen una elevada quantitat de gens.

3. TUMORS UROTELIALS SUPERFICIALS O D’INVASIO MINIMA: Ta
vs T1

Degut a que la major part dels tumors d’uroteli estudiats en els diferents treballs que
es presenten en aguesta tesi doctoral han estat tumors superficials o d’invasié minima
(72/79), hem considerat interessant centrar part d'aguesta discussié en aquests
estadis tumorals. Per tant I'analisi i discussio que hi haura a continuacio estara basada
en 28 tumors pTa i 40 tumors pT1 (procedents dels treballs 1, 3 i 4 de I'apartat de
resultats).

No s’han tingut en compte 4 tumors pTaG3 procedents del treball 2 de resultats, ja que
al ser un nombre molt petit de tumors no podriem concloure dades de manera
significativa.

Diferéncies quantitatives segons estadis i graus tumorals

Com ja s’ha dit anteriorment hi ha una important diferéncia pel que fa a la quantitat

d’alteracions entre tumors pTa i pT1, mentre que l'augment d’aquestes deixa de ser
significatiu a I'hora de comparar pT1 i pT2-T4 (Sauter et al. 1997; Simon et al. 1998,
2000; Fadl-Elmula et al. 2000).
Dins de la nostra série de resultats hauriem d’esperar per tant que els tumors d’estadi
pTa presentessin un nombre menor d’alteracions que els tumors d’estadi pT1, iaixi
succeeix tal i com es pot observar a la taula XIV. Tot i que cal destacar, que el salt
guantitatiu s’observa de manera clara entre el grup de pT1G2 i el pT1G3, per tant esta
més condicionat pel grau que per I'estadi tumoral.
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Taula XIV: Relacié de dany genomic en funcié del estadi i grau tumoral.

Guanys Pérdues

Estadi/Grau | N° de casos estudiats | rang | mitjana | rang | mitjana
pTaGl 11 0-13 3,8 0-6 1,6
pTaG2 17 0-26 4,1 0-6 1,5
pT1G2 16 0-7 2,9 0-12 3
pT1G3 24 0-13 4,4 0-13 4,3

Un altre fet important, és que els tumors d’estadi pTa presenten aproximadament el
doble de guanys que de perdues, mentre que en els estadis pT1 el nombre de perdues

augmenta de manera significativa i arriba a igualar-se amb el nombre de guanys.

Diferéncies quantitatives i qualitatives: subtipus dins dels tumors

superficials

Una altra aproximacié que s’ha realitzat respecte a les dades obtingudes a partir
dels resultats de CGH, ha estat la classificacié dels diferents casos no en funcié de
I'estadi i grau tumoral, sin6 en funcié dels patrons individuals de desequilibris genétics
observats (Taula XV).

Aquesta taula posa de manifest la presencia de tres grups els quals es diferencien tant
guantitativament com qualitativament i que poden ser representatius de diferents vies
d’evolucio dins la carcinogenesi urotelial. EI grup 1 i 2, tenen en comu que presenten
un elevat dany genomic (el nombre d’alteracions es mouen en un rang que va des de 5
fins a 32).
- Grup 1 (en color vermell a la taula), es caracteritza per presentar una
predominanca de guanys sobre les péerdues. Les alteracions més frequients sén
+1q (66.6%), +1p (54%), +17q i +19p (45.8%).
- Grup 2 (en color blau a la taula), es caracteritza per presentar un elevat
nombre de pérdues. Destaquen les seglients alteracions (en ordre decreixent
de frequencia) -9q (69%), -9p i -11q (61.5%), +Xp i +Xq (53.8%),+8q, -8p, -5q i
-11p (46.1%).
- Grup 3, destaca per presentar poc dany genomic, ja que presenta un nombre

d’alteracions inferior a 5.



Taula XV: Alteracions observades per CGH en 68 tumors urotelials (amb negreta hi ha indicades les amplificacions)

Cas | Estadi/Grau [ Guanys Pérdues

E2 pTaG2 1p31pter,1910g23,2p24,2q37,4p15.3,5035,6026qter,7p,7q11,7q34qter,8p22,10925,11p15pter,11q12q13,12923,13g32qter,14932,15 | 4q,6910g23,11p13,13921,18p,X
gl5qgter,16p13.1pter,16024,17923qter,19p13.2pter,19913.1q13.2,20q12qter,21922,22

El pTaG2 1p3ipter,1910923,2937,6926ater, 7p22pter, 7q34qter,10925,13g32qter,16p13.1pter,16924,17q,19p13.2pter,20g12qgter,22 49X

U-12 pTaG2 1p32pter,1g21qter,5034qter,12q22qter,12q24.2q24.3,15022q24,16pterq13,16g23qter,17p12q12,19p13.3,20q,21922,22912 2036937

U-8 pTaGl 1p32pter,2p25,2937,11q13,12924,16,17,19,20q,21,22,Xq21,Xq26qter 3p12,5914423,13932

C1l pT1G3 1p34pter,1q,2pterq21,2g33qter,3p24pter,3g21qter,8p12,8q9,10p,14g931qter,16p,19q,21 1p13p33,4g33qter,5p10p12,50,9q9,10q,11p,11g14qter,14q10922,15910q15,16q,17p11.2,18q

U-25 pT1G3 1p32pter,1g43,2p24pter,2q36qter,9934,11q12913,16p13.1pter,17p13,19,19p13.2pter ,22,Y 5p15.2923

U-3 pTaGl 1p34.2pter,4p16,4p11924,7911,17pterql2,19,Xpterg25,Y 5p15,6p22,11923,12p12

U-5 pTaGl 1p32pter,1925942,3p26,9934,12q24.1,14924qter,179,Xp22.1pter Y

C2 pT1G3 1p34pter,19,2p21,8p12,11913,19p,199,22 4,8p22pter,9p,11p,11qldqter,14910922,18q

U-27 pT1G3 1g43qter,4p15.2g21,5q11.2912,7p21pter,7q11.2,10p11.2p10,19 7033035,9921q31,10924925,16922723

15 pT1G2 1p32p34,1q,8q,11913,13q13qter,20,20p13pter 5q,8p,11,15915925,Y

14 pT1G2 1,4927qter,5,8q,17q24qter,X,Yq11l.2pter 2q33qter,8p,9g22qter,13911q14,18

U-29 pT1G3 1921g24,1931932,2p14p15,7p15,8921.3923,17g21 9p13p23

U-19 pT1G2 2037,5027,9934,17p,19p,20q13.2q13.3 4026027,12q15

12 pT1G2 1g21qter,3p22pter,3q,8q22qter,17q11g21 2q32qter,3p13p14,9,17p13,Y

24 pT1G3 19,3,8p21913,17q,Y 8p22pter,9q31qter

U-21 pT1G2 5pl4pter,10p11p12,19p,20.Y. 5034,9,11

21 pT1G3 1g32qter,8q,15q,Y 2021924,8p,9q

U-13 pTaG2 3p26,3928,9p21pter,Xq21g22 Y

U-26 pT1G3 1p32pter,17911.2912,19,Xp22.2pter

U-17 pTaG2 1p36.2pter,16p13.2pter,X,Y

1 pTaGl 4p22pter,4q932qter,7,16

U-23 pT1G3 1931,49q00g31.3,X 1p36.1pter,16,Y

18 pT1G2 1g21qgter,13g21qter,Y 8p,9p11p22

U-20 pT1G2 3p24p26,6p25,11913

6 pTaG2 1g23qter,8q 4q31qter,8p

U-33 pT1G3 3p25pter,4q21 5q32qter

20 pT1G2 7q32qter,20 13922932

C3 pT1G3 8p12,19q

U-35 pT1G3 1p36.2,9934

U-34 pT1G3 3p26,Xq21

U-11 pTaG2 1g42 Xg00g13

5 pTaG2 Y 9g21qter

U-7 pTaG1l X 14931

U-4 pTaGl 8q24.1qter Y

U-1 pTaGl Xp11.3925

U-28 pT1G3 X

U-2 pTaGl

U-24 pT1G3

U-6 pTaGl

16 pT1G2

3 pTaG2

7 pTaG2

8 pTaG2

10 pT1G2

U-30 pT1G3

4 pTaG2 Y

U-14 pTaG2 Y

2 pTaG2 9

U-18 pT1G2 9p23p24.,Y

13 pT1G2 9qg21q31,14923qter

11 pT1G2 8q 8p,Y

U-36 pT1G3 X 2912922,

U-15 pTaG2 15 9Y

U-10 pTaGl 3p21,Xq 9,13922g31

U-16 pTaG2 6p21 12q15,18g22,21g21

17 pT1G2 11913,15q13qter 9q13g22,11p,11ql4qter

9 pTaG2 89,17q,Y 8p.9,11p,17p

19 pT1G2 19,89,20 9,11pl4pter,139g31g32,17p

U-39 pT1G3 4012913,8924.3,19p,X,Y 2p23p24,2722,9p,9931932,11922723

U-9 pTaGl 4p11g13,19p.X,Y. 2p21p24,8p23,11923,12p12,13931,14924qg31

23 pT1G3 11913,12,14921qter,15,20 5012q31,9,11p,11gl4qter,18gl2qter,Y

22 pT1G3 6p22p23,8g21g22,10p,11q,12p,17,20p11.2qgter 4q,50913023,6013022,7921,9q,11pl4pter,18g21qter, X

U-31 pT1G3 7q11.9q22,8913qter, 11913,12q14q15, 17p12pter,Xpterq23 4p15.3p15.1,4922qter,5q33g34,6p12,60921qter,8p21p22,9p13,9931,13921g31

U-22 pT1G2 14013 X,Y 4p15.3,5q31qter,7q34q35,8p22p23,10p13p14,10q25,11p15,1123924,13q31,14q31,17p12,18q12.3qter

U-37 pT1G3 7911,8910021.3,19,X,Y 2p14p24,2G21,4p15.1p15.2,5012q13,6025,7q31935,8p21p22,9p12G23,10q25,11023,14q24,15G24

U-32 pT1G3 5011.2p13,10p12,Xp21g25 2p24p23,3p13p14,3932933,5934,6024.1q24.2,8p12p22,9p12p22,9931933,10924026,11923924,15923724,17p12,18721922

U-38 pT1G3 4900921,X 1931q41,2912q14.3,5923qter,6925,7p12p14,7932g35,9p12,10025,11923,12p12,12924.1924.2,15924925,Y
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Com es pot observar a la taula XVI, dins de cada un dels tres grups trobem tumors de
diferents estadis i graus tumorals, en percentatges variables.

Taula XVI: Relacié dels diferents estadis i graus tumorals dins dels tres grups descrits.

Estadi i Grau Proporci6 de casos Percentatge
GRUP 1 pTaGl-G2 (9/24) 37.5%
pT1G2 (6/24) 25%
pT1G3 (9/24) 37.5%
GRUP 2 pTaG1l-G2 (3/13) 23%
pT1G2 (3/13) 23%
pT1G3 (7/13) 54%
GRUP 3 pTaG1l-G2 (16/31) 52%
pT1G2 (7/31) 22%
pT1G3 (8/31) 26%

En el grup 3, hi ha diversos tumors (9/31, dels quals 4 eren pTaG1-G2, 2 eren pT1G2 i
2 més eren pT1G3) els quals no presenten cap alteracié per CGH; aixo pot ser degut a
gue possibles alteracions genétiques que presentin aquestes mostres estiguin per sota
el nivell de resolucié de la tecnica, o que es tracti de reordenaments cromosomics
equilibrats, o per altra banda que el nombre de cél-lules portadores dels desequilibris
es trobi per sota del 50-70% necessari per obtenir un bon resultat, o bé que acumulin
alteracions en el patr6 de metilacid.... Alguns d’aquests motius podrien ser també
possibles explicacions per altres tumors que si presenten alguna alteracio i que també
es troben en aquest grup, quan en principi estadis tumorals com el pT1G3 esperariem
gue presentessin més dany genomic. Altres autors (Blaveri et al. 2005a) utilitzant CGH
en microxips de DNA també descriuen casos que no presenten cap alteracio
genomica, aquests resultats donen suport a l'existencia del grup 3 de la nostra
classificacio.

Per altra banda cal destacar que en aquest grup hi ha un clar predomini de tumors
pTa, fet que es podria esperar ja que en principi és normal que tumors d’estadis
primerencs presentin poques alteracions.

Una altra possible lectura que es podria fer a partir de la presencia de pT1G3 en
aguest grup és que hi hauria una part dels tumors de bufeta que evolucionarien a partir
de mecanismes que no implicarien grans canvis cromosomics.

Dins aquest grup crida I'atencio el fet que alguns casos presenten alteracions que son
caracteristiques del grup 1 com sén +1p o +1q, o del grup 2 com son -5q, -8p, -9p, -9q
o +Xp. Per tant alguns dels tumors que trobem en el grup 3, amb el temps podrien
acabar redistribuint-se en un dels altres grups. Per tant alguns dels tumors del grup 3
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podrien representar una etapa inicial que evolucionaria cap a una via de guanys o de
peérdues. Aquesta hipotesi estaria recolzada per resultats obtinguts en tumors de
bufeta sincronics (treball 4 de resultats) on es pot veure I'evolucié des d’un tumor amb
una alteracio fins tumors amb dotze alteracions en un mateix pacient (Figura 19).

Els grups 1 i 2 posarien de manifest I'existencia de tumors urotelials que es
caracteritzen per un nombre de desequilibris importants; en principi podriem pensar
gue al presentar patrons tant diferents d’alteracions aixo ens estaria indicant que sén
dos vies d’evolucié tumoral independents, en una d’elles els tumors tindrien una
preferéncia per I'acumulacié de guanys (grupl) i una altra on s’acumularien de manera
preferent perdues (grup2). De totes maneres no hem d’oblidar que en tots dos grups
es troben tumors de diversos estadis i graus tumorals, fet que posa de manifest que hi
ha d’haver una série de desequilibris dins de cada grup, que per si mateixos tinguin
prou importancia com per permetre I'evolucié tumoral.

De fet, estudis estadistics de diferents patrons cariotipics han demostrat que la majoria
de tumors segueixen dues vies d'evolucid diferents, una caracteritzada per guanys
genomics, i una altra caracteritzada per pérdues (Hoglund et al. 2005). Un exemple
d’aixo seria el cas del cancer pulmd, que es pot produir seguint dues vies, una iniciada
pel guany dels cromosomes 6p, 11q, 12 i 179 i una altra que iniciaria amb la perdua de
3p; 6 el cas del cancer d’ovari en el qual una via iniciaria amb el guany del cromosoma
7 6 de 8q, i I'altra via s’iniciaria amb la pérdua de 6qg (Hoglund et al. 2005).

Cal tenir present la possibilitat que posteriorment tant el grup 1 com el 2 puguin patir
una evolucié de forma convergent; de manera que els guanys i pérdues realment
importants de cada un dels grups es mantindrien en estadis infiltrants, de manera que
en aquests tumors ja no es veuria una predominanca de perdues o guanys, sind que
estariem davant d’'un grup més homogeni; en aquest sentit estudis realitzats pel nostre
grup (Rigola, tesi doctoral) indiquen que el patré d'alteracions dels tumors infiltrants
observat per CGH és homogeni, i no evidencia la preséncia de diferents subgrups.

Per altra banda cal destacar que en el grup 2, hi ha un predomini important de tumors
pT1G3; pero I'especial naturalesa d’aquest grup de tumors fa que els tinguem en una
consideracio especial, ja que aquests son tumors que infiltren el teixit connectiu de
forma local o extensa i aixd ha fet que en ocasions se’ls hagi anomenat com a tumors
minimament infiltrants. A més a més cal tenir present que un 70% dels tumors
superficials recidiven, i d'aquests un 10-15% seran infiltrants, i al mateix temps
d’aquests entre un 30% i un 50% sén T1 d’alt grau (Gunlusoy et al. 2005); per aixo tot i
gue en lactualitat hi ha una clara tendéncia a intentar conservar la bufeta, s’ha
proposat la possibilitat de realitzar cistectomia radical i una posterior derivacio urinaria
en casos seleccionats (Huguet et al. 2005). La important taxa de progressi¢ d’aquest
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grup de tumors respecte el tumors pTa fa suposar que tot i ser considerats com
integrants d’'un Gnic grup anomenat tumors superficials, ens trobem en realitat davant
de dues entitats diferents. De manera que seria possible que sota una Unica entitat
histopatolégica de pT1G3, hi hagués realment tres grups biologicament diferents, amb
histories diferents, que presentarien patrons d’alteracions diferents; perque tot i que a
nivell clinic i patologic tots els tumors infiltrants son similars hi ha d’haver alguna
diferencia a nivell genétic entre els que debuten de manera directa com infiltrants, i els
que progressen a partir d’'un tumor superficial (pTa). En el nostre estudi no s’observen

pero diferencies pel que fa al pronostic entre els tumors pT1G3 dels diferents grups.

Cal tenir present que ni +18, -8q, -17q, -19, -20 ni -22, sbn alteracions que s’hagin
observat en cap del 68 tumors (pTaG1-G2, pT1G2-G3) estudiats.

4. TUMORS SINCRONICS: CLONALITAT | VIES D’EVOLUCIO

Del total de 79 tumors urotelials estudiats, n’hi ha 28 que eren multiples en el
moment del seu diagnostic, de 20 d'aquests es va estudiar una Unica mostra
(pertanyen als treballs 1 i 3 de I'apartat de resultats), i 8 d’aquests tumors corresponien
a tumors sincronics procedents de tres pacients (treball 4 de resultats). Pel que fa a
estadis i graus tumorals, hi ha 10 tumors pTa, 17 tumors pT1i 1 tumor pT4.

El rang pel que fa al nombre d’alteracions en aquest grup de tumors va de 0 a 32, amb
una mitjana de 8.4 alteracions, i es va detectar més presencia de guanys (amb wuna
mitjana de 5.2 guanys per tumor) que de pérdues (amb una mitjana de 3.17 perdues
per tumor).

A la taula XVII es pot observar tan 'estadi i grau tumoral de tots els tumors multiples
estudiats, i les alteracions detectades per CGH convencional.

Dins d’'aquesta série de tumors, les alteracions que s’han observat de manera més
freqlient han estat en més d’'un 30%: +Xq, -9, +19p i +19q; en més d'un 25%: +1q,
+Xp, +1p, -4qi -11p; i en més d'un 20%; -5q, +7q, +11q, -11q, +17q i +Y. S’han
observat amplificacions a 3p21pter, 6p112p22, 6916924, 7gl3pter, 7q32qter, 8pl2,
11913, 12914915 17g23qter.
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Taula XVII: Alteracions observades per CGH en els tumors multiples sincronics (amb negreta hi ha indicades les amplificacions). E/D/C seguides d’una xifra indiquen diferents tumors d’'un mateix pacient.

Cas Estadi/Grau | Guanys Pérdues

U-3 pTaG1 1p34.2pter,4p16,4p11924,7q11,17pterq12,19,Xpterg25,Y 5p15,6p22,11923,12p12

U-13 pTaG2 3p26,3928,9p21pter,Xq21922 Y

E1 pTaG2 1p31pter,1910923,2q37,6q26qter,7p22pter,7q34qter,10925,13q32qter,16p13.1pter,16924,17q,19p13.2pter,20q1 | 49,X
2qter,22

E2 pTaG2 1p31pter,1910923,2p24,2q37,4p15.3,5935,6g26qter,7p,7q11,7q34qter,8p22,10925,11p15pter,11q12913,12923, | 4q,6910923,11p13,13921,18p,X
13qg32qter,14g32,15q15qter,16p13.1pter,16924,17q23qter,19p13.2pter,19913.1913.2,20q912qter,21922,22

5 pTaG2 Y 9qg21qgter

7 pTaG2

9 pTaG2 8q,17q,Yp 8p,9,11p,17p

D1 pTaG3 15p

D2 pTaG3 1921,1q24qter,2p24pter,4p15pter,11923,15p,16p12q21,17p12,17924,18p,19,22 4926928,5912q32

D3 pTaG3 1921,2p,13,14p,15p,16p12,19,Xp22pter,Xq21922 5912932

U-22 pT1G2 14q13,X,Y 4p15.3,5q31qter,7934935,8p22p23,10p13p14,10925,11p15,11923924,13q31,14931,17p12,18912.3qter

10 pT1G2

13 pT1G2 9921q31,14923qter

17 pT1G2 11q13,15q13qter 9q13922,11p,11q14qter

U-26 pT1G3 1p32pter,17911.2912,19,Xp22.2pter

U-35 pT1G3 1p36.2,9934

U-34 pT1G3 3p26,Xq21

C1 pT1G3 1p34pter,1q,2pterq21,2q33qter,3p24pter,3921qter,8p12,8q,10p,14931qter,16p,19q,21 1p13p33,4933qter,5p10p12,59,99,10q,11p,11q14qter,14910922,15910915,169,17p11.2,18q

Cc2 pT1G3 1p34pter,1q,2p21,8p12,11913,19p,19q,22 4,8p22pter,9p,11p,11914qter,14910922,18q

C3 pT1G3 8p12,19q

22 pT1G3 6p22p23,8921922,10p,11q,12p,17,20p11.2qter 4q9,5913923,6913922,7921,9q,11p14pter,18g21qter, X

U-23 pT1G3 1931,4910qg31.3,X 1p36.1pter,16,Y

u-27 pT1G3 1943qter,4p15.2921,5911.2q12,7p21pter,7q11.2,10p11.2p10,19 7933935,9921931,10924925,16922923

U-28 pT1G3 X

U-30 pT1G3

U-31 pT1G3 7911.922,8q13qter, 11q13,12q14q15,17p12pter,Xpterq23 4p15.3p15.1,4922qter,5933q934,6p12,6921qter,8p21p22,9p13,9931,13921g31

U-39 pT1G3 4912913,8924.3,19p,X,Y 2p23p24,2922,9p,9931932,11922923

30 pT4G3 3p21pter,7,10p,Y 6921q23,8p
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La majoria d’aquests canvis cromosomics coincideixen amb els que de forma més
frequent s’'observen en els tumors de bufeta, cal destacar pero la péerdua de 4q, que en
el cas dels tumors Unics es produeix en un 5%, mentre que en tumors multiples
augmenta fins arribar a un 25%. Aquesta alteracié ha estat detectada com a freqient
en linies cel-lulars de TCC d'uroteli (Williams et al. 2005), de fet en un estudi realitzat
amb CGH en arrays de DNA es va trobar com a pérdua més habitual (un 83%) amb
una regié minima de pérdua localitzada a 4q13.1-g31.3 (Hurst et al. 2004). També s’ha
descrit com alteracié habitual en tumors invasius (Simon et al. 2000), aquesta dada
podria tenir relacié amb el fet clinic que la multiplicitat incrementa el risc de progressio
(Kiemeney et al. 1994b; Millan-Rodriguez et al. 2000).

Sabem que el fet de presentar tumors multiples confereix d’entrada un pitjor pronostic,
per tant esperariem trobar alguna alteraci6 que compartissin tots els tumors, que
podria ser la causant d’aquest fenomen de multiplicitat. Dins de la nostra série no hem
trobat cap alteracié que fos compartida per totes les mostres. Simon i col. (2001) van
proposar que -17p podria ser aquesta alteracid, ja que trobaven la perdua del brag curt
d’aquest cromosoma en un 100% dels casos d'un estudi realitzat a partir de tumors
multiples.

Dins de la nostra série la pérdua del brac curt del cromosoma XVII es produeix només
en un 10% dels tumors. La majoria d’estudis de pérdues al-leliques associen -17p amb
tumors de bufeta avancats (revisat per (Fadl-Elmula 2005; Wu 2005)); cal tenir present
gue els casos estudiats per Simon i col. procedien de pacients als que se’ls hi havia

realitzat una cistectomia.

Relacio clonal

Una de les possibilitats que ens obre I'estudi dels tumors urotelials mdltiples, és la

de esbrinar quin és l'origen dels tumors tant sincronics com metacronics, és a dir si
aquests tumors s'originen a partir d'un epiteli inestable o bé tenen un origen
monoclonal. Aquest tema ha estat ampliament discutit al llarg del temps revisat per
(Hafner et al. 2002).
L’estudi de vuit tumors procedents de tres pacients (treball 4 de resultats) va posar de
manifest que la majoria de tumors sincronics compartien d'l a 17 desequilibris
cromosomics. Aix0 va permetre tracar arbres filogenéetics (figura 19), alhora que
suggeria una relacié clonal entre els diferents tumors. Aquesta relaci6 va ser
confirmada matematicament aplicant el métode descrit per Kuukasjarvi i col. (1997),
gue va indicar que la relaci6 clonal entre mostres aparellades era igual a 1.
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+1g42qter
+4pl5pter
-4026928
+11923
+16p12g21
+17p12
+17q24
+18p D2
+22
+15p
X0 » D1 » X1
+1921
+2p24pter +2p
-50q12932 +13 D3
+16p12 “14p
+19 +Xp22pter
+Xg21922

Figura 19: Exemple d’'un arbre filogenétic d’'un cas de tumors mdltiples sincronics (pertany al
treball 4 de resultats). La D indica el pacient estudiat i els nameros indiquen el tumor, la X
indica una poblacié precursora hipotética.

L’estudi d’aquests tumors ens ha permes identificar mecanismes implicats en la

generacio i acumulacio de desequilibris cromosomics. Aixi doncs hem observat que:

Alteracions que en alguns tumors s’observaven com a guanys, després en
altres tumors del mateix pacient i que, segons els nostres arbres tenien un
major grau d’evolucio, esdevenien amplificacions; un exemple d’'aixo n’és el cas
de 8p12 en el pacient C (figura20-A).

Es va observar que algunes alteracions (tant guanys com perdues)
s’expandien, de manera que en tumors que en principi estaven meés
evolucionats l'alteracié s’havia engrandit i comprenia un nombre major de
bandes cromosomiques; exemples d’aquest fet es mostren a la figura 20-B.
Expansions de pérdua de regions amb LOH van ser observades en un estudi
de tumors metacronics (van Tilborg et al. 2000), en aquest treball es suggeria
gue aquest fenomen es podia produir a causa d’un augment de recombinacio
mitotica. Sembla que I'expansié de desequilibris cromosomics tals com les
observades en el nostre estudi s’explicarien millor a partir de cicles consecutius
de trencaments cromosomics que S'iniciarien a prop del centromer i
s’estendrien vers les regions telomeriques tal i com varen proposar Gisselson i
col. (2001).
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Figura 20: Exemples d’esdeveniments que indicarien I'existéncia d'una relacié clonal entre
tumors sincronics d’'un mateix pacient.

Vies d’evolucié

Com ja s’ha apuntat anteriorment I'estudi d’aguest tumors també pot aportar
informacio sobre les possible vies d’evolucié d'un procés carcinogénic determinat com
a consequéncia de lacumulacid de desequilibris. Es a dir, si trobem diferents
alteracions que comparteixen tots els tumors s’assumeix que aquestes alteracions
s’han produit a l'inici del procés tumoral, mentre que si n’hi ha d’'altres que només
comparteixen part dels tumors deduirem que s’han produit a posteriori; per altra banda
aguelles alteracions que no comparteixin entre cap d’ells s’assumeix que son fruit de
I'evoluci6 individual de cada un dels tumors.

Les vies d'evolucid observades en aquests tumors es correlacionen amb les
proposades a I'apartat 3 de la discussio, confirmant I'existéncia de tres vies o grups.
En resum, podem concloure que:
Alguns tumors sincronics sén una clara representacié del grup 1 ja que hi ha un
clar predomini de guanys (cas E de 'apartat del treball 4 de resultats).
En alguns casos, s’observen tumors amb poc dany genomic que després
evolucionaran vers la via de guanys (Figural9).
Alguns tumors, tot i ser pT1G3 presenten una seria d’alteracions que son
representatives de les més caracteristiques dels grups 1 i 2 aquesta

convergencia seria més tipica d’'un pT2-T3 que d’'un pT1G3. Per la qual cosa
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suggerim que aquests tumors correspondrien genéticament a un estadi més
avancgat.
Aquestes vies observades en diferents tumors es correlacionen amb les que
s’observen dins de poblacions d’'un mateix tumor (casos A i B del treball 4 de
resultats).
Aquest fet suggereix I'existéncia de diferents grups d’evolucié cariotipica que estarien
generats per diferents mecanismes d’inestabilitat cromosdmica de forma que un
generaria guanys i l'altre pérdues (Lengauer et al. 1998; Nowak et al. 2002; Sieber et
al. 2003; Hoglund et al. 2005). Esta demostrat, que un cop s’ha adquirit una alteracio,
aquesta condicionara les alteracions seglients que es puguin anar produint. Aixo indica
que diferents vies d’evolucié cromosomica es podrien iniciar en estadis primerencs de
la carcinogénesi, de manera que I'acumulacié d’alteracions cromosomiques es faria
seguint diferents camins (Hoglund et al. 2005).
Per altra banda el fet de presentar els guanys o pérdues caracteristics del grup sense
presentar simultaniament les alteracions caracteristiques de laltre, mantindria els
tumors en estadis superficials o d’invasié minima.
Integrant aquests resultats amb els observats en 'apartat 3 de la discussio, proposem
una via d’evolucié dels tumors de bufeta segons la qual a partir de tres vies divergents
en tumors superficials o d’invasié minima, s’arriba a una convergéncia en els tumors

infiltrants que adquireixen a més altres desequilibris (Figura 21).

Inestabilitat cromosomica -

tGuanys  _ Pocdany genétic._ | Guanys =
LPérdues « (grup 3) "% 1Perdues Q
©
(grup 1) (grup 2) 'a
+1p, +1q, -5q, -8p, +8q, -9p,
+17q,+19p, 9q, -11p, -11q, +Xq
+19q
+1p, +1q, +8q, +17q, +19p, +19q, +Xq <
-59, -8p, -9p, -9q, -11p, -11q, ey
al
Q
+5p, +6p, +7p, -6q, -17p

Figura 21: Proposta de via d’evoluci6 dels tumors de bufeta.



Discussio 229

5. TUMORS RENALS PAPIL-LARS DE TIPUS FAMILIAR. MULTIPLES
TUMORS | PATRONS D’EVOLUCIO COMUNS

Els carcinomes renals papil-lars (PRC, de I'angles: papillary renal carcinomas) de
tipus 1, sén de tumors renals que s’originen a I'epiteli del tabul proximal; i a l'igual que
la majoria de tumors renals, estan molt ben caracteritzats a nivell citogenetic. Es
caracteritzen per la trisomia dels cromosomes 7 i 17, i per la pérdua del cromosoma Y
en els adenomes. La presencia de trisomies addicionals com soén 3, 12, 16 i 20, esta
associada a carcinomes (Kovacs et al. 1991, 1993). Estudis amb CGH han posat de
manifest el guany dels cromosomes 7 i 17 en un 50% dels casos, i dels cromosomes
161 20 en el 15% dels casos, també s’han detectat amplificacions en un tumor a 2922-
g33, 16q, 17qi X (Reutzel et al. 2001), altres estudis emprant aquesta mateixa tecnica
descriuen a més a més perdues a 1p, 4q, 6q, 9p, 13g, X i Y aixi com guanys a 5q
(Jiang et al. 1998; Rigola et al. 2002).

El carcinoma renal de tipus familiar o hereditari de patr6 de creixement papil-lar
(HPRC, de l'anglées: Hereditary papillary renal carcinoma), representa un 4% del total
de casos de PRC (Linehan et al. 1995). Els pacients que pateixen aguesta malaltia es
caracteritzen per presentar un mutacio a la linea germinal, del proto-oncogen MET que
esta situat a 7931, fet que predisposa a HPRC a les families que presenten la mutacio.
Les mutacions en aquest gen shan descrit tant en casos familiars com en casos
esporadics (Schmidt et al. 1997, 1998).

En els tumors dels pacients que presenten carcinoma renal papil-lar de tipus familiar la
presencia de la trisomia 7, s’ha associat a la duplicacié del cromosoma portador de
l'al-lel del MET mutat (Fischer et al. 1998; Zhuang et al. 1998).

MET: duplicacio de I’al-lel mutat i duplicacié de I'al-lel normal

Amb I'objectiu d’estudiar el comportament de I'al-lel mutat de MET en tumors, varem
estudiar tres pacients d'una familia afecte de HPRC, que presentaven la mutacié
V1238l a la linea germinal (Prat et al., en premsa). Els resultats de I'analisi de
sequenciacio van suggerir la duplicacio de I'al-lel mutat en els tumors que presentaven
trisomia del cromosoma 7, i duplicacié tant de I'al-lel normal com de I'al-lel mutat en els
tumors que presentava tetrasomia del cromosoma 7. Fischer i col. (1998) van
descriure un cas equivalent al nostre en observar també una tetrasomia del
cromosoma 7 associada a duplicacions dels al-lels normal i mutat, en el tumor d’'un
pacient afectat de PRC.

Podem concloure que els nostres resultats confirmen els d'altres autors (Fischer et al.
1998; Zhuang et al. 1998) indicant que I'activacié del oncogen MET no és suficient per
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iniciar el procés de la carcinogénesi, cal un segon pas en el que es duplicaria el
cromosoma 7 portador de la mutacié. En aquells casos amb tetrasomia 7 es duplicaria
també l'al-lel normal. Per tant, independentment de la dosi de lal-lel normal (és
necessari com a minim una copia) dos dosis del mutat son necessaries per iniciar el

proceés.

La relacié entre la mutacié del MET i la trisomia 7 explica també I'aparicié de multiples
tumors en els pacients afectats del cancer renal papil-lar del tipus familiar. La trisomia
del cromosoma 7 és un fenomen normal en les cél-lules del rony6 ja que dversos
estudis citogeneétics (Kovacs et al. 1989; Emanuel et al. 1992) van posar de manifest
gue un 10% de cél-lules del rony6 normal presenten aquesta trisomia. Les trisomies es
produeixen per una no disjuncié durant la mitosi d’aquestes cél-lules, de manera que
es generarien una serie de cel-lules filles que serien trisomiques i unes altres que
serien monosomiques pel cromosoma 7, aquestes ultimes no serien viables.

En els casos dels pacients que presenten la mutacié en linea germinal, és per tant
habitual la presencia de trisomies, i és més probable que moltes cél-lules del ronyé
hagin adquirit els dos passos necessaris per l'inici del procés tumorigenic.

Fischer i col. (1998) van proposar que l'activacié constitutiva i la duplicacio de I'al-lel
mutat, endarrereixen la diferenciaci6 de centenars de cellules durant el
desenvolupament embrionari. Aquestes cél-lules retenen la capacitat de proliferacio i
formen restes d’origen embrionari, que creixeran lentament al llarg de la vida. Quan les
celllules adquireixen alteracions somatiques addicionals com ara la trisomia del
cromosoma 17 entre d’altres, el tumor es desenvolupa, és per aixo que €s necessaria
la prévia duplicacio de l'allel mutat de MET abans de que es produeixi la
carcinogenesi. Per tant la inestabilitat cromosomica durant 'embriogénesi i el nombre
de cél-lules portadores del I'al-lel mutat, podrien tenir un pes important pel que fa al
nombre de tumors en els membres de families amb HPRC.
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Coincidencia en el patré d’alteracions citogeneétiques. patrons d’evolucio
comuns

En el nostre estudi (treball 5 dels resultats) els tumors van ser analitzats per CGH i
per citogenética convencional. Observant en I'estudi les alteracions tipiques d’aquests
tipus de tumors. En general, hi havia coincidencia entre les dues técniques.

De forma interessant es van detectar una série d'alteracions poc frequients en els
tumors renals papil-lars. Pel que fa as resultats de CGH, un mateix patré de guanys
(+7, +12, +13, +17) es va detectar en els dos tumors d'un pacient, i en un tumor d'un
altre pacient de la mateixa familia; fet rellevant ja que el guany del cromosoma 13 és
un fet poc habitual en aquest tipus de tumors.

Per altra banda i pel que fa als resultats de citogenética convencional, un altre fet
destacable va ser la identificacié de la translocacié t(2;15)(q13;p11), present en els dos
tumors d’'un mateix pacient. Es a més a més interessant la preséncia en un tumor d’un
altre pacient amb una altra translocaci6 involucrant també els cromosomes 2 i 15,
t(2;15)(p13;q15) tot i que cal destacar que en punts diferents.

La preséncia de la mateixa alteracié estructural en dos tumors del mateix pacient de
HPRC no s’havia descrit anteriorment. Si que trobem a la literatura diversos treballs
referents a tumors macroscopicament independents de pacients amb cancer de colon,
on es posa de manifest la preséncia d'alteracions estructurals idéntiques en els
diferents tumors d’un mateix pacient (Bardi et al. 1997; Bomme et al. 1998).

Aguests resultats es veuen recolzats per un estudi realitzat per Bentz i col. (1996) en el
gual ja van descriure patrons d’alteracions per CGH molt similars entre membres d’'una
mateixa familia afecte de HPRCC; aquests autors suggereixen un mecanisme
geneticament determinat resultant d'alteracions genomiques que afectaria
cromosomes 0 subregions cromosomiques, o bé la selecci6 de céllules amb
mutacions que inclourien subregions cromosomiques especifiques. També i com
discutirem a continuacio a I'apartat 6 de discussié, adenomes de pacients afectats de
FAP comparteixen un patro d'alteracions quasi identic.

Per tant en el cas de I'HPRC, aligual que en altres tipus de tumors hereditaris
familiars hi ha diferents factors que podrien condicionar I'evolucié cls tumors, el
background genétic, un origen embrionari comu 0 una mateixa exposicio a determinats
carcinogens, serien I'explicacio al fet de trobar alteracions identiques en diferents

tumors d’'un mateix individuu, o fins i tot en individus diferents d’'una mateixa familia.
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6. VIES D’EVOLUCIO GENETICA COMUNS EN TUMORS DE
PACIENTS AFECTATS DE POLIPOSI ADENOMATOSA FAMILIAR

Del total de casos de cancer de colon, aproximadament 510% es consideren
deguts a factors hereditaris; tot i que aquest és un nombre reduit, el seu estudi és de
gran importancia ja que ha permes conéixer mecanismes implicats també en els casos
de cancer de colon esporadics. La Poliposi Adenomatosa Familiar (FAP: de l'angles,
Familial Adenomatous Polyposi), representa aproximadament un 1% dels casos de
cancer de colon; i es caracteritza per la preséncia de més de 100 polips adenomatosos
al colon i recte; habitualment aquests s’inicien entre els 20-30 anys. Aquesta malaltia
presenta un alt potencial de malignitzacid, i si no s'actua a temps els malalts
desenvolupen cancer abans dels 40-50 anys.

Els pacients afectats de FAP, s6n un model natural per I'estudi del paper de la
inestabilitat geneética en estadis primerencs del desenvolupament tumoral, i ens
proporcionen informacié que permet estudiar patrons d’evolucié a partir de I'analisi de
tumors independents d’'un mateix pacient.

Amb aquest objectiu es va portar a terme I'estudi de CGH en un total de 45 adenomes
i de 2 carcinomes, procedents de 6 pacients afectats de FAP (Treball 6 de resultats); el
nombre d’alteracions que es va observar de mitjana per adenoma va ser baix, de 2.5
(rang 0-20), cal tenir en compte que en 12 casos no es va detectar cap alteracio per
CGH, i que la majoria d’adenomes presentaven un rang entre 1 i 5 alteracions. El dany
genomic dels adenomes de pacients afectats de FAP és per tant menor al que
s’observa en els casos esporadics, ja que en aquests la mitjana es situa entre 7 i 10,
segons els estudis (Meijer et al. 1998; Al-Mulla et al. 1999; De Angelis et al. 1999; Korn
et al. 1999). La mitjana pel que fa al nombre de guanys va ser de 1.8, mentre que en el
cas de les pérdues, aquesta va ser de 0.6. Els guanys més recurrents van ser els de
Xp i 9934 (9 dels 47 tumors estudiats per CGH) i 22 (6/47), i les pérdues la del
cromosoma X (12/47).

A la literatura esta descrit que a mida que els adenomes progressen cap a carcinomes,
s’acumulen més desequilibris cromosomics (Ried et al. 1999; Hermsen et al. 2002).
Pel que fa als dos carcinomes que varem poder estudiar per CGH (Treball 6 de
resultats); en un es va trobar el mateix nhombre d’alteracions que en els adenomes;
perd en l'altre pacient, si es va observar que el carcinoma presentava un nombre
d’alteracions més elevat (sis alteracions) que els adenomes (que presentaven una
mitjana de dos alteracions).

A la figura 22 es poden observar els desequilibris genétics detectats en I'estudi de
CGH dels casos estudiats, tant adenomes com carcinomes.
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El cromosoma que s’ha trobat més vegades alterat tant pel que fa a guanys com a
pérdues ha estat el cromosoma X (+Xp en un 25%, -Xp en un 27.6% i —Xq en un
36%). En treballs previs de CGH en tumors esporadics no s’han descrit alteracions
significatives d’aquest cromosoma (Aragane et al. 2001), tot i que en un treball en el
gue es van analitzar per CGH adenomes de baix grau, adenomes d’alt grau i
carcinomes nomes es va trobar el cromosoma X alterat (+Xp) en aquest ultim grup
(18.7%) (Ried et al. 1995). Per altra banda utilitzant citogenética classica també s’ha
trobat el guany d’aguest cromosoma en un percentatge elevat dels casos (40 - 50%)
(Muleris et al. 1988, 1990).

Els cromosomes X i Y es troben alterats amb una alta frequiéncia en el present estudi
(veure figura 22, de fet en aquells casos que es poden tracar vies d’evolucio entre les
diferents mostres d’'un mateix pacient, sovint el guany o la perdua dels cromosomes
sexuals (i en particular del cromosoma X) es troben en els primers passos, per tant
podriem pensar que aquestes son unes de les primeres alteracions que es produeixen,
és a dir que serien esdeveniments primerencs dins el procés de carcinogénesi dels
FAP. Es podria pensar que processos de no disjuncié d’aquests cromosomes podrien
estar produint-se en els passos inicials de la carcinogenesi d’aquests tumors.
Aneuploidies dels cromosomes sexuals han estat descrites anteriorment per mitja
d’estudis de citogenética classica en adenomes, en aquests estudis quasi la meitat de
les mostres estudiades presenten guanys o perdues dels cromosomes sexuals (Bardi
et al. 1997). També en un estudi en limfocits de pacients amb predisposicié al cancer
colorectal tant esporadic com familiar (entre els que hi havia 9 pacients de FAP) es van
trobar aneuploidies en aquests cromosomes (Richard et al. 1994); aquest estudi troba
gue laneuploidia més freqient era el guany del cromosoma X (59%en mostres
masculines i el 43% en mostres femenines); alhora aquest mateix treball troba també
un elevat nombre de trencaments i reorganitzacions en els cromosomes sexuals.

Els resultats de CGH van mostrar una forta relacié genética entre els adenomes i els
carcinomes d’un mateix pacient, ja que en molts casos tot i presentar un nombre baix
d’alteracions, diferents mostres d’un mateix pacient compartien diverses alteracions tal

i com es pot observar a la figura 22.
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Figura 22-A: Desequilibris genétics en adenomes i carcinomes dels pacients A, B, C i
D afectats de FAP.
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Figura 2-B: Desequilibris genétics en adenomes i carcinomes ckls pacients E i F
afectats de FAP. Els adenomes que no s’observen en aquesta figura, és degut a que

no van presentar cap alteracio en I'estudi de CGH.

Els adenomes sincronics dels pacients amb FAP van mostrar també patrons comuns
d’evolucié molecular. De fet, la determinacio filogenética que van proporcionar les
dades obtingudes a partir de AP-PCR (treball 6 de resultats), van evidenciar multiples
alteracions comuns entre les xarxes complexes que es van obtenir, aquestes

alteracions no es donaven a l'atzar. La manca d’ordenacio en série en la majoria dels
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casos no fa creible I'existencia d’'un ordre preferent en 'acumulacié de dany genomic,
tot i que és possible fer un seguiment de subfamilies d’adenomes en un pacient.
Aquestes observacions suggereixen que la major part del dany genomic que es
detecta per AP-PCR és probablement una manifestacid de inestabilitat genetica
intrinseca. Consequentment, els perfils genétics comuns podrien estar més relacionats
amb la susceptibilitat de certes regions cromosomiques a ser alterades que amb
I'existéncia de pressions selectives.

La relacio entre els adenomes sincronics que es va observar mitjangant I'analisi
molecular, va ser fortament recolzada pel resultats de CGH. El fet que tumors
sincronics d’'un mateix pacient mostressin alteracions recurrents, suggereix I'existencia
de camins evolutius comuns, aixd0 concorda amb treballs previs de citogenética
classica en lesions colorectals sincroniques, o de CGH en carcinomes de PRC.
Bomme i col. (1998) després de realitzar estudis de citogenética classica en adenomes
sincronics de colon, van descriure que adenomes d'un mateix pacient compartien
alteracions cariotipiques iguals. En altres estudis realitzats comparant tumors malignes
i benignes d'un mateix pacient, es descriuen en els cariotips no només les mateixes
alteracions numeriques, sind que també s’observen alteracions estructurals identiques
(Bardi et al. 1997). Aquests resultats es veuen a més a més recolzats per altres
estudis realitzats en un altre tipus de tumors sincronics com és el cas de HPRCC, on
es descriuen patrons d’alteracions molt similars entre membres d’'una mateixa familia
(Bentz et al. 1996); (treball 5 de resultats).

Per tant en diversos estudis s’ha pogut comprovar I'existencia d’'una forta similitud
entre els cariotips obtinguts en lesions sincroniques independents d’un mateix pacient
o de pacients diferents. Aixi, la predisposicid genética dels pacients amb FAP podria
condicionar l'adquisicid d’alteracions genomiques en subregions cromosomiques
especifiques. Alternativament, la seleccié de ceél-lules portadores de desequilibris
cromosomics ja podria haver ocorregut.

Per tant la classificaci6 de perfils genetics de tumors independents en arbres
filogenetics pot contribuir a descriure les seves relacions historiques. Els adenomes
FAP i els carcinomes de diferents pacients mostren com hem vist camins comuns
d’evolucié genética. La nostra hipotesis proposa que camins restrictius son
seleccionats durant la progressié primerenca del tumor en pacients afectats de FAP.
Aleshores, es podria postular un escenari on la inestabilitat genética incrementada per
causes genetiques que modulés continuament la divergéncia clonal. Diferents factors
podrien condicionar I'evolucid molecular d’aquests tumors: a) el background geneétic
(és a dir, la naturalesa molecular de la mutacié del gen APC o d’altres alteracions
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genétiques que condueixin a fenotips sobreposats b) un origen embrionari comu; i c)
una mateixa exposicié a agents carcinogens.

El fet de que alteracions idéntiques també es detectin en diferents tumors de pacients
afectats per HPRC, suggereix que aquells tumors que presenten una alteracio
constitucional comu, ja sigui mutacions en APC o MET condiciona una via d’evolucio
genética determinada. Els resultats obtinguts en el cancer de bufeta juntament amb els
obtinguts per Hoglund i col. (2001a; 2001b; 2002a; 2002b;2003; 2005) en diversos
tumors epitelials suggereixen la presencia de determinades vies d’evolucié
cromosOmica en el cancer. Podriem pensar que els tumors de tipus hereditari, en
compartir la mateixa mutacio germinal, presentin uns patrons d’evolucié encara més
restrictius que els tumors esporadics; explicant aquest fet la preséncia d’'alteracions
idéntiques en tumors independents del mateix pacient.
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Referents al metode:

1. La tecnica de CGH, no solament permet detectar els desequilibris genomics
presents a les cél-lules tumorals, sind que també permet portar a terme estudis
de clonalitat i detectar diferents patrons convergents o divergents d’evolucio

cromosomica.

2. Eldisseny d’'un nou protocol de tincié amb blau de toluidina i posterior aplicacio
de FISH sobre talls de parafina, facilita I'analisi dels tumors ja que permet
superposar la informacié histopatologica i genética en una mateixa secci6 del
teixit analitzat.

Referents als tumors urotelials:

3. En tumors de céllules transicionals de bufeta, el dany gendmic augmenta a
mida que augmenta l'estadi i grau tumoral. Els desequilibris més freqients

corresponen a péerdues de 9q, 9p, 5q, 8p i guanys de 1q, Xq, 179, 8q i 20q.

4. Les pérdues de 5q, 9p, 99, 10q, 8p, 11q, 189 i els guanys de 8q, 10p presenten
diferencies significatives entre tumors pTa i pT1 mentre que els guanys a 5p,
7p, 3p, 10p i perdua de 69 sbn significativament més frequents en tumors pT2-
T4 que en tumors pT1.

5. L'estudi del gen CCND1 mitjancant la técnica de FISH ha mostrat que
'amplificacié d’aquest gen en tumors superficials 0 minimament invasius és
superior a la detectada per CGH (12.5% versus 2.5% respectivament).

6. La classificaci6 de tumors superficials o0 minimament invasius en funcié dels
patrons de desequilibris genetics observats, posa de manifest I'existencia de
tres subgrups: el primer es caracteritza per la predominanca de guanys, essent
+1q, +1p, +17q, +19p els més frequients. El segon es caracteritza per perdues
afectant principalment a 9q, 9p, 11q, 8p, 59, 11p. La preséncia d’un nombre

baix de desequilibris caracteritza al tercer grup.
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7.

L'existencia de dos subgrups dins dels tumors superficials amb cariotips
complexes suggereix que aquests podrien evolucionar a partir de com a minim

dues vies divergents una caracteritzada per guanys i I'altre per perdues.

La presencia de desequilibris compartits per diferents tumors sincronics d’un
mateix pacient confirma el seu origen monoclonal i permet tracar les vies

d’evolucid a partir d’'un unic tumor original.

Referents als tumors sincronics de tipus hereditari:

9.

10.

11.

12.

En tumors renals papil-lars de tipus familiar (HPRC), la duplicacié del gen MET
portador de la mutacié germinal va associada a la trisomia 7. En aquells tumors
amb tetrasomia 7 es dupliquen I'al-lel normal i el mutant.

La preséncia d'alteracions cromosomiques estructurals identiques en diferents
tumors d’'un mateix pacient afectat de HPRC, suggereix un origen embrionari
comu o que la predisposicié genética pot condicionar I'adquisicié d'alteracions

a regions cromosomiques especifiques.

Els diferents adenomes d’un mateix pacient afectat de FAP mostren una clara
relacié genetica indicant un patré6 comua d’evolucié. Aquest fet suggereix, de
nou, que la predisposicid genetica pot condicionar I'adquisicio d’alteracions

genomiques en subregions cromosomiques especifiques.

Els patrons d’evolucié geneética en tumors de tipus familiar (HPRC i FAP) s6n
restrictius i poden ser resultat d’'un condicionament genetic o ambiental

comuns.
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guan t'he necessitat, gracies per estar sempre disponible.
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persones per les quals em falten les paraules. Gracies per estar sempre disponible i
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per fer-me costat, per les trucades, pel anims, per la complicitat de molt moments, per
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acceptar ser la padrina del Pol... per tot. Gracies per ser com ets i per tenir aquesta
forca. Ets fantastica (creu-t'ho!!).
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per ajudar-me amb la portada de la tesi.

| la Ndria, I'dltima en arribar al grup, la veritat €és que ens coneixem poc perque
coincidim poc, perdo em sembles una persona tranquil-la, serena i dolca, espero que et
vagi molt bé en aquesta aventura que comences.

Una altra persona “del grup” que sempre tinc present és la Marta Bernués, és la
persona que em va ajudar i ensenyar moltes coses quan vaig comencar, €s per aixo
que vull agrir-li la paciéncia del que ensenya. He tingut la sort de seguir comptant amb
el teu ajut fins a I'dltim moment (gracies per el informe). Ets una persona genial, humil,

senzilla i excepcional, gracies per tot.

Tot i que no és del grup he d’agrair de manera especial moltes coses a la Maria, una
bona amiga, i també les meves mans en molt moments durant I'embaras del Pol.
Gracies per ser alegre, riellera, xerraire, per saber escoltar, per les abracades i els
petons, i per no deixar que la distancia d’aquests dos ultims anys separés els nostres
camins.

De la resta de la gent de la unitat he d’agrair coses a quasi tothom, perqué encara que
sembli en moltes ocasions que tots anem una mica a la nostra, la relacié diaria, les
xerrades, els cafes, les converses dels dinars...tot plegat fa que el dia a dia sigui millor,
gracies a tots els que encara hi sou: Rosana, Ignasi, Montse, Monica, Bea, Anna, Ari,
Raquel, Gemma, Yolanda, Pedro, Laia, Pere, Albert, Mery, Elsa, Aida i Miguel. | als
gue ja heu marxat: Pi i Olga (gracies també per tot el que heu fet en aquest ultim
temps), Merce, Sergio, Angels, Aida, Vanessa, Cristina H, Cristina Gi Jorge. També
de manera especial a I'’Angels i a ’Anna, persones que sovint passen desapercebudes
pero imprescindibles durant tots aquests anys.

Als profes (séniors): la Montse, la Quima, el Jordi, la Cristina, la Carme, la M2 Rosa i
també a I'Egozcue, els agraeixo el fet d’ensenyar, perque aixo fa que alguns dels
alumnes els entri el cuquet de voler saber més, i potser de fer recerca, gracies també
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per ajudar i guiar a alguns dels que hem triat aquest cami, ifer aixi possible que es

compleixin els desitjos i els somnis.

A la gent de I'IBB, la Marta, la Laura, la Ndria i la Laia, gracies per les xerrades, pel

suport, per les celebracions, per ser especials.

He d’agrair també a la Silvia Bea i a la Maria Ribas tot el temps que em van dedicar

sobretot al comengament de la tesi, per ensenyar-me tot sobre la CGH.

Al servei d’Urologia de I'Hospital del Mar, gracies per deixar que de tant en tant una
biologa s'infiltrés en el vostre mon. Gracies especialment al Dr. Cortadella, per estar
sempre disposat a donar un cop de ma i fer-me les coses meés facils, gracies també a
la Montse per la seva disponibilitat i eficacia.

He de donar gracies també als serveis d’anatomia patologica tant de I'Hopital del Mar
com de la Fundaci6é Puigvert, i concretament al Dr. Lloreta i al Dr. Algaba, gracies a
tots dos per ajudar-nos a fer possible tota aguesta feina, per fer un espai sempre que a
calgut dins de les vostres agendes impossibles, gracies també per totes les
explicacions i coneixements que m’heu transmes.

A arrel d'una col-laboraci6 de les moltes que fa la Rosa, vaig anar a parar durant una
mica més d’un any al laboratori de biologia molecular de la Fundacié Puigvert, alla he
conegut un grup de gent fantastica (Elisabet, Moisés, Patricia, Lidia, Manel, Barbara,
Cristina, Merche i Lourdes), molt unida i amb una qualitat humana enorme. Ha estat un
luxe compartir poiata, dinars, cafes, reunions, xerrades... amb tots i cada un de
vosaltres. Gracies especialment a alguns de vosaltres (ja sabeu qui sou) pel suport,
per la complicitat, per la implicacié i per la vostra amistat fora del laboratori. He de
puntualitzar que de fora del laboratori pero de dins del grup, també tinc molt que agrair
a la M2 José i a I'Antonio, aquest ultim el “culpable” de que hagi format part d’aquest
grup de gent fantastica, és aquesta perdo només una de les diverses coses que he
d’agrair-Ii.

D’una altra col-laboracié va sorgir una relacié amb la gent del grup del Gabriel Capella
de I'lCO, gracies per comptar amb nosaltres, per donar-nos un cop de ma en época de
“vaques flaques” i facilitar aixi que poguéssim seguir treballant, gracies per facilitar
sempre les coses. Agrair especialment a la Gemma Tarafa la seva disposicio en tot

moment per ajudar-me.
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Gracies també a la gent del IMIM, perque tot i tenir una beca d'alla, mai hi he estat

fisicament treballant, perd sempre el personal m’ha ajudat i m’ha posat facil les coses.

Durant molt de temps, vaig compaginar la realitzacié d’aguesta tesi amb una feina de
microbiologia a Maymé Cosmetics S.A., agreixo especialment a la Montse Maymad i al
Joan Obrador haver-me posat sempre les coses facils per tal de poder compaginar les
dues feines, per recolzar-me i per entendre que en un moment donat decidis deixar-

los, per poder-me dedicar a la tesi i a fer de mama.

Gracies a amics i amigues, que durant aquest temps m’han recolzat i animat, al grup
del corriol, als amics de la universitat, a la Bet i al Vito, al Marc i a la Tatiana, a I'Albert i
la Marta, al David i a la Lorena.

Per acabar, vull donar les gracies a la familia tot i que després de tants anys encara no
entenen aquesta situacio i aquest moén inestable de la recerca. Als meus pares per
haver-me donat la possibilitat d’'arribar fins aqui, per recolzar-me en les meves
decisions, per intentar entendre situacions dificils d’explicar, per tenir paciencia, per
fer-me costat i per ajudar-me en totes les coses de la vida. A la Balbi, per estar sempre
al meu costat, per donar-me suport i anims; tenir-te de germana ha fet que pensi quan
important és no créixer sol (alguns de vosaltres ja sabeu perqué ho dic). Als pares del
Tomas per estar sempre disponibles, per ajudar-nos en qualsevol moment, sobretot
per fer tants cops de cangurs, quan el Pol s’ha posat malalt. | finalment al Tomas per
donar-me el seu suport de manera incondicional, per entendre aquesta situacio
inestable de la vida del becari, per animar-me a seguir endavant i no llencar la
tovallola, per ser seré, per fer de cangur permanent i no protestar de res en aquesta
etapa final de I'escriptura de la tesi, clar que fer de cangur del Pol és una sort, un luxe.
Una de les millors coses, sind la millor, que m’ha passat durant la realitzacié d’aquesta
tesi i a la vida en general, ha estat ser mare. Pol gracies per cada somriure, per cada
petd, per tot el que m’ensenyes i per tot el que em dones.

Arribats al final d’aquests agraiments, tinc molt clar que he estat una persona
afortunada, no només per haver pogut fer realitat un somni, fer recerca, sin6 per la
gent que he conegut durant aquest temps. Gracies a tots i cada un de vosaltres, també

als que no hi sortiu pero que seria just que hi fossiu.
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