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INTRODUCCIO

1. INTRODUCCIO

1.1 Carcinoma hepatocel-lular

El carcinoma hepatocel-lular (CHC) és un tumor maligne de fetge d’origen epitelial que
sorgeix de la transformacid oncogenica dels hepatocits o dels cél-lules precursores
d’hepatocits en un context de dany hepatic®2 Es el tumor més prevalent del fetge i

correspon a més del 90% dels tumors primaris hepatics3.

1.1.1 Epidemiologia, etiologia i factors de risc

El CHC és altament prevalent i mortal, la incidéncia del qual esta augmentant en els
darrers anys a nivell mundial, amb més de 700.000 casos anuals diagnosticats®. EI CHC
és el cinqué tumor més freqlient en homes i el nove en dones i la segona causa de mort

per cancer en tot el mén, estimant-se 746.000 morts I’any 20124,
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Figura 1. Variacié geografica del carcinoma hepatocel-lular a nivell mundial estimada en la taxa
d’incidencia estandarditzada per edat en homes (Adaptacié de World Health Organization
2012)%.

La incidéncia del CHC varia en funcié de I'area geografica tal com es pot observar a la
figura 1. Aixi, I’Africa Sud-Sahariana i I'extrem orient sén regions d’alta incidéncia, amb
una taxa d’edat estandarditzada (TEE) d’entre 22 i 33 casos per 100.000 habitants i any;

els paisos de I'area mediterrania presenten una incidéncia mitjana (TEE de 9.5 casos per
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100.000 habitants i any); i en canvi, les regions del nord d’Europa, Australia i América
presenten una baixa incidéncia (TEE d’entre 3.7 i 4.6 casos per 100.000 habitants)?.

Aquestes variacions geografiques van en paral-lel al la distribucio als factors genétics i
factors ambientals®. D’aquesta manera, la majoria de CHC (80%) que apareixen a I'Est
Asiatic i a I’Africa Sud-Sahariana estan causats principalment pel virus de I’hepatitis B
(VHB) com a factor de risc dominant de la inflamacié cronica hepatica, juntament amb
I’exposicio a I'aflatoxina B1. Contrariament, a la zona d’America del Nord, Europa i Japé,
la infeccid pel virus de I’hepatitis C (VHC) és el factor principal, juntament amb I’abus en
el consum d’alcohol, com és el cas del nostre medi. La incidéncia del CHC a Espanya en
TEE és entre 2.4 i 9.9 casos per 100.000 habitants, segons dones i homes
respectivament, sent amb una taxa de mortalitat de 4.4 casos per 100.000 habitants a
I’any* (Figura 2). La causa més frequient de malaltia hepatica és el VHC en un 60%-70%

dels casos, seguit del consum d’alcohol (20%) i el VHB (15%).

Figura 2: Variacié geografica del carcinoma hepatocel-lular a nivell europeu estimada en la taxa
d’incidéncia estandarditzada per edat en homes i dones (Adaptacid6 de World Health
Organization 2012)*. A Espanya el CHC ocupa el 5& lloc de tumors més freqiients. La intensitat
de color és proporcional a la magnitud de la incidencia.
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La incidéncia del CHC és més freqlient en homes que en dones, en una proporcié de 2 a
4 vegades®. 'edat de presentacié més freqiient és entre 60-70 anys, tret de les zones

d’alta prevalenca el CHC es apareix en edats més precoces, entre 45-60 anys°.

El CHC es desenvolupa en la majoria dels casos (70-90%) en el si d’un fetge amb una
inflamacid cronica de base, base que si es perllonga en el temps, condueix a la cirrosi
hepatica®. La cirrosi és el factor de risc més important pel desenvolupament del CHC,
independentment de I’etiologia3. Tant és aixi que, un ter¢ dels pacients cirrotics
desenvoluparan un CHC al llarg de la seva vida amb una incidéncia de 1-8% casos per
any ( 2% dels pacients cirrotics infectats per VHB i 3-8% dels pacients cirrotics infectats
per VHC)®. La incidéncia acumulada de CHC en pacients amb cirrosis pot arribar al 20%
als 5 anys’.

De totes les causes de cirrosi, les infeccions virals del VHB i VHC sén les més freqlients,
seguit del consum d’alcohol i la malaltia metabolica grassa no alcoholica (MMGNA)®7:8,
Menys freqlents son les malalties hereditaries com I’hemocromatosi, la malaltia de
Wilson, el deficit d’alfa 1 antitripsina, les hepatitis autoimmunes i cirrosi biliar
primaria(CBP), amb una incidéncia acumulada de presentar CHC que varia des del 20%
als 5 anys quan la causa de cirrosi és una hemocromatosi fins al 4% als 5 anys quan la
causa és una CBP. L’'associacio entre alcohol, hepatitis cronica virals o d’altres factors
associats a la sindrome metabolica tenen un efecte sinérgic d’inflamacié hepatica. Com
a cofactors importants de risc de carcinogénesi, cal destacar I'exposicié d’aflatoxina B1
en algunes parts d’Africa i Asia, el consum de tabac, la coinfeccié del virus de la
immunodeficiencia humana (VIH), la preséncia d’hipertensié portal, la obesitat i la
diabetis mellitus les quals que exacerben el risc de presentar CHC en pacients amb

hepatitis cronica viral®.

Mitjangant la prevencié de I'adquisicié dels factors de risc s’aconsegueix disminuir la
incidéncia de cirrosi i en consequiéncia també de CHC. Gracies a la vacuna contra el VHB
s’ha reduit la incidéncia d’infeccié de manera significativa®. Per contra, la infeccié pel
VHC, la ingesta d’aflatoxina, el consum d’alcohol o la sindrome metabolica es poden
prevenir mitjancant campanyes dirigides a millorar les condicions sociosanitaries dels

ciutadans i la promocié d’habits de vida saludables'®. En el cas que s’hagi ja adquirit el
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factor de risc, la Unica opcid de prevencid és evitar la progressio cap a cirrosi mitjancant
el tractament antiviral, I'abstinéncia alcoholica o el control metabolic. Els tractaments
antivirals actuals del VHB sén molt efectius i aconsegueixen eliminar la carrega viral
circulant, tot i no aconseguir la seroconversié de I'anticos contra I’antigen de superficie
del virus, signe de curacié'’. En canvi, els nous antivirals contra el VHC aconsegueixen la
curacié de la infeccié en més del 90% dels casos aturant el procés de dany hepatic'?.
Aquesta nova terapia ha sigut una revolucio en el marc del VHC ja que antigament amb
la terapia interferd s’aconseguia un baixa resposta terapeutica a expenses d’elevats
efectes secundaris.

Hepatocarcinogenesi

Tal com s’esquematitza a la figura 3, el desenvolupament del CHC inclou diferents
etapes, en un procés que s’inicia en el moment de dany hepatic el qual provoca un canvi
progressiu del fenotip dels hepatocits mitjancant I'acumulacié d’alteracions genetiques

i epigenétiques, fins 'aparicio del CHC®,

Danys cronics: Fo limo ife mesz genetics

= Infeccions vimls Alemcione epganatiquas
Akohol Cofactorzs [pas.Obesitat akohol|
MIGHA

Makities Autoimmunes
Makities colestaziques
Makities meata ko liques

v

Estats preneoplasiks (10a 30anys) Himrmisportd

Hepatitis cronica Cirrosi I

Fetge normal

Ciatnuererces
de col-mgen
Noduk hepatic anorme
inod uk de mgenercio)

TR
™S © ['0{ [ 3P Imaztabift

P Inesmbilmt 0>
" N X ' © . ©
~2 ® )4 éo g o miz - ‘.~°/(\°’) genomics o ©ie
T £ 0",‘ J — 0 @ 5D © x
°\°~_Ir;l°;. - & &

NoduldgpRsic Nodul hiparpRsic

N, Maxadors:
7 AFP EpCAM CD34,CKIS —
y L — £ \

Caxinoma
nepsocel e

Celiun prganiom Cellub progeno®

maigne

Neoplasica (< S anys] Displasica (3 a 5 anys)

Figura 3. Etapes de la carcinogenesi del fetge i implicacid de les diferents etiologies.

AFP: Alfa Fetoproteina; CK19: citoqueratinal9; EpACM: Epithelial cell adhesion molecule; MEC:
Matriu Extracel.lular; MMGNA: Malaltia Metabolica Grassa No Alcoholica. (Adaptacié de Farazi
et.al.)'*?
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La fibrosi hepatica és un estat preneoplasic i és la conseqiencia del desequilibri entre
un augment de fibrogénesi i una disminucié de fibrinolisi davant un dany hepatic cronic
(per exemple VHB, VHC, abus d’alcohol, MMNA). Independentment de la causa, es
produeix la mort dels hepatocits, i el diposit excessiu de proteines de la matriu
extracel-lular i teixit connectiu al parénquima hepatic, formant una cicatriu®. La
formacid d’aquesta cicatriu és un procés molt lent (aproximadament al llarg de 30 anys
quan la causa és VHC), pero I'existéncia de cofactors com I'obesitat o I’alcohol acceleren
la historia natural.

Aquest microambient inflamatori afavoreix I’hepatocarcinogenesi la qual pot ser el
resultat de la pérdua de diferenciacié d’hepatocits madurs o bé a la transformacié
oncogeénica de cél-lules progenitores (anomenades stem cells)®. Els canvis que
promouen un avantatge en el creixement son seleccionats i acumulats al llarg del temps,
donant lloc directament a cél-lules tumorals o bé, cél-lules displasiques les quals
s’organitzen en noduls displasics que gracies al microambient adequat que produeix la
fibrosi, podent adquirir un fenotip maligne capac¢ de sobreviure i proliferar!. Per altra
banda, el CHC es pot originar també de ceél-lules progenitores o stem cells'’. Es creu que
els tumors solids contenten cancer stem cells (CSCs), i son responsables de la recidiva
tumoral i de les metastasis degut a les seves capacitats d’autorenovar-se, diferenciar i

desenvolupar nous tumors.

En el context d’'una inflamacié cronica, les cél-lules progenitores poden patir una
transformacié oncogénica, que donaria lloc a I'activacié i divisid descontrolada donant
lloca un cancer de fetge s’activen i es multipliquen descontroladament formant agregats
de cél-lules tumorals'®. Es coneix I'existéncia d’aquestes cél-lules en el CHC perqué
expressen marcadors propis CSCs hepatiques, com per exemple I'Alfa Fetoproteina
(AFP), Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM), CD34 o citoqueratina 19 (CK19) 718,
Durant el procés d’hepatocarcinogénesi, multiples alteracions geneétiques i
epigenetiques s’han associat amb la proliferacié i manteniment de les cél-lules tumorals,
incloent I'activacié d’oncogens (p. ex. B-catenina, N-RAS, c-myc) i inactivacié de gens
supressors de tumors (p. ex. p53, AXIN1)®1%20 |3 complexitat genomica i
heterogeneitat del CHC comporta que la majoria dels mecanismes moleculars

subjacents es mantinguin encara desconeguts.
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En general, les cel-lules canceroses adquireixen unes capacitats durant la carcinogenesi
les quals els permeten créixer i desenvolupar-se. Aquestes habilitats es resumeixen en
la capacitat proliferativa sostinguda, I’evasié de mecanismes supressors del creixement,
la resistencia a la mort cel-lular, permetent una immortalitat replicativa, induint
angiogenesi, activant mecanismes d’invasié i metastasi, reprogramacio del metabolisme

energeétic i evasié del sistema immune?%22 (Figura 4).

Desregulacié del
metabolisme energetic

Capacitat proliferativa
sostinguda

Resistencia a la mort
cel-lular

Evasid de la destruccid
Induccié d’angiogénesi pel sistema immune

Capacitat replicativa
immortal

Activacié de mecanismes
d’invasio i metastasi

Figura 4: Capacitats adquirides de les cel-lules tumorals, també anomenades Hallmarks of
cancer, proposades per Douglas Hanahan i Robert A. Weinberg I’any 20002? i actualitzades I'any
2011 amb dues capacitats noves identificades (la desregulacié del metabolisme energétic i
I’evasiod de la destruccid pel sistema immune?2,

Especificament en el CHC, es coneixen diferents cascades de senyalitzacio, tant en el
teixit cirrotic com en el CHC, que s’han vist implicades en I'hepatocarcinogenesi humana:
la via de Wnt/B-catenina i via de Hedgehog s’han vist implicades en el desenvolupament
i diferenciacio cel-lular; la via de ras i PI3K/Akt/mTOR aixi com la del epidermal growth
factor, insulin-like growth factor i hepatocyte growth factor s’han vist implicades en la
proliferacid cel-lular depenent del receptor de la tirosina quinasat®?3?4, Igualment la
cascada de la neoangiogénesi s’ha vist que té un paper molt important en la formacié i
progressid del CHC dirigida per les proteines vascular endotelial growth factor (VEGF),

fibroblast growth factors (FGFs), angiopoietine (Ang) i platelet derived frowth factor
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(PDGF), ja que el CHC és tipicament un tumor hipervascularitzat i la formacié de nous

vasos assegura I'adequada aportacié de nutrients i oxigen?>%°,

1.1.2 Deteccid precog: programa de vigilancia del pacient cirrotic

Degut a que la majoria de CHC apareixen en un fetge cirrotic, i que en aquests pacients
el CHC és la principal causa de mort®, es recomana fer un programa de cribratge per tal
de diagnosticar el tumor en un estadi inicial que permeti aplicar un tractament curatiu
que disminueixi la mortalitat. Aquest programa és cost efectiu quan la incidéncia
acumulada del CHC supera el 1.5%?%’, com ocorre en el nostre medi. Per tant, son
tributaris a entrar en programa de cribratge els pacients amb una cirrosi establerta,
independentment de I'etiologia. En el cas de la infeccié per VHB, com que aquest virus
té una capacitat oncogénica superior i directa sobre el fetge i la incidencia del CHC en
paisos endemics és elevada en edats precoces, es recomana el seguiment d’aquests
pacients portadors cronics tot i no tenir una cirrosi, segons les Ultimes guies de practica

clinica® (Taula 1).

Taula 1. Pacients tributaris a entrar en el programa de cribratge de CHC
Pacients cirrotics, Child-Pugh Ai B
Pacients cirrotics, Child-Pugh C en llista de trasplantament
Pacients portadors VHB, no cirrotics, amb hepatitis activa o historia familiar de CHC*

Pacients amb hepatitis cronica VHC no cirrotics amb malaltia avangada estadi 3 de fibrosi

oA W N R

* Procedents del Sud-est Asiatic i 'Africa Subsahariana

L'interval recomanat pel cribratge és de sis mesos ja que s’estima que el temps necessari
per doblar el volum tumoral és de 2-4 mesos®®. Actualment I'ecografia abdominal és
I’eina utilitzada per fer aquest cribratge®?°. La sensibilitat d’aquesta prova es situa entre
el 60% i el 80%, amb una especificitat del 90%3°. Aquesta és una técnica operador
depenent i cal que sigui feta en mans expertes donat que el fetge cirrotic és un fetge
nodular on és dificil diferenciar els noduls de regeneracié propis de la cirrosi dels noduls
tumorals3l. La tomografia computeritzada (TC) i la ressonancia magnética (RM) no han
estat validades com a tests de cribratge pel seu elevat cost, poca accessibilitat i radiacio,
excepte en els casos on |'ecografia no és util, com en el cas de pacients obesos o amb
fetges molt nodulars.
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A nivell sanguini s’han proposat varis biomarcadors diagnostic de CHC, pero cap d’ells
ha estat acceptat a les guies cliniqgues com a test serologic de deteccié del CHC en un
estadi inicial. La taula 2 resumeix els biomarcadors plasmatics proposats per la deteccié
del CHC més ampliament estudiats. Com es pot comprovar en els diferents estudis,
existeix una heterogeneitat en termes de sistema de classificacié del CHC que no permet
comparar els resultats. En aquest sentit, quan I'objectiu és la cerca d’'un biomarcador de
diagnostic precog, és molt important classificar i establir correctament els CHC en estadi
inicial. Per altra banda, es pot observar com es donen diferents nivells de concentracid
del biomarcador com a punts de tall per establir la capacitat diagnostica, fet que dificulta
la comparacié entre estudis.

En general es pot comprovar com els valors de sensibilitat i especificitat entre els
diferents biomarcadors i estudis no han obtingut resultats satisfactoris. | dels marcadors
amb resultats més prometedors, com Dickkopf-1 i Midkine encara falten validacions en
poblacions més extenses i representatives de la poblacié com pacients amb diferents
etiologies (VHB, VHC, alcohol o esteatohepatitis no alcoholica), de manera prospectiva,
aleatoritzada i controlada, i per grups de recerca independents per poder-los introduir
en la practica clinica habitual.

Per tant, en aquest sentit, hi ha una necessitat a validar els biomarcadors més
prometedors, aixi com identificar nous biomarcadors serologics amb I'objectiu d’oferir
eines per al diagnostic preco¢ que complementin I'ecografia abdominal durant la

vigilancia i seguiment dels pacients amb risc de presentar un CHC.
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Taula 2: Biomarcadors plasmatics diagnostic de CHC descrits a la literatura

Nombre d’individus de la poblacié estudiada

CHC Criteri Valor CHC CHC
Marcador Sa HC  Cirrosi CHC . . Altres CHC .. S (%) L. E(%) . .. Autor i any publicacié
_ _ _ _, inicial inicial Deteccio inicial inicial
(n=) (n=) (n=) (n=) (%) tumors S (%) E (%)
Unics 20ng/mL 60 91 o 32
170 170 13.5 <3em 200ng/mL 29 4 99.4 Trevisani et al. 2001
AFP = = - 1158  19.2 S <2cm 20ng/mL 53.5% - - - Farinati et al. 200633
10.9ng/mL 66 81 34
417 419 49.6 BCLC O/A 20ng/mL 59 53 90 90 Marrero et al. 2009
0, ’
- - 298 78 - - - tlgt/;de PAFP 36.5 - 91.6 - Sterling et al. 20073°
AFPL3 10% del’ AFP
417 419 49.6 - BCLC O/A totz:l € 42 28 97 97 Marrero et al. 2009%*
hs-AFP-L3 - - 396 270 49.5 - <20mm 5% ** 42 - 85 - Toyoda et al. 201136
48 51 53 55 30.9 - TNM | 125 mAU/mL 89 - 95 - Marrero et al. 20033’
40 mAU/mL 58 41 97 3
DCP 348 1361 61.3 <3cm 100 mAU/mL a4 29 100 Nakamura et al. 2006
- - 417 419 49.6 - BCLC O/A 150 mAU/mL 74 61 70 70 Marrero et al. 20093
DKKL - 50 50 100 50 - TNM Il 1,209 ng/ml 30.43 - 100 - Tung et al. 2011 3°
312 171 168 633 55.3 - BCLC O/A 2,153 ng/mL 69-71 71-74 8791 87-91 Shenetal. 2012 4°
56 - 152 144 33.3 - TNM I-1I 10 UR 69 62 75 88 Marrero et al. 2005%*
GP73 1690 337 512 789 4.7 889 <3cm 8.5 UR 74.6 - 97.4 - Mao et al. 2010%?
61 32 80 84 76.2 - BCLC O/A 13.5UR 82 64 80 85 Wang et al. 201443
MDK 210 - 129 252 46.0 116 BCLC O/A 0.654 ng/mL 87 80-87 84 90 Zhu WW et al. 2013**

AFP: Alfa- Fetoproteina; AFP-L3: Lens culinaris agglutin-reactive AFP; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer; CHC: Carcinoma Hepatocel-lular; DCP: Des gammacarboxy
prothombin; DKK1: Dickkopf-1; E: especificitat; GP73: Golgi Protein-73; HC: Hepatitis cronica; hs-AFP-L3: highly sensitive AFP-L3; MDK: Midkine; n: nombre total de casos;
S: sensibilitat; UR: Unitats Relatives
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A continuacié es descriuen els biomarcadors serologics de CHC més estudiats fins al
moment actual.

> L'alfa fetoproteina (AFP), glicoproteina especifica produida
principalment pel fetge fetal, ha sigut el marcador serologic classicament utilitzat pel
diagnostic del CHC. Pero les darreres revisions han demostrat les limitacions de I’AFP
com a biomarcador diagnostic de CHC amb una sensibilitat i especificitat que varien
significativament des 40% -65% i 76% -96%, respectivament®. S’han estudiat diverses
concentracions de I’AFP com a punts de tall per establir els valor de sensibilitat i
especificitat diagnostics de I’AFP, pero no s’ha aconseguit superar una sensibilitat del
65%3*. Nivells >200-400 ng/mL proporcionen una alta sensibilitat, perd molt pobra
especificitat, no acceptable per un marcador oncologic3?.
Aixi mateix s’ha explorat el benefici addicional de I'AFP juntament a I'ecografia
abdominal bianual per la deteccié preco¢ del CHC, no objectivant una milloria de la
sensibilitat diagnostica’.
Aquesta baixa sensibilitat es deu a la correlacid dels nivells d’AFP plasmatica amb la mida
tumoral, fet que comporta que més del 50% dels CHC petits no presenten
concentracions elevades d’AFP. Aixi doncs la seva utilitat es limita al diagnostic de
tumors en estats avancats quan ja no és necessari I’Us d’'un biomarcador?. La falta
d’especificitat ve determinada per l'increment dels nivells d’AFP en pacients amb
inflamacié cronica hepatica sense CHC, normalment deguda a virus hepatics Ci B, per la
simple regeneracié hepatica®”*8. A més, els nivells plasmatics d’AFP s’han trobat
augmentats en preséncia d’altres cancers com del colangiocarcinoma®® o diferents
cancers gastrics®. Per aquestes limitacions, les principals guies cliniques desaconsellen
el seu Us com a eina de cribratge i diagnostic®?°.

> Lens culinaris agglutin-reactive AFP (AFP-L3), una isoforma glicosilada de
I’AFP, s’ha proposat com un altre marcador per al diagnostic de CHC. S’ha establert com
a llindar un valor superior al 10% de la proporcié AFP-L3 sobre AFP per al diagnostic de
CHC. Diferents estudis fase II-lll han establert la sensibilitat i especificitat d’aquest
marcador, pero cap d’ells ha superat la capacitat diagnostica de I’AFP per la identificacié
del CHC preco¢3#3>°1, La limitacié que presenta aquest marcador és que requereix unes
concentracions elevades d’AFP plasmatica, i aquesta no es troba elevada en tots els CHC.

La introducci6 del métode d’alta sensibilitat (highly sensitive AFP-L3, hs-AFP-L3)
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soluciona aquesta limitacié podent-lo mesurar en pacients amb concentracions d’AFP
menors a 20ng/mL3®. No obstant, les conclusions son que I’AFP-L3 és un marcador de
malaltia avancada, com invasié vena porta o patologia indiferenciada>2.

> Des gammacarboxy prothombin (DCP) o també anomenada prothombin
induced by vitamin K absence Il (PIVKA 1l). Aquesta és una protombina anomala
generada com a resultat d’un defecte de carboxilacié postraduccional en la cél-lula
tumoral. Molts estudis fase Il han avaluat la capacitat diagnostica del marcador en front
AFP convencional3*373833, observant bons resultats diagnostics amb una sensibilitat i
especificitat que varia del 28%-89% i 87%-96%, respectivament (punt de tall de 40
mAU/mL). S’ha observat que els nivells de DCP es correlacionen amb la mida tumoral i
la invasid vascular, per tant no és un bon marcador per detectar CHC en fases inicials>*.
El grup de Marrero et al. va obtenir una sensibilitat diagnostica del 89% i una
especificitat del 95% amb un punt de tall més elevat de 125 mAU/mL3’. No obstant aixo,
un recent meta-analisi no ha mostrat millors resultats de DCP en front de I'AFP%. Per
tant, es necessiten més estudis que avaluin la capacitat diagnostica de DCP pel CHC.

> Golgi Protein-73 (GP73). Aquesta és una glicoproteina transmembrana
normalment expressada en les cel-lules epitelials. Diferents estudis han demostrat la
seva capacitat diagnostica de CHC amb una sensibilitat del 69-82% i una especificitat del
80-97%, disminuint la sensibilitat a un 62% en la deteccié de CHC petits*3. A més, Mao
et al. van concloure que I'elevacié de GP73 esta relacionada amb la recidiva tumoral,
sent un potencial marcador de seguiment®. Recentment, tres revisions sistematiques
han analitzat el paper de GP73 en CHC>>™’, Els resultats han demostrat que GP73 podria
ser un bon biomarcador diagnostic i pronostic de CHC i la capacitat per monitoritzar la
progressid de la malaltia. Tot i aixi, han posat de manifest les multiples limitacions
metodologiques, en termes per exemple de seleccid i definiciéd de pacients, i I'amplia
heterogeneitat dels resultats, alguns d’ells oposats, que limiten la seva validesa.

> Dickkopf-1 (DKK1) és una proteina de secrecié inhibidora de la via de
senyalitzacio de Wnt/B-caterina que juga un rol en el control de la proliferacié i
supervivencia cel-lular®®. El seu potencial com a biomarcador de malaltia avancada s’ha
estudiat en altres cancers com el de prostata o melanoma, objectivant una reduccié dels

nivells plasmatics i tissulars respectivament>%0,
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En CHC, es va avaluar la capacitat diganostica de DKK-1 en una amplia cohort xinesa de
1284 pacients, observant una alta sensibilitat (70%) per detectar tumors molt inicials,
inclds en pacients amb nivells d’AFP normals®. Tot i aixd, amb uns valors d’especificitat
no acceptables en termes d’oncologia (10-15% falsos negatius)®?.

> Midkine (MDK) és un factor de creixement unit a I’heparina, relacionat
amb la proliferacié, migracid, resisténcia a I'apoptosi, transformacié i angiogenesi de
molts tumors solids, incloent CHC®2. El grup de Zhu WW et al. va estudiar-lo en més de
900 participants en tres cohorts independents, obtenint resultats prometedors com a
biomarcador de diagnostic preco¢ de CHC*. En aquest estudi, es va observar una millor
sensibilitat de MDK vers AFP per detectar tumors en estadis precogos (80% vs 40%),

mantenint una especificitat semblant (83,9% vs 86,3%).

Per tant, a dia d’avui, no esta recomanat cap marcador seroldgic com a eina de vigilancia
gue complementi I'’ecografia abdominal ni eina diagnostica per tal de discriminar CHC
d’altres tumors hepatics®. Es per aquest motiu que és de vital importancia promoure i
intensificar I'estudi en la cerca de nous biomarcadors diagnostic de CHC capacos
d’identificar el tumor en una fase inicial, quan realment es pot oferir un tractament

curatiu i millorar la supervivéncia dels pacients.

1.1.3 Diagnostic radiologic i anatomopatologic del CHC

A manca de biomarcadors sanguinis, el diagnostic actual del CHC es realitza amb
tecniques d’imatge i si aquestes no sén concloents, es recomana una biopsia per poder
obtenir el diagnostic patologic. Aixi, quan es detecta un nodul en un pacient amb cirrosi,
I'actitud que s’ha de seguir dependra de la mida de la lesid, tal com es resumeix a la
figura 5%°. Si el nodul és inferior a 1 cm, caldra fer un seguiment cada 3-4 mesos, ja que
les eines de les que es disposa actualment no permeten arribar a un diagnostic i en un
50% del casos no sera un CHC i desapareixera en el seguiment. Si el nodul és més gran
d’1 cm s’haura d’establir el diagnostic de CHC, si és possible inicialment amb técniques
d’imatge no invasives i en cas que no es pugui arribar el diagnostic per citohistologia
mitjancant biopsia hepatica. Aquests criteris no invasius es basen en un patré vascular

caracteristic de CHC. Aquest patré consisteix en la presencia d’hipervascularitzacié en
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fase arterial i amb un rentat en fase venosa en les proves radiologiques
dinamiques?>®3(Figura 6). Ara bé, només es podra establir el diagnostic de CHC per

criteris radiologics en cas de tractar-se d’un fetge cirrotic, en cas contrari sera necessaria

una biodpsia.
Nodul hepatic
detectat a I’ecografia
<lcm >1cm
TC de 4 fases / RM a realgament
de contrast dinamic
Repetir I'ecografia 1
en 3 mesos . . L
l Hipervascularitat arterial i rentat
1 1 en fase venosa i retardada
l
Creixement / canvi de Estable l l
caracteristiques Si ‘ No
l i Un altre estudi de realcament ]
de contrast (RM o TC)
Estudiar en funcid CHC il
de la mida Hipervascularitat arterial i rentat
l en fase venosa i retardada
Si - I > No > Biopsia

Figura 5. Algoritme diagnostic dels noduls identificats per ecografia abdominal durant el
programa de cribratge de CHC en pacients de risc. (Adaptacid de Bruix, et.al.?°). CHC: Carcinoma
Hepatocel-lular; TC: Tomografia Computeritzada; RM: Ressonancia Magnética.

Les proves d’imatge radiologiques dinamiques recomanades per fer aquest diagnostic
son la RM o la TC. Els criteris radiologics han estat validats en aquestes dues técniques
per ndduls > 1cm mostrant una especificitat i un valor predictiu positiu de quasi 100%°°.
Malgrat tot, fins una tercera part de CHC no es poden diagnosticar mitjangant criteris no
invasius i caldra fer una biopsia (citologia o histologia)®®®. L’ecografia amb contrast no
es recomana utilitzar pel nombre de falsos positius en pacients amb
colangiocarcinoma®’. L’arteriografia no esta justificada al tractar-se d’una prova invasiva
i que no aporta informacié addicional a la TC i la RM. Les imatges per PET (Positron

Emission Tomography) no sén utils per la deteccié de tumors inicials.
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Figura 6: Patré de captacio tipic del CHC. a-c) TC amb contrast d’un CHC en un home de 62 anys
afecte d’una cirrosi VHC. La fletxa blanca (a) mostra la captacié precoc arterial, seguit d’un rentat
en fase venosa (b) i en fase tardana d’equilibri amb el nodul hipodens respecte el parénquima
hepatic (c). (d-f) RM d’un CHC en un home de 58 anys afecte d’una cirrosi causada pel consum
d’alcohol. Deteccid del CHC durant el seguiment després d’'una hepatectomia dreta. Les imatges
sense contrast en fase T1 mostren una lesié subcapsular hipotensa (fletxa d). Després de la
injeccid extracel-lular del quelat de gadolini, la lesié mostra la tipica hipercaptacié en fase
arterial (fletxa a e) i rentat en fase venosa portal (f) (Imatges procedents de Ronot M et al.)®*.

En cas que no es pugui establir el diagnostic del nodul a partir de les proves d’'imatge és
necessaria realitzar una biopsia del nodul. Ara bé, aquest és un procediment invasiu i
per tant no esta exempta de complicacions, destacant les més greus perd també més
infreqlients I’hemoperitoni, 'hematoma intrahepatic i ’hemobilia. Per minimitzar el
risc, la biopsia I’ha de realitzar per personal expert, pero tot aixo la mobilitat de la puncio
és del 3.1/1000 puncions i mortalitat del 0.3/1000 puncions®. La bidpsia del nodul
també pot presentar fins un 40% de falsos negatius sobretot en els tumors de mida
petita (1-2 cm) ja que en noduls petits el patré anatomopatologic pot ser dificil de
diferenciar entre noduls displasics i CHC, perqueé les caracteristiques tipiques del CHC
com és la invasid estromal poden no ser-hi o no detectar-se?. De la mateixa manera, la
deteccid de artéries aberrants i mitosi poden no identificar-se en una mostra de biopsia.
La biopsia hepatica per Tru-cut és definitivament superior a I'aspiracié amb agulla fina,
ja que la mostra obtinguda permet avaluar tant l'arquitectura com caracteristiques

citologiques?. Per tant, una bidpsia negativa no exclou el diagnostic i s’ha de valorar la
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repeticié de la mateixa. En el cas que no s’arribi a establir el diagnostic caldra un

seguiment del nodul cada tres o quatre mesos®”-°,

El diagnostic anatomopatologic del CHC es basa en les definicions del Grup de Consens
Internacional per CHC?®. El CHC té un patré histoldgic molt caracteristic en els estadis
avancats, pero la distincié entre un CHC molt inicial i un nodul displasic d’alt grau pot
presentar dificultat, especialment en noduls petits d’entre 1i 2 cm?. El CHC que apareix
en un fetge cirrotics esta presidit majoritariament per lesions no malignes
precanceroses com els noduls displasic de baix i alt grau (NDBG i NDAG respectivament).
Ara bé, el risc de transformacié maligne dels NDBG és molt baix, i entre el 40-60%
desapareixen durant el seguiment’!. En canvi, els NDAG tenen un risc molt elevat de
transformacié maligne, amb una taxa acumulativa del 61.5% als 3 anys de seguiment’?.
En els CHC presidits per lesions premalignes, apareixen lesions microscopiques de menys
d’lcm compostes per hepatocits displasics, les quals s’anomenen focus displasics
caracteritzats per la preséncia de petits i grans canvis cel-lulars’3. En el moment que
aquests canvis es poden distingir del parénquima hepatic, normalment com a lesions
noduls majors d’1cm es parla de noduls displasics els quals poden ser de baix grau o alt
grau en funcié de moderada o elevada preséncia d’atipia, respectivament.

L'evidéncia que els noduls displasic sén lesions premalignes es sosté amb |'evolucid
natural de transformacidé maligne estudiada en cohorts independents’?7470; les
similituds en els canvis genetics i epigenétics entre les dues entitats (noduls displasics i
CHC)?>7%; i la preséncia d’escurcament de telomerases i 'augment d’inestabilitat
cromosomics en els noduls displasics, sobretot en NDAG, canvis caracteristics

evidenciats en CHC”’.

Les caracteristiques histologiques d’un CHC molt ben diferenciat sén: augment de la
densitat cel-lular més del doble de vegades amb un augment de la proporcid
nucli/citoplasma amb patrd trabecular irregular; tractes portals dins del nodul; patré
pseudoglandular; canvi gras difus (40%); artéries aberrants; invasio estromal, és a dir
invasié d’hepatocits tumorals dels tractes portals, canvis que s’intensifiquen a mesura
que es desdiferencia el CHC?. Aquests canvis morfologics des de lesions premalignes a

malignes expliquen el comportament radiologic (Figura 7)7°.
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Nodul displasic
baix grau

Nodul displasic
d’alt grau

CHC ben
diferenciat

CHC
moderadament
diferenciat

Aparenga macroscopica

Caracteristiques patologiques:

Vaga-nodular

Definida-nodular

Infusié venosa portal

+

+

+

Invasié estroma (-) (-) +/- +/-
Captaci6 contrast radiologic:
Infusio arterial iso / hipo iso / hipo iso / hipo (hiper) hiper

Relacié clinico-patologica

Lesions premalignes

CHC inicial

CHC en progressio

Figura 7. Correlacions anatomopatologiques i radiologiques dels noduls displasics i CHC. Els
dibuixos de la fila superior mostren els canvis anatomics presents en |'evolucié a CHC maligne.
El fet que les cel-lules tumorals creixin substituint els cordons cel-lulars hepatics i reemplacin el
patro limit, I’aparenca dels CHC inicials és vagament nodular. Quan el tumors mesuren entre 1.5
i 2 cm de diametre, tendeixen a desdiferenciar-se convertint-se en moderadament diferenciats
i creixent d'una manera expansiva formant una capsula fibrosa. La hipervascularitat de la senyal
de contrast en les proves d’'imatge esta relacionada amb el desenvolupament de les artéeries
aberrants i I'abséncia de subministrament de la vena porta. (A) Nodul displasic de baix grau:
focus ocasionals de canvis cel-lulars. (B) Nodul displasic d'alt grau: increment de la densitat
cel-lular, irregularitat del patré trabecular, poques pseudoglandules, cel-lules més petites
sobretot a la part esquerre de la imatge (estrella). (C) CHC petit, ben diferenciat.
Desenvolupament d’artéries aberrants (fletxes). (D) CHC en progressi6 moderadament
diferenciat amb invasid de la capsula (fletxes). & Artéria aberrant; [«  Tracte portal intratumoral.
Tincié d'immunohistoquimica hematoxilina-eosina, magnificacié original (x200). (Adaptacié de
Kojiro et al.”® i les imatges histologiques (A i B) de Rocalli et al.”* i (C-D) de Park et al.”3.

En els casos en els quals el patrd histologic no és caracteristic, la genética i la
immunohistoquimica poden ajudar a establir el diagnostic de CHC i diferenciar-lo
d’altres tipus de noduls. En el primer cas, s’han identificat signatures genetiques capaces
de discriminar entre noduls de regeneracid i displasics de CHC petits (<2cm)’8,7°,80 81,
Per exemple, Llovet et al. va identificar una signatura de 3 gens (Glypican 3, Survivin,
LYVE1l) per reacci6 en <cadena de la polimerasa en temps real
(quantitative polymerase chain reaction, qPCR) al comparar mostres de teixit de 17
noduls displasics i 20 CHC inicials’®. La signatura aconseguia una sensibilitat i
especificitat del 95% i 94%, respectivament per discriminar lesions preneoplasiques de
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CHC’8. Aixi mateix Nam et al.va identificar una signatura de 240 gens diferencials entre
noduls hepatics (7 NDBG, 7 NDAG i 27n CHC) a partir de la técnica oligo-nucleotid
microarrays .

A nivell d'immunohistoquimica, una tecnica senzilla i econdmica, també s’han proposat
varis marcadors. La combinacié dels marcadors Glypican 3 (GPC-3), heat shock protein
70 (HSP70) i glutamine syntetase (GS) ha demostrar una sensibilitat diagnostica de CHC
del 72% i una especificitat del 100% quan 2 d’ells son positius®?8384 |’AFP no és un bon
marcadors tissular per la seva baixa sensibilitat (25%-30%) inclis en CHC moderadament
diferenciats. La combinacié d’AFP, AFP-L3 i DCP a nivell tissular també ha demostrat
superioritat diagnostica en front cada marcador individualment (sensibilitat de 86% amb
la combinacié dels tres marcadors)®. A més, ’AFP-L3 i la DCP s’han vist relacionades a
nivell histoldgic amb la malaltia disseminada, sent marcadors Utils pel pronostic®32>, Hi
ha altres tincions per avaluar neovascularitzacié com el CD342% o per avaluar les
cel-lules progenitores com CK19 la preséncia de les quals es relaciona amb major taxa
de recidiva i per tant pitjor pronostic®,

A banda, el perfil d’expressié genetica del teixit hepatic no tumoral adjacent al CHC

també s’ha relacionat amb la supervivéncia®.

Establir I'extensio tumoral és fonamental per definir I'estiatge i plantejar I'estrategia de
tractament. L'afectacidé extrahepatica i la preséncia d’adenopaties es detecten amb TC
o RM, i la gammagrafia es pot utilitzar per avaluar la preséncia de metastasis Ossies.
L'avaluacié pretrasplantament ha d’incloure una prova dinamica abdominal (TC o RM)

TC toracica i una gammagrafia ossia®.

1.1.4 Classificacié i tractament del CHC: Estadiatge BCLC i implicacions pronostiques

Com s’ha dit anteriorment, el 90% dels CHCs apareixen en un fetge cirrotic i aquesta
coexisténcia de dues malalties que comprometen la supervivencia és la caracteristica
gue distingeix el CHC dels altres tumors solids. Per altra banda, la qualitat de vida del
pacient en el moment del diagnostic també s’ha de tenir en compte, ja que marcara el
pronostic. Per tant, el sistema de classificacié ideal ha de tenir en compte parametres

de funcié hepatica, qualitat de vida i caracteristiques tumorals (Taula 3).
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Existeixen multiples sistemes de classificacié tumoral perd no tots inclouen aquests
parametres. Entre ells els més estudiats sén tres europeus GETCH (Groupe d’étude et de
Traitement du Carcinoma Hepatocellulaire)®®, CLIP (The Cancer of the Liver Italian
Program)®* i BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer)®? i dos asiatics JIS (Japan Integrated
Staging Score)®® i CUPI (Chinese University Prognostic Index)®*. Només el sistema de
classificacié BCLC creat I'any 1999 pel grup del Dr Bruix de Barcelona, té en compte els
tres parametres (funcié hepatica, qualitat de vida i caracteristiques tumorals) i els ha
relacionat amb una indicacié de tractament. Aquesta classificacié ha estat validada tant
a Europa, Estats Units i Asia, sent la classificacié recomanada actualment per les guies

de practica clinica europea i americana (nivell d’evidéncia 2A)°%°>,

Taula 3. Parametres clinics i tumorals

Classificacié Child-Pugh de funcié hepatica®®

Parametres 1 punt 2 punts 3 punts
Bilirubina total <34 umol/L 34-50 umol/L >50 umol/L
<2 mg/dL 2-3 mg/dL >3 mg/dL
Albumina sérica >3.5g/L 2.8-3.5g/L <2.8g/L
INR <1.7 1.7-2.3 >2.3
Temps protombina >50% 30-50% <30%
Ascites Absent Lleu Moderada-greu
(Refractaria)
Encefalopatia hepatica Absent Grau I-ll Grau llI-IV

Puntuacié i classificacid: 5-6 punts Classe A; 7-9 punts Classe B; 10-15 punts Classe C

Classificacié Karnofsky (Performance Status Test)°’

No evidencia clinica de malaltia. Treballa a diari normal
Simptomatic. Treballa a diari normal

No treballa pero autonom. Enllitat<50% hores dilirnes
Atencié meédica freqlient. Enllitat>50% hores dilirnes
Incapacitat. Enllitament total

S W N - O

Parametres tumorals i d’extensio

Nombre noduls

Mida nodular

Extensié intrahepatica (uni/multi segmentaris; uni/bilobars)

Extensid extrahepatica (noduls limfatics hili portal, trombosi portal, metastasis
extrahepatiques)
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El sistema de classificacié de BCLC divideix els pacients amb CHC en 5 estadis (0, A, B, C
i D) en funcid dels principals factors pronostic: 1) I'estat del tumor (mida i nombre de
noduls, preséncia d’invasid vascular i disseminacid extrahepatica), 2) la funcié hepatica
definida per la classificacié de Child-Pugh i 3) I'estat general de salut definit per la

classificacio de Karnofsky (Performance Status Test) segons la presencia de simptomes

(Figura 6).
CARCINOMA HEPATOCEL.LULAR
Estadiatge i estrategia de tractament BCLC, 2014
Estadi molt inicial (0) Estadi inicial (A) Estadi intermedi (B) Estadi avangat (C) Estadi terminal (D)
Unics <2 cm Unic o 3 noduls <3 cm Multi nodulars Invasio portal Child-Pugh C, PS 3-4
Child-Pugh A, PS O Child-Pugh A-B, PS O Child-Pugh A-B, PS O Extensid extrahepatica
l | Child-Pugh A-B, PS 1-2
! 1
Potencial candidat per Unic 3 noduls<3cm
trasplantament hepatic 1
Pressio portal
Bilirubina
No Si — Normal  Augmentada —> Mala}ties
associades
No Si
‘ Ablacié ‘ ‘ Reseccid ‘ ‘ Trasplantament ‘ ‘ Ablacié ‘ ‘ Quimioembolitzacid ‘ ‘ Sorafenib ‘ Tractament
Simptomatic
| TRACTAMENTS CURATIUS | TRACTAMENTS PALLIATIUS | Basic
30-40% 20% 20% 10%
Mitjana de supervivéncia >60m / 5 anys 50%-75% 20m (45-14m) 20m (45-14m) <3m

Figura 8. Estrategia de tractament del BCLC en funcié de la classificacio dels pacients amb CHC
en funcid de les caracteristiques tumorals, cliniques i funcié hepatocel-lular. Per cada subgrup
s’especifica la primera opcié de tractament en funcid del pronostic, el percentatge de pacients
diagnosticats a cada estadi i la mitjana (rang) de supervivencia expressada en mesos (m). BCLC:
Barcelona Clinic Liver Cancer; PS: Performance Status (Adaptacié de Forner et al.)®®

A continuacio es detallen els diferents estadis tumorals del sistema BCLC:

> Estadi molt inicial i inicial (BCLC 0/A) inclou aquells pacients amb un CHC
Unic menor de 2 cm (BCLC 0) o un CHC Unic major de 2 cm o 3 noduls menors de 3 cm
de diametre (BCLC A), amb una funcid hepatica conservada (Child-Pugh A/B) i
asimptomatics amb bona qualitat de vida (PS-0)%. Només un 5-10% dels tumors es
diagnostiquen en un estadi BCLC 0 degut a la falta d'implementacié universal del
programa de cribratge de pacients cirrotics, les limitacions de les proves d’imatge i la
manca de marcadors serologics amb capacitat diagnostica de tumors petits®®. Aquest
percentatge augmenta fins al 30% al Japd gracies a una implementacidé extensa del
sistema de cribratge®. Fins a un 60-80% dels pacients es diagnostiquen en I'estadi BCLC
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A, perd només la meitat d’ells es pot beneficiar d’un tractament radical o curatiu
(reseccid quirdrgica, trasplantament hepatic o tractament percutani). A nivell espanyol,
es va publicar un estudi descriptiu dels CHC registrats I'lany 2010 actualitzat I'any 2014,
objectivant-se que només un 47% dels pacients amb CHC es diagnosticaven a través de
programes de cribratge, resultats equiparables amb séries americanes®9%, Aixi, els
pacients diagnosticats en programes de cribratge tenien una mida tumoral i nombre de

noduls significativament inferior als pacients que es diagnosticaven fora de cribratge.

Dins dels CHC BCLC 0 es poden distingir dos subgrups segons estudi anatomopatologic:
el vagament nodular (molt ben diferenciat amb marges imprecisos i sense invasio
vascular ni satél-lits), anomenat in situ i el marcadament nodular amb signes d’invasid
local mostrant en un 10% dels casos satél-lits i en un 27% invasid portal microscopica?.
Tant la invasié microvascular i la satel-litosi, relacionades amb la disseminacié tumoral?
com una mala diferenciacié histologica i la multinodularitat, s’han identificat com a
factors de risc per la recidiva després d’un tractament curatiu?,1%, Malauradament no
existeixen marcadors serologics que puguin predir la preséncia d’aquests factors de risc
al moment de I'estiatge del pacient, de manera que tant la invasié microvascular com la
satel-litosi tant sols es poden identificar a la peca quirdrgica.

La mediana de supervivéncia als 5 anys dels pacients amb tumors BCLC 0 i A, aplicant
tractaments curatius, es troba entre el 80%-90% i 50%-75% respectivament®104-106 | 3
reseccio quirdrgica tumoral constitueix el primer esglad de tractament en aquest grup
de pacients. Els millors resultats amb aquest tractament s’aconsegueixen en tumors
Unics de qualsevol midai en abséencia tant de bilirubina elevada com d’hipertensidé portal
clinicament significativa (definida com un gradient de pressié venosa hepatica portal
>10mmHg, la presencia de varices esofagiques o esplenomegalia i un recompte
plaguetari <100.000 mm), factors independents de supervivéncial®’1%, |3
supervivéncia final és del 75% als 5 anys!0219 perd amb una taxa de recidiva després de
la reseccié quirurgica del 70%-80% als 5 anys i el 60% abans dels 2 anys (recidiva
precog)!®. Aquesta elevada taxa de recidiva tumoral ve determinada per la preséncia
dels factors de risc de recidiva (invasié microvascular, satel-litosi, multinodularitat i
diferenciacié histologica pobre) que només es poden identificar a la peca quirurgica.

Actualment no existeix cap tractament per disminuir la recidiva tumoral en pacients
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tractats mitjancant reseccidé quirlrgica, per aixo en alguns centres si es detecta algun
d’aquests factors de mal pronostic s’indica trasplantament hepatica abans de detectar
la recidiva tumoral®!19 Ara bé, si els pacients amb CHC < 2 cm que serien inicialment
tributaris a reseccié quirurgica perd no podran ser candidats a rebre trasplantament
hepatic posterior tot i identificar factors de risc de recidiva tumoral a la pega quirurgica,
bé sigui per comorbiditats o edat superior als 68 anys, lI'estrategia terapéutica
recomanada recentment és l|’ablacié percutania. Aquest tractament assoleix les
mateixes taxes de resposta i supervivencia que la reseccid quirdrgica en aquest tipus de
pacients perd amb menys complicacions®>*1,
En el cas de pacients amb tumors no resecables per la presencia d’hipertensié portal
significativa o bé de tumors multinodulars, el seglient tractament a avaluar és el
trasplantament de fetge. Un dels avantatges d’aquest tractament és que a part
d’eliminar la malaltia tumoral, elimina també la cirrosi, causa oncologica subjacent.
Seguint els criteris de Mila descrits per Mazzafero (tumor solitari < 5 cm o 3 noduls de
<3 cm, sense preséncia d’invasié vascular ni disseminacié extrahepatica)*?
s’aconsegueixen unes taxes de supervivencia als 5 anys del 70% amb un risc de recidiva
tumoral baix del 5-15%%0%113,
Als pacients que no se’ls pot oferir el trasplantament hepatic i presenten un tumor entre
2-5 cm, l'alternativa com a tractament curatiu és I'ablacié percutania, bé sigui per
injeccié d’etanol o per radiofreqiiéncia (RF). Diferents estudis controlats aleatoritzats
han demostrat la superioritat de la RF versus I'alcoholitzacié tant en taxes de resposta
com en taxes de supervivéncia en tumors més grans de 2 cm!4115116 | 3 RF presenta
una taxa de recidiva intrahepatica del 75% als 5 anys i una superviviéncia global del 60%
als 5 anys'’. Actualment estan en vies d’experimentacio altres modalitats d’ablacié
percutania com és l'ablacié per microones, la crioablacié o I'ablacié d’alta intesitat
focalitzada per ecografial.

> Estadi intermedi (BCLC B). Es classifiquen en aquest estadi els pacients
amb una funcié hepatica i estat de salut conservat (Child-Pugh A-B, PS-0) i que presenten
tumors no resecables sense invasid macrovascular (trombosi portal tumoral) ni extensid
extrahepatica®. Per aquests pacients ja no és possible aplicar un tractament curatiu, sent
la quimioembolitzacié (TACE, Transarterial chemoembolization) el tractament pal-liatiu

recomanat. La TACE és una técnica que consisteix en obstruir de manera selectiva
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I’artéria hepatica que nodreix el tumor amb la consequient necrosi tumoral''®. Aquesta
oclusié arterial convencional es fa amb d’agents quimioterapics, sent els més utilitzats
la doxorubicina, el cisplati. Un tipus d’embolitzaci6 més modern és I'embolitzacié amb
particules carregades de I'agent quimioterapic per tal de disminuir I'efecte sistémic, el
que s’anomena Drug Eluting Beds (DEB)'?%1%!, La mitjana de supervivéncia en els
primers estudis amb TACE era al voltant de dos anys!?2. Recentment amb la millora en
la seleccid dels pacients i la técniques la mitjana de supervivéncia assoleix els 4 anys!?3,

> Estadi avangat (BCLC C). Aquest grup comprén els pacients que presenten
simptomes relacionats amb la malaltia tumoral (PS 1-2), Child-Pugh A-B i/o invasid
macrovascular o disseminacio extrahepatica®. Aquests pacients sense tractament tenen
una mitjana de supervivéncia de 6-8 mesos'?4,
En els darrers anys s’"han produit molts progressos en el coneixement de les alteracions
moleculars del CHC. Aquest fet ha permés desenvolupar nombrosos agents que actuen
de forma especifica en les vies moleculars alterades. S’han avaluat multiples
tractaments pero de tots ells, I"Unic agent sistémic que ha demostrat millorar la
supervivéncia dels pacients ha estat el Sorafenib'®. En aquest sentit, un estudi clinic
controlat i aleatoritzat va descriure les diferencies de mitjana de supervivencia de 10.7
mesos en el grup control vs 7.9 mesos en el grup placebo HR 0.69 (95%Cl: 0.55-0.88)
amb un temps fins progressié de 5.5 mesos en el grup Sorafenib vs 2.2 mesos en el grup
placebo HR 0.58 (95% Cl: 0.45-0.74) sense haver-se demostrat que hi hagués resposta
radiologica'?®. El sorafenib és un inhibidor de la tirosina quinasa que inhibeix la
proliferacié de les cél-lules tumorals i I'angiogenesi. En concret, s’ha descrit que actua
inhibint les quinases Raf-1 i B-Raf i I'activitat tirosina quinasa del receptor del VEGFR i
del factor de creixement derivat de les plaquetes (PDGF)?°,
Pacients amb presencia de trombosi portal tumoral, o pacients BCLC B que no sén bons
candidats a TACE o que no han respos aquesta per tenir una malaltia voluminosa, una
opcié que s’esta investigant és la radioembolitzacié amb esferes Yttrium-90. Aquesta és
una terapia innovadora que actua irradiant la zona tumoral per via intra-arterial. Tot i
Ieficacia similar a TACE en quan a respostes objectives, no és de primera opcio ja que
no hi ha estudis controlats que ho demostrin127128,

> Estadi terminal (BCLC D). El darrer estadi de classificacid compren aquells

pacients amb una funcié hepatica descompensada i/o greu afectacié de I'estat de salut
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(Child-Pugh C i PS 3-4), siguin quines siguin les caracteristiques tumorals®. En aquest
estadi esta indicat el tractament simptomatic, essent la mitjana de supervivéncia

d’aquests pacients no superior als 4 mesos®?.

1.1.5 Avaluacio de la resposta terapéutica

Després d’aplicar qualsevol tractament s’ha d’avaluar la resposta terapeutica. En el cas
de la reseccid quirudrgica, la recidiva tumoral normalment es divideix en la recidiva
precoc¢ que apareix en els primers dos anys després del tractament, i la recidiva tardana
després dels dos anys, parlant aleshores de tumors de novo!?°. La recidiva precog
normalment es deu a la preséncia de factors de risc de recidiva anteriorment
mencionats (invasié microvascular, satel.litosi, multinodularitat i mala diferenciacio
histologica)'??, 193, mentre que la recidiva tardana depén majoritariament de I'efecte de
carcinogénesi de la malaltia inflamatoria cronica hepatica subjacent?®,

L'avaluacié de la resposta dels pacients tractats amb injeccié de substancies citotoxiques
tant a nivell percutani com selectiu per TACE es mesura amb els criteris mRECIST
(Modified Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) resumits a la taula 4'3°, Aquesta
modificacid dels criteris originals RECIST'3132, es deu al fet que molts tractaments del
CHC actuen mitjancant la induccié de necrosi tumoral i aquest fenomen no sempre
s’acompanya de la reduccié de la mida tumoral. Per tant, els nous criteris tenen en
compte la viabilitat del tumor i no la reduccié de la mida. Aquesta viabilitat es mesura
amb tecniques radiologiques dinamiques com la TC i la RM, definida com la captacié de
contrast en fase arterial. Ara bé, els canvis de vascularitzacid que produeixen les noves
terapies orals antiangiogéniques com el Sorafenib, no sén avaluables amb aquests
criteris!33, havent-se definit els BCLC-refined RECIST. Han aparegut altres criteris per
avaluar la resposta al tractament que incorporen la necrosi tumoral com el Choi

134 ;

Response Criteria'3* i el Response Evaluation Criteria in Cancer of the Liver (RECICL)3>136,

cap d’ells validat de forma adequada.
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Taula 4: Criteris mRECIST130

Lesio diana

Resposta completa

Resposta parcial

Malaltia estable
Progressié tumoral

Desaparicioé de qualsevol hipercaptacié arterial de les lesions
tractades

Disminucid >30% de la suma dels diametres de tumor viable
de les lesions tractades (hipercatacio arterial) respecte la
suma inicial dels diametres de les lesions

Ni progressié ni estabilitat

Augment de >20% de la suma de diametres del tumor viable
de les lesions tractades respecte la suma més petita del
diametre del tumor viable des de I'inici del tractament

Lesio no diana

Resposta completa
Resposta incompleta/parcial
Progressié tumoral

Desaparicio de qualsevol hipercaptacio arterial de les lesions
Persistencia d’hipercaptacio arterial en una o més lesions
Apariciéo d’una o més lesions noves i/o progressié de les
existents

Recomanacions mRECIST

Vessament pleural/ascites

Es necessaria la confirmacié citopatologica del liquid pleural o
ascitic per establir la progressié tumoral

Noduls limfatics a I’hili portal

Els noduls limfatics hiliars es consideren malignes si el
diametre menor és >2cm

Trombosi portal

Es considera una lesid no mesurable i per tant és una lesié no
diana

Nova lesio

Es considera una nova lesié de CHC si el diametre més llarg és
>1cm amb patrd de captacié de contrast tipic. Si el patrd és
atipic, es considera CHC si creix >1cm

1.2 La protedomica com a eina per a la identificacié de biomarcadors

Com ha quedat palés en el capitol anterior, I'elevada mortalitat del CHC es deu principalment al

seu diagnostic tarda (més del 60% dels tumors es diagnostiquen en fases avangades), on ja no és
possible aplicar un tractament amb intencié curativa, degut a una disseminacié tumoral intra- o
extrahepatica. A més, la falta de marcadors pronostic, no permet detectar en un estadi inicial els
factors de risc de recidiva ni tampoc, una vegada aplicat el tractament, detectar precogment
I’elevada taxa de recidives que presenta aquest tumor, limitant les estrategies de rescat

terapeutiques.

Aix0 ha promogut la cerca urgent de marcadors serologics, tissulars i radiologics per tal
de millorar el maneig dels pacients cirrotics. Es per aquest motiu que en les darreres
decades la comunitat cientifica centra la investigacid en la cerca de nous biomarcadors

diagnostic i pronostic de CHC.
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El biomarcador ideal de CHC hauria de complir les segilients caracteristiques: 1) ser una
molecula facilment identificable per tal de garantir la minima invasid de cara al pacient;
2) demostrar una alta sensibilitat, és a dir, la capacitat de detectar el CHC, inclds en un
estadi precog, entre els pacients cirrotics sense tumor; 3) tenir una alta especificitat, és
a dir, la capacitat de distingir el CHC d’altres noduls hepatics tant benignes com
malignes; 4) reflectir la resposta al tractament per tal de monitoritzar el pacient i poder
detectar fracassos de tractament i recidives; i 5) tenir una bona reproductibilitat i cost-
efectivitat. Per altra banda, és important distingir el marc clinic en el qual s'utilitza el
biomarcador: avaluacio del risc de desenvolupament de la neoplasia, eina pel cribratge
i/o diagnostic preco¢ del CHC, avaluacié pronostica o avaluacié de la resposta

terapeutica.

En els darrers anys s’han proposat un gran nombre de biomarcadors associats al CHC
com a eina atractiva per la seva baixa invasio, objectivitat i reproductibilitat. Pero
desafortunadament, la majoria d’ells no han assolit la precisié suficient per establir-ne
la seva utilitat a la practica clinica. El National Cancer Institute’s Early Detection Research
Network (EDRN) ha desenvolupat unes directrius basades en diferents fases per la
identificacié de biomarcadors en cancer i aixi assegurar la fiabilitats dels resultats'3’.

La dificultat per desenvolupar un biomarcador altament sensible i especific rau en dos
aspectes fonamentals: I’heterogeneitat molecular caracteristica de cada individu i
I’heterogeneitat molecular del tumor. Per tant, existeix una limitacié per establir el valor

I”

“normal” per cada marcador.

Tradicionalment, els biomarcadors eren proteines detectades en serum o plasma.
Gracies als avencos en tecnologia molecular, s’han pogut caracteritzar diferents vies
implicades en la carcinogenesi humana i aix0 ha permes identificar altres tipus de

biomarcadors.
Es important distingir el marc clinic en el qual s’utilitza el biomarcador: avaluacié del risc

de desenvolupament de la neoplasia, eina pel cribratge i/o diagnostic precog¢ del CHC,

avaluaciod pronostica o avaluacio de la resposta terapéutica.
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En les darreres décades hi ha hagut un enorme desenvolupament i millora en les
tecnologies anomenades “Omiques” com la genomica, trasncriptomica, proteomica i
epigenomica. Aquestes técniques basades en l'analisi molecular massiva, enlloc de
I’analisi individual, ha liderat les investigacions dirigides no només a I’'aprofundiment del
coneixement dels mecanismes moleculars associats a la malaltia sind també a la
identificaci6 de nous biomarcadors. En la recerca oncologica traslacional, els
biomarcadors han millorat la deteccié preco¢ dels tumors, la seva estratificacio,
monitoritzacio de la progressid, predicci6 de recidiva i el disseny de terapies
personalitzades dels pacients amb cancer. Tradicionalment, els biomarcadors eren
proteines detectades en sérum o plasma. Gracies als avencos en tecnologia molecular,
s’ha millorat el coneixement dels mecanismes involucrats en la patogenesi de la
transformacid i progressid neoplasica i aixd ha permes identificar diferents tipus de
biomarcadors com ara mutacions, hipermetilacions i signatures genetiques o

proteiques.

La sintesi proteica és un procés complex i dinamic. Des de la informacié geneética original
fins al producte final que exerceix una determinada funcid, es desenvolupen una
multitud de processos que van amplificant les opcions fenotipiques del producte final

en cada condicié, com es mostra a la Figura 9.
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Figura 9: Augment de la complexitat i el nombre de productes des del genoma al proteoma i
metaboloma. La diversitat del nombre de productes originats d’un gens deu al mecanisme de
splicing, de regulacié transcripcional i de les modificacions post-traduccionals de les proteines.
Es preveu que el genoma huma conté de I'ordre de 25,000 gens, dels quals cada un d’ells es
transcriu en uns 5-6 mARN de mitja. Cada un d’aquests ARNm es tradueix a proteina, generant
de l'ordre d’unes 8-10 formes modificades de cadenes polipeptidiques. En conseqiiéncia,
s’estima que a partir del genoma huma es produeixen uns 2 milions de proteines diferents**,

Gracies a la seqiienciacié completa del genoma huma I’any 20013, s’ha fet un gran pas
en el coneixement dels canvis genétics i les aberracions moleculars que sén causants de
malalties com el cancer.

Pero el procés oncologic ve determinat no només per la codificacié geneética. Cal tenir
en compte tant els factors interns de transcripcid, translacid, com factors exogens, per
exemple la dieta, 'ambienti el tabac, que afecten a processos moduladors de I'expressio
dels gens. Un d’aquests processos moduladors és |’epigenética, la informacié de la qual
no es trona codificada a la seqlieéncia de I’ADN i pot contribuir a la fisiopatologia del
cancerl4,

L’ADN expressat a la cel-lula es transcriu a ARN missatger (ARNm) el qual es traduira
finalment a proteina. La transcriptomica és la branca que estudia I'expressio del ARNm.
Aquesta ciéncia té I'avantatge que utilitza una tecnologia simple, automatitzada i d’alt

rendiment com sén els xips d’ADN que aporten informacié biologica sobre I'expressié
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génica. Pero, per contra, la informacié que aporta la transcriptomica no sempre es
correlaciona directament amb el fenotip final a nivell de proteina!*!, donades les
possibles modificacions post-traduccionals que poden patir les proteines un cop
sintetitzades (p. ex. fosforilacid, acetilacié i desaminaci)#2.

Després dels grans avencgos en la genomica i transcriptomica, I’area de la protedomica ha
adquirit protagonisme en I'era post-genomica. El conjunt de proteines condicionen el
fenotip d’un procés biologic, com per exemple el cancer, i I’estudi de la protedmica ajuda
a entendre aquest estat patologic, complementant la informacié aportada per la
gendmica i la transcriptdmical®3. Per tant, podem dir que, la protedmica fa de pont entre

la informaci6 genética i el fenotip de la malaltia#*.

1.2.1 Proteomica

La protedmica és la ciéncia que estudia el proteoma, terme que fa referéncia al conjunt
de proteines expressades en una cel-lula, teixit, organisme o fluid biologic en un moment
determinat sota unes condicions especifiques. El terme proteoma va ser utilitzat per
primera vegada pel professor Marc R. Wilkins I'any 1994, com a equivalent linglistic al
de genoma. L'estudi dels nivells d’expressio de les proteines, distribucid, modificacions
postraduccionals i funcions és necessari per comprendre millor el funcionament de la
cel-lulai els seus estats biologics.

L'estudi del proteoma es pot aplicar a diferents substrats com linies cel-lulars i teixits i
fluids proximals (p. ex. acids biliars, suc pancreatic) orina i sang (plasma o serum). Segons
el material biologic escollit, existeixen uns avantatges o limitacions a tenir en compte.
Treballar in vitro usant linies cel-lulars té I'avantatge que disminueix I'heterogeneitat en
les mateixes condicions experimentals i augmenta la qualitat dels extractes proteics.
Per contra, els resultats in vitro no sempre es reprodueixen en condicions reals in vivo.
A nivell tissular, la concentracid de proteines és molt elevada la qual cosa facilita la
identificacié de biomarcadors, pero la seva obtencié precisa d’una intervencié invasiva
(biopsia o cirurgia), que limita la disponibilitat de mostra. L’atractiu que aporta I’analisi
de sang pel diagnostic d’una malaltia és la facilitat i la minima invasié que suposa
I'obtencié d’aquesta. El sistema sanguini perfon tots els teixits del cos i per tant, és

susceptible d’incloure tota la informacid de les alteracions cel-lulars de tot el cos en un
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moment determinat. Aixi doncs, es considera el biofluid més optim pel descobriment de
biomarcadors!#4,

Tot i aix0, la protedmica té com a desavantatge la gran complexitat que suposa I'estudi
del proteoma. Tal com hem vist, les proteines sén el resultat de modulacions genetiques,
ambientals, i de transformacions postraduccionals. Aquestes multiples modificacions
comporten que la xifra estimada de proteines humanes sigui de més d’un milié3. A
banda, el proteoma té una alta capacitat dinamica degut a les variacions de localitzacié
de les proteines, la seva vida mitja i la resposta a estimuls com la malaltia o els
tractaments, fets que també dificulten el seu estudi*>. A més, les funcions de les
proteines estan regulades per complexos sistemes intracel-lulars i intercel-lulars de
comunicacio entre cél-lules i el microambient!#4,

La gran limitacié de I'analisi proteomica del plasma és I'ampli rang dinamic de
concentracio de les proteines, de I'ordre de 10*? (Figura 10). La preséncia de proteines
molt abundants com I'albdmina (35-50 mg/mL) i les immunoglobulines (5-18 mg/mL)
dificulten la deteccié de proteines minoritaries, com per exemple la interleuquina 6 amb
rangs de concentracid en sang menors (0-5 pg/mL)*¢. Aquesta limitacié s’ha vist
minimitzada amb I'aplicacié de tecniques per deplecionar les proteines plasmatiques
més abundants. D’aquesta manera s’aconsegueix l'enriquiment de la mostra amb
proteines minoritaries entre els quals es trobarien els potencials biomarcadors, la

majoria dels quals es troben en concertacions baixes'#’.
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Proteines classiques del Plasma
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Figura 10. Abundancia de 70 proteines analitzades en plasma en condicions no patologiques.
L’abundancia es representa en una escala logaritmica que abasta fins a 12 ordres de magnitud.
Les fletxes indiquen els casos dels qual només es coneix el limit superior. Les proteines classiques
del plasma s’agrupen a I’esquerre del grafic (proteines abundants); les proteines secretades per
teixits al torrent sanguini (per exemple enzims i troponines) s’agrupen al centre; i les
interleuquines/citocines s’agrupen a la dreta (poc abundants). S’inclou I’hemoglobina (a
I’extrem esquerre del grafic) com a referéncia de concentracié coneguda. Abreviacions: GCSF:
Granulocyte-colony stimulating factor; TNF: Tumoral Necrosis Factor; TPA: Tissue Plasminogen
Activator (Adaptacié de N.L. Anderson & N.G. Anderson)®®,

En I'area de la biomedicina, la descripcid del proteoma entre dos estats biologics com és
el de malaltia i no malaltia, aporta informacié d’alteracions a nivell de proteina, que
poden esdevenir potencials biomarcadors de malaltia.

El procés d’identificacié de nous biomarcadors utilitzant la técnica de la protedmica es
pot dividir en 4 fases suggerides per Rifai et al.1*%: una primera fase de descobriment, on
s'identifiquen i classifiquen les proteines plasmatiques amb diferent abundancia.
Posteriorment, una segona fase on s’apliquen filtres per obtenir un subconjunt de
potencials biomarcadors dels quals se n’escull una seleccid per tal de validar-se
mitjancant I'ds d’una técnica complementaria com pot ser Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) en sang o immunohistoquimica en teixit. Durant aquest
procés de descobriment de biomarcadors, el nombre de mostres que s'han d'analitzar

augmenta mentre que el nombre de candidats potencials biomarcadors disminueix.
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En general, les diferents técniques protedmiques segueixen una metodologia que es

basa en:

Extraccid de les proteines d’una mostra biologica complexa (cél-lula, teixit o

fluid). Si la mostra és plasma o sérum, normalment es realitza un primer
tractament per deplecionar les proteines majoritaries.

Digestid _enzimatica de les proteines per obtenir compostos més simples

(peéptids) utilitzant enzims proteolitics (proteases). Normalment s’utilitza la
tripsina.

Separacid de les proteines o peéptids en diferents fraccions. Aquest

fraccionament es pot dur a terme en un gel d’electroforesi o una columna de
cromatografia liquida. El primer separa els components de la mostra,
normalment proteines, en una o dues dimensions: en funcié del seu pes
molecular quan s’aplica un gradient eléctric continu (electroforesi d’una
dimensio, 1-DE) i en funcid del pes molecular i del seu punt isoeléectric de pH de
forma perpendicular (electroforesi de dues dimensions, 2-DE)!*. La
cromatografia liquida es basa en la separacio de peptids digerits segons les seves
diferents propietats fisiques i quimiques, utilitzant diversos tipus de suport
cromatografic (intercanvi ionic, afinitat, etc). Per exemple, la cromatografia
liquida d’alt rendiment (High Performance Liquid Cromatography — HPLC), de
forma analoga a la 2-DE, combina dos tipus diferents de cromatografia
mitjancant la connexié de dues columnes, una primera columna d’intercanvi
ionic (separacid per carrega) i una segona fase revessa (separacié per
hidrofobicitat)**C.

Seqiienciacio peptidica en un espectrometre de masses, on s’identifica el peptid

en funcio de les seves qualitats fisico quimiques (massa/carrega)

Identificacid proteica comparant les seqiiéncies peptidiques resultants amb una

base de dades teorica, per tal d’identificar la proteina detectada.

En proteomica es poden definir multiples estratégies de treball, i segons I'estrategia

escollida, s’utilitzen unes tecniques i instruments determinats per poder dur a terme el

flux de treball adequat®!. Escollir una o altra estratégia dependra del nombre de

mostres a analitzar, el métode de separacié emprat i I'experiencia del laboratori
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encarregat del procés. Les técniques més utilitzades en protedmica es basen en

I’electroforesi i en I'espectrometria de masses.

> Técniques per I'analisi global del proteoma i separacié les seves proteines,

basades en electroforesi. La tecnica de I'electroforesi bidimensional (2-DE) ha

estat des de fa temps la tecnica més utilitzada per la identificacio de
biomarcadors. Aquest metode es base en la separacid per pes molecular i
carrega de les proteines mitjangant la matriu d’un gel de poliacrilamida 2-DE.
Com a resultat s’obté un mapa de spots (taques proteiques), cada un dels quals
conté una o varies proteines!*. Aquest meétode permet I'estudi de les
modificacions postraduccionals, ja que aquestes confereixen un patrd isoeléctric
i una massa a les proteines diferent de |'original, pero és una técnica amb baixa
sensibilitat, baixa reproductibilitat i poca resolucié**. Un avencg recent ha sigut
la incorporacié de la tecnica de marcatge (labeling) de les proteines per tal
d’incrementar la reproductibilitat i la fiabilitat de I’analisi d’expressié diferencial
entre mostres. La técnica 2D-DIGE (Difference gel electrophoresis) aplica
colorants fluorescents que s’uneixen a les proteines, permetent comparar dues
mostres independents corregudes en el mateix gel*>2,

Posteriorment els spots d’interes (diferencials entre mostres) observats en el gel
es poden extreure del gel, digerir-se enzimaticament per tal d’obtenir fragments
més petits (péptids) els quals es poden analitzar per un espectrometre de masses
i aixi identificar la proteina que s’ha vist diferencialment abundant al gel. A la

figura 11 es mostra un exemple del procés metodologic.

> Teécniques per I'estudi de les proteines, basades en espectrometria de masses.

Aquestes técniques més novedoses s'anomenen analisis d’alt rendiment (high-
throughput analisis), i permeten [I'analisi individual de les proteines.
L’espectrometria de masses (mass spectrometry - MS) és actualment la técnica
analitica principal per la identificacié proteica gracies a la seva elevada
sensibilitat i precisié®®3. Existeixen diversos tipus d’espectrometres de massa
com per exemple el MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time Of

Flight)*>*, SELDI-TOF-MS (Surface Enhanced Laser Desorpcion lonization Time Of
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Flight  Mass  Spectrometry)*>>,  MS/MS  (Mass  Spectrometry/Mass
Spectrometry)'>®. La MS mesura la relacié massa-carrega (m/z) i I'abundancia
d’ions presents en una barreja de compostos (péptids). Es basa en la conversio
dels peptids en ions en fase gasosa els quals es separen en funcié de la seva m/z
després de ser ionitzats. Les senyals produides pels camps electromagnetics son
captades pel detector que identifica el péptid segons la seva m/z, obtenint
I’empremta peptidica (més conegut com peptide mass fingerprint), caracteristica

per cada proteina®®’

. Aquesta empremta es compara amb unes mesures
tedriques de cadenes d’aminoacids conegudes identificant aixi la proteina®8.
Analogament a la técnica 2D-DIGE, les técniques de MS també es poden
classificar en funcié si utilitzen marcatge (anomenades labeling) o no utilitzen
marcatge (anomenades label free). En el cas del labeling, es marca un tipus
d’aminoacid amb un marcatge quimic o metabolic. Exemples d’aquesta
metodologia sén iTRAQ (Isotope tags for realtive and absolute quantitation)> i
SILAC (stable isotipe labeling with aminoacid in cell culture)®®. La comparacio
amb label free entre les mostres es realitza calculant I'area sota la corba del pic
cromatografic o comptant el nombre d’espectres per la proteina generada al
MS/MS el qual s’Tanomena spectral counting, assumint que la intensitat de I'ié es
correlaciona amb I’"abundancia del péptid6:-162,

El metode de la quantificacié sense marcatge té I'avantatge que no modifica les
proteines al no incloure un producte extern a la mostra, és més rapid i molt més
economic de portar a terme al minimitzar els passos de preparacié, millorant de
manera critica la reproductibilitat de la técnica. Per contra, es considera un
meétode semi-quantitatiu. Tot i aix0 aquesta estrategia és ampliament utilitzada
en analisis oncoprotedmiques 6%,

S’anomena shotgun proteomics a la combinacié d’'una columna de cromatografia
liquida i un espectrometre de masses en tandem. Aquesta tecnologia permet
I’analisi d’una barreja complexa de péptids generada per la proteolisi de mostres
que contenen gran quantitat de proteines. El resultat és la identificacié de milers

de proteinest®3164 A |a figura 11 es mostra un exemple del procés metodologic.
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Existeixen diferents programes informatics per la interpretacié de les dades
generades a partir de la MS com per exemple el SEQUEST!>, MASCOT?5,
PEAKS'®’. Tots ells comparen els espectres observats experimentalment
obtinguts a partir del MS i els espectres esperables a partir de la informacié
disponible d’'una base de dades, com per exemple Swissprot, Uniprot. Cada

programa assigna una puntuacié donada per diferents algoritmes.

Figura 11 de la pagina seglient: Resum de les opcions metodologiques per I'analisi de proteines
plasmatiques. Les proteines plasmatiques es poden fraccionar inicialment per electroforesis en
una o dues dimensions (1D o 2D-PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis). A la imatge veiem la
comparativa de dos gels 2D-PAGE sense marcatge (a I’esquerra) on es ressalta una taca proteica
diferencial entre les dues mostres. A la dreta, una altra mostra d’un gel unidimensional (1D-PAGE)
sense marcatge amb diferents mostres de cada grup cos o control corregudes segons pes
molecular on es marca en un requadre vermell la proteina diferentment abundant entre totes les
mostres. Tant la taca proteica identificada al gel 2D-PAGE com les bandes diferencials de cada
mostra correguda en el gel 1D-PAGE s’extreuen i es digereixen enzimaticament per obtenir
fraccions més sentzilles, els péptids. Aquesta mescla de péptids senzilla procedent de les proteines
digerides extretes de la taca proteica o de la banda diferencial s’analitzen posteriorment per
espectrometria de masses en tandem (MS/MS). A la figura es mostren Unicament dos exemples
d’espectrometres de masses per la seqienciacié peptidica, el métode Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time Of Flight (MALDI-TOF) o I'espectrometre de masses en tandem
(MS/MS).

A la dreta de la il-lustracié es mostra I'altra metodologia possible, anomenada shotgun
proteomics, ja que seqiencia la totalitat de la mostra digerida previ un fraccionament per
cromatografia liquida d’alta resolucié (HPCL) de la mostra peptidica complexa abans de la
seqlienciacié peptidica a MS/MS. En aquest
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1.2.2 Biomarcadors de cancer identificats per protedomica

Gracies a la introduccié de la protedmica en la recerca traslacional, s’Tha ampliat Ia
comprensié de les bases moleculars de diverses malalties com el cancer. Aixo ha permes
la identificacié de potencials biomarcadors candidats en la vigilancia, el diagnostic,
I'estratificacié de la malaltia i la resposta al tractament. Per exemple, aplicant MS s’han
identificat marcadors diagnostic de cancer de mama?®®, ovaril®®, pancreas!’%'’?,
pulmét’?, colangiocarcinomal’?. També s’han identificat biomarcadors pronostic
predictors de metastasi, com per exemple en el cas de 'adenocarcinoma de pulmé, on
Wen et al. va identificar I'index de fucosilaci6 de E-cadherina com a predictor de
metastasis amb la técnica 2D-DIGE i MS/MS174, També s’han identificat marcadors utils

en el control de resposta al tractament quimioterapict’>17,

Meés especificament en CHC, multiples estudis han utilitzat la protedmica com a métode
per la identificacié de biomarcadors.

Utilitzant la metodologia d’electroforesi, recentment un grup espanyol ha publicat un
panell de potencial biomarcador diagnostic de CHC en pacients amb cirrosi per VHC
utilitzant el 2D-DIGE amb un espectrometre de masses MALDI-TOF/TOF, i posteriorment
validant els resultats amb la técnica d’ELISA77/178,

El sistema DIGE també s’ha utilitzat per comparar el perfil proteic de teixit tumoral i no
tumoral de CHC, observant multiples proteines diferencialment abundants que
posteriorment s’han identificat per MS/MS'7218 181 |ee et al. va identificar la
sobreexpressié de la proteina 14-3-3y en 8 teixits amb CHC comparar amb teixit no
tumoral adjacent amb 2D-DIGE combinat amb cromatografia liquida acoblat a
MS/MS®, El grup de Megger et al. I'any 2013 va identificar 51 proteines diferentment
expressades en teixit tumoral i no tumoral (7 CHC i 7 teixit no tumoral) analitzades amb
dues tecniques: 2D-DIGE amb la identificacié de les proteines per MALDI-TOF-MS i una
técnica sense marcatge utilitzant cromatografia liquida acoblada a MS/MS.

Altres grups han identificat marcadors tissulars relacionats amb la prediccié precog de

recidiva i metastasis de CHC després d’una hepatectomia o trasplantament hepatic!®>
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183 El grup de Tan et al. ha publicat recentment un panell de biomarcadors tissulars de
CHC predictors de recidiva identificats per MS84,

Darrerament s’ha utilitzat una tecnologia més novedosa per identificar i quantificar
potencials biomarcadors, com és la metodologia amb marcatge iTRAQ que ha permeés
identificar el factor de von Willebrand com a potencial biomarcador entre pacients amb
cirrosi per VHB amb i sense CHC i voluntaris sans®. Amb técniques de quantificacid
sense marcatge amb cromatografia liquida acoblada a MS/MS, s’ha identificat un perfil
proteic diferencial entre grups de pacients amb diferents graus d’hepatopatia cronica

amb i sense CHC d’una poblacié africana de 339 subjectes?®®,

Cap d’aquests marcadors pero, s’ha validat de manera amplia i representativa per
poder-se aplicar a la practica clinica. El biomarcador identificat per técniques de
protedmica que més ha transcendit a nivell experimental i més grups han validat en
cohorts independents ha sigut I'osteopontina (OPN). L'OPN és una fosfoproteina
glicosilada que actua com a citocina. Esta induida pel factor de creixement hepatic
(Hepatic Growth Factor, HGF) i contribueix en el creixement i invasié tumoral®’. L'OPN
s’ha observat que esta sobreexpressada en multiples cancers®®. Shang et al. 'any 2012
van identificar aquesta proteina en plasma a partir d’'un analisi de HPLC-MS/MS?,
Inicialment van identificar 'OPN en mostres de plasma procedents de 17 CHC i 18
cirrotics i posteriorment van validar els resultats per la técnica d’ELISA en 312 mostres
de plasma (131 CHC dels quals 18.3% eren BCLC O/A, 76 cirrotics, 52 hepatitis croniques,
53 sans). La capacitat diagnostica de I'OPN per detectar CHC va ser del 74%-93% i una
especificitat del 61%-66% amb punt de tall de 91 ng/mL. Per tumors inicials, la
sensibilitat i especificitat es van mantenir, sent del 75% i 62% respectivament.
Posteriorment, diferents grups han estudiat la capacitat diagnostica de I'OPN,
observant-ne una alta sensibilitat diagnostica fins al 98%, inclus per tumors inicials, pero
amb molt baixa especificitat (61%), no acceptable per un marcadors diagnostic de
cancer®%, Exceptuant el grup de Makaren et al. que va obtenir especificitats del 100%,
resultats no reproduits posteriorment®°,

A més, el grup de Shang et al. va demostrar la capacitat de predir el CHC precogcment,
mostrant un increment dels nivells d’OPN en sérum en 10 de 12 pacients (83%) entre 6

i 12 mesos abans del diagnostic de CHC'®. A nivell pronostic, un altre grup va observar
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una relacié positiva dels nivells plasmatics d’OPN i una major recidiva i disminucié de
supervivéncia després de la reseccié quirtrgica®®?. Tot i aix0, en I'estudi, la cohort de
pacients que van sotmetre’s a reseccié quirurgica presentava CHC en estadis avancats
(52% CHC > 50 mm de diametre, 34% > 2 noduls i 22% metastatitzats). A nivell histologic,
la sobreexpressié d’OPN a nivell tumoral també s’ha associat amb recurréncia precog¢!®3.
Un meta-analisi recent ha establert que I'OPN és una eina comparable a AFP pel
diagnostic de CHC, essent dificil establir la seva utilitat per la poca quantitat d’estudis

realitzats sobre aquest biomarcador®®,
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Hipotesis de treball:

- El perfil proteic del plasma de pacients amb malaltia hepatica sense tumor és
diferent al perfil proteic de pacients amb tumor hepatic.

- El perfil proteic del plasma de pacients amb CHC en estadi inicial és diferent al
perfil proteic de pacients amb CHC disseminat.

- Utilitzant la técnica d’analisi semiquantitativa d’espectrometria de masses sense
marcatge es poden identificar proteines diferencialment enriquides entre
diferents estats de la malaltia.

La present tesi va dirigida a estudiar el plasma dels pacients cirrotics amb carcinoma
hepatocel-lular (CHC) amb I'objectiu final d’identificar biomarcadors diagnostic que
ajudin al maneig clinic del pacient amb cancer de fetge. A continuacid, es detallen els

diferents objectius especifics.

- OBIJECTIU 1: Estudi del perfil proteic del plasma de pacients amb diferents graus
de malaltia hepatica amb i sense tumor mitjangant una técnica proteomica
d’alta resolucio.

- OBIJECTIU 2: Identificacio i validacié de potencials biomarcadors plasmatics
diagnostic de CHC.
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3 MATERIAL | METODES

3.1 Establiment d’una col-lecci6 de mostres de plasma de pacients amb
diferents graus de malaltia hepatica amb i sense tumor i voluntaris

sans.

3.1.1 Inclusié de pacients

Al llarg de la duracié de I'estudi (2010-2014), es van obtenir mostres biologiques de
pacients i voluntaris sans diagnosticats en el servei d’hepatologia de 6 hospitals
universitaris nacionals (Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona, Hospital
del Mar de Barcelona, Hospital Parc Tauli de Sabadell, Hospital Dr Josep Trueta de Girona,
Hospital La Fe de Valencia i Hospital Puerta de Hierro de Majadahonda). Es van reclutar tots
aquells pacients que acudien de manera consecutiva a consultes externes d’Hepatologia o
ingressaven al servei de Digestiu dels 6 hospitals col.laboradors. Es van incloure pacients
amb malaltia hepatica cronica en diferents estadis de la malaltia, de qualsevol etiologia
amb i sense CHC i voluntaris sans. El diagnostic de cirrosi es va establir per criteris clinics
(descompensacions de la cirrosi com ascites, antecedents d’hemorragia digestiva per
hipertensié portal), analitics (hipertransaminasemia, plaquetopeénia, hipoalbuminémia,
hiperbilirubinemia, alteracid coagulacid), dos o més metodes serologics no invasius
diagnostics de fibrosi avancada (APRI, FORNS, FIB4) i/o histologia hepatica per biopsia. La
preséncia d’hipertensié portal deguda a cirrosi es va determinar per endoscopia (preséncia
de varices esofagiques, gastropatia de la hipertensid portal) o per criteris ecografics
(superficie hepatica i ecoestructura irregulars, nodularitat del parenquima hepatic,
hipertrofia del 1dbul caudat, hepatomegalia, esplenomegalia, circulacié col.lateral, dilatacid
del sistema portal, disminucié de la velocitat de flux portal i/o preséncia de ascites). A tots
els participants se’ls va realitza una anamnesi detallada i una analitica completa per

estudiar la causa d’hepatopatia cronica: consum d’alcohol diari; index de massa corporal;
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estudi farmacologic habitual; immunoglobulina G (IgG) contra el VHC, antigen de superficie

del VHB; 1gG VIH; anticossos antinuclears, anti muscul llis, anti mitocondrial, anti

microsomal del ronyé i fetge tipus 1; ferritina i saturacidé transferria per estudi

d’hemocromatosi hereditaria, ceruloplasmina per estudi malaltia de Wilson; determinacié

alfa-1 antitripsina; tiroxina i tirotrofina per malaltia tiroidal.

Es van excloure aquells pacients amb hepatitis cronica o cirrosi que es trobessin en un brot

agut de la malaltia; amb tractament antiviral del VHC en el moment de la inclusid;

antecedent de qualsevol neoplasia i pacients amb una malaltia hepatica o extrahepatica

greu amb una espectativa de vida de menys d’un any.

Els pacients que es van incloure en I’estudies van classificar en diferents grups (Figura 12):

>

GRUP “SA”: Voluntaris sans a nivell de malaltia hepatica, d’edat i sexe similar als
pacients inclosos a I’estudi. A tots se’ls va descartar malalties concomitants o malaltia
hepatica o lesions hepatiques mitjancant una anamnesi detallada, analitica general i
una ecografia abdominal en el moment de la inclusié.

GRUP “HC”: Pacients amb hepatitis cronica activa sense cirrosi, d’etiologia VHC. Es va
descartar la preséncia de CHC o altres noduls hepatics mitjancant ecografia en el
moment de la inclusié. En cas de fibrosi avancada es van realitzar ecografies
semestrals durant el seguiment per tal de descartar I'aparicié de CHC segons el
programa de cribratge.

GRUP “CIR”: Pacients amb cirrosi de qualsevol etiologia, sense CHC. En aquests casos,
la preséncia de CHC s’excluia mitjangant ecografia abdominal en el moment del
diagnostic i semestralment durant el seguiment per tal de descartar I'aparicié de CHC
segons el programa de cribratge.

GRUP “LOE”: Pacients amb cirrosi de qualsevol etiologia als quals es va diagnosticar
una lesié ocupant d’espai (LOE) hepatica que amb les técniques disponibles actuals
(TC/RM o biopsia) no es va poder establir el diagnostic, bé fos per la mida tumoral
reduida, patré de captacid de contrast no diagnostic o anatomia patologica no
concluent. Aguests pacients es van seguir de manera prospectiva amb prova d’imatge

cada 3 mesos com indiquen les guies cliniques per tal d’establir el diangostic.
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»  GRUP “CHC”: Pacients amb cirrosi de qualsevol etiologia amb CHC diagnosticat de
novo en diferents estadis evolutius segons la classificacié BCLC, que no haguessin
rebut cap tipus de tractament pel CHC. El diagnotic es va realitzar mitjancant
histologia si no cumplia els criteris diagnostics no invasius segons les guies cliniques.

A més, es va recollir mostra de plasma addicional en:

- Pacients cirrotics sense tumor (grup “CIR”) que al llarg del seguiment es
detectava I'aparicié d’'un CHC de novo.

- Pacients del grup “LOE” amb nodul hepatic que al llarg del seguiment
s’arribava al diagnostic definitiu de CHC.

- Pacients amb CHC en estadi molt inicial o inicial (BCLC 0/A) del grup “CHC”
que van rebre tractament curatiu (trasplantament hepatic, reseccié quirurgica o
ablacié percutania) i que als 3 mesos de tractament presentaven una resposta
completa, d’acord amb els criteris establerts mRECIST de resposta al tractament.
Aquests pacients es seguien al llarg del temps a les consultes de manera habitual, i
els que presentaven una recidiva tumoral identificada per técniques d’imatge, se’ls

extreia una nova mostra de plasma en el moment de la deteccid.

Grup “SA”

Voluntaris
sans

Grup “HC”

Hepatitis
cronica

Grup “CIR”

Cirrosi sense
tumor

Grup “LOE”

Cirrosi amb nodul
no diagnosticat

Grup “CHC

Cirrosi amb CHC

CHC amb resposta
completa

CHC amb recidiva

s

7

CHC inicial

1

CHC avancat

Pacient* @ M1 @ M3
Pacient** @ M1 U m2

Figura 12. Resum dels diferents grups de pacients amb diferent grau d’hepatopatia de I'estudi. A
sota la taula, es resumeixen dos exemples de pacients inclosos en I'estudi amb extraccié de
diferents mostres plasmatiques durant el seguiment. Pacient *: pacient amb cirrosi sense tumor
(M1: mostra 1), al que durant llarg del seguiment amb ecografia semestral s’identifica un nodul
hepatic que per tecniques d’imatge convencionals no es pot diagnosticar i que, en aquell moment
se li extreu una nova mostra de plasma (M2: mostra 2). Durant el seguiment cada 3 mesos s’arriba
al diagnostic de CHC inicial, moment en el qual s’extreu una nova mostra plasmatica del pacient
(M3: mostra 3). Es realitza un tractament curatiu amb reseccié quirurgica i al cap de 3 mesos es
comprova resposta completa, moment en el qual es torna a extreure una nova mostra de plasma
(M4: mostra 4). Durant el seguiment s’identifica una recidiva tumoral, extraient-se una nova mostra
de plasma (M5: mostra 5). Pacient **: pacient cirrotic inclos a I’estudi sense CHC (M1); al llarg del

'@m
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seguiment a consultes externes d’hepatologia es diagnostica d’'un CHC inicial, moment en el qual
se li extreu mostra plasmatica (M2). Es realitza tractament curatiu amb radiofreqiiénciai al cap de
3 mesos es constata la resposta completa, extraient-se nova mostra de plasma (M3). Al llarg de
seguiment fins el moment actual es manté lliure de malaltia sense evidenciar-se recidiva tumoral.

Cada voluntari sa i pacient inclos a I'estudi, convenientment informat, va firmar el
consentiment informat aprovat pel comite etic de cada hospital col-laborador. Per la
inclusio dels pacients a la col.leccio es va seguir la Ley de investigacion biomédica 14/2007,
i es va aplicar la proteccid de dades i confidencialitat segons la declaracion de Helsinki i la
legislacié espanyola vigent de proteccié de dades de caracter personal (Ley Orgdnica
15/1999). Finalment les mostres col.leccionades es van gestionar pel Biobanc de I'Institut
d’Investigacié Germans Trias i Pujol (IGTP) que va garantir la correcta preservacio de les

mateixes.

3.1.2 Extraccio i emmagatzematge de mostres de plasma

L’extraccio de mostres de plasma es va dur a terme per un equip d’infermeria especialitzat
en investigacio de cada centre. En concret, pel que fa a les mostres procedents de I’'Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol es van utilitzar els serveis de la Unitat Polivalent
d'Investigacio Clinica (UPIC). Els diferents equips s’encarregaven de rebre el pacient a
consultes externes d’hepatologia o bé, es desplacava a I’habitacié on hi havia el malalt
ingressat. Al ser un estudi multicéntric, en que I'obtencié del plasma es realitzava per
diferents professionals en els diferents hospitals, es van utilitzar tubs d’extraccié que
contenien inhibidors de les proteases (BD™ P100 Blood Collection Tubes, referéencia
366456) i aixi assegurar la maxima preservacié de les proteines plasmatiques i minimitzar
la variabilitat experimental.

Immediatament després de la obtencié d’'uns 8.5mL de sang, la separacié del plasma
s’obtenia centrifugant els tubs BD™ P100 a 1300 g durant 30 minuts a 42C. Dels 4,5mL de
mitja de plasma que s’obtenien per cada extraccié de sang, es feien aliquotes de 1,5mL en
3 microtubs Eppendorf® Safe-Lock de 2mL (ref. 0030.120.094). Les mostres es mantenien
en congeladors a -802C de cada centre fins I’enviament al centre coordinador (IGTP) on

s’emmagatzemaven també a -802C fins la seva utilitzacid.
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3.1.3 Registres de parametres clinics i anatomopatologics

Paral-lelament a I'obtencié de mostres biologiques, es va recollir la informacié clinica
completa de les caracteristiques cliniques i analitiques dels pacients inclosos a I’estudi, i les
caracteristiques tumorals dels informes d’anatomia patologica. Els responsables de cada
centre participant recollien les dades en formularis dissenyats per I'estudi, els quals
s’enviaven al centre coordinador (IGTP) per centralitzar-les en una base de dades global.
Els parametres evolutius s’actualitzaven periddicament en cada centre enviant-se la
informacio al centre coordinador.

Es van enregistrar els algoritmes de marcadors serologics no invasius de fibrosi hepatica:
Forns'®, FIB4%® i APRI*®’, on valors majors a 6.9, 3.25 i 1.5 indiquen fibrosi significativa

respectivament (Figura 13).

Forns = 7.811—3.131x (Plaguetes)+0.781x (GG T)+ 3.467 x (Edat) — 0.014 x Colesterol

FIB4— Edatx AST
Plaguetesx v ALT
ApR| = AST(UVL)/LSNAST (UIL) o

Plaquetes (109L)

Figura 13: Algoritmes dels tres marcadors serolodgics no invasius de fibrosi hepatica analitzats:
Forns, FIB4 i APRI. ALT: Alanina Aminotransferasa; APRI: AST to Platelet Ratio Index; AST: Aspartat
Aminotransferasa; FIB4: Fibrosi-4; GGT: Gamma Glutamiltransferasa; LSN: Limit superior de la
Normalitat

3.1.4 Analisi estadistica de les dades cliniques

Per la descripcié de la informacié clinica i patologica dels pacients inclosos a I'estudi, les
dades de les variables categoriques es van presentar mitjancant freqliencies relatives
mentre que les dades de les variables continues es van mostrar mitjancant mediana i rang
interquartil (RIQ). Per valorar diferencies significatives bivariades es van utilitzar proves de
t-student, xi-quadrat o F-Fisher segons conveniéncia. Per valorar I’AFP com a biomarcador
diagnostic es van utilitzar corbes ROC, determinant |'area sota la corba en diferents

combinacions de casos i controls.
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3.2 OBIJECTIU 1: Estudi del perfil proteic del plasma de pacients amb
diferents graus de malaltia hepatica amb i sense tumor mitjancant una
tecnologia proteomica d’alt rendiment.

3.2.1 Seleccid de pacients per I’analisi proteomica

Per dur a terme I'estudi de biomarcadors plasmatics per técniques de protedmica, es va
seleccionar un grup de 30 mostres de plasma procedents de 30 pacients de la col.leccid
amb diferents graus d’hepatopatia hepatica aixi com individus sans. Per aquesta seleccié
es van escollir els pacients de cada grup de la manera més homogenia possible per facilitar
la identificacié de biomarcadors tumorals i reduir la variabilitat biologica entre mostres
d’un mateix grup. En aquest sentit, es van tenir en compte caracteristiques demografiques
i cliniques com el sexe, edat, etiologia de |'hepatopatia, grau d’insuficiencia hepatica i
estadi tumoral per tal que els grups estiguessin el maxim compensats possible.

Les 30 mostres seleccionades per I'estudi protedomic provenien de 3 voluntaris sans (grup
anomenat “SA”); 3 pacients amb hepatitis cronica (grup anomenat “HC”); 9 pacients
cirrotics sense CHC (grup anomenat “CIR”); i 15 pacients cirrotics amb CHC de diferents
estadis tumorals (grup anomenat “CHC”). Els pacients amb CHC es van subdividir en 2
grups: 9 pacients amb CHC inicial (estadi BCLC 0/A) (grup anomenat “CHC-i”); i 6 pacients
amb CHC avancat (estadi BCLC C/D) definit por la preséncia de disseminacid vascular (grup
anomenat “CHC-a”). Es important assenyalar que en tots els pacients cirrotics sense CHC,
la presencia d’'un nodul hepatic es va descartar amb al menys 3 ecografies abdominals
semestrals consecutives.

Es van excloure de la seleccié aquells pacients amb antecedent o preséncia de neoplasies
o malalties autoimmunes concomitants, insuficiencia renal o diabetes mellitus que

poguessin enmascarar els resultats obtinguts.

3.2.2 Tractament del plasma per I'analisi protedomica

El disseny i posada a punt els protocols pel tractament de mostres de plasma per tal de ser
analitzades per MS/MS es va realitzar en el laboratori de I'lGTP. El flux de treball seguit es

resumeix a la figura 14 i s’explica en detall al llarg d’aquest apartat.
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Figura 14. Diagrama il-lustratiu del procés metodologic seguit pel tractament del plasma per I'analisi per MS/MS. Inclou des de la col-leccié de mostres
plasmatiques emmagatzemades a -802C, la deplecid de proteines majoritaries per tal d’enriquir el plasma dels potencials biomarcadors, la quantificacio de
proteines pel métode NanoDrop® i la precipitacié de 150ug micrograms de proteina mitjangant acetona freda. El primer fraccionament de 150ug de
proteines plasmatiques es va realitzar per electroforesi unidimensional d’acrilamida al 12%, la tincidé posterior d’aquest gel amb nitrat de plata, I'extraccié
d’una area homogénia de 48mm? de gel d’acrilamida en la que les proteines plasmatiques estaven fraccionades segons pes molecular i la digestio
proteolitica de 46 fragments d’aquest gel que contenien diferents fraccions de les proteines amb dos enzims proteolitics diferents (tripsina + GluC). El
segon fraccionament es va realitzar per cromatografia liquida altament sensible (HPLC) acoblada a I’espectrometre de masses en tandem (MS/MS) el qual
realitza la seqlienciacid peptidica i identificacio de proteines. Finalment, es va procedir a un exhaustiu analisi bioinformatica de resultats mitjancant un
analisi quantitatiu utilitzant el test bioestadistic Spectral Index, i un analisi qualitatiu analitzant les proteines Unicament identificades en les mostres de
tumor.
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3.2.2.1 Deplecio de les proteines majoritaries del plasma
Tal com s’ha comentat anteriorment, el plasma és una mostra biologica complexa
d’analitzar degut a que té unes proteines que son molt abundants i dificulten I'estudi
d’aquelles que no ho sén tant. L'albumina per exemple, es troba en una concentracio
habitual de 35-40mg/dL i és la proteina més abundant al plasma, sent el 80% del total de
proteines en la sang. Per tal d’eliminar aquestes proteines majoritaries del plasma i poder
identificar les proteines que es troben en una concentracié inferior, es va utilitzar el kit
comercial “Proteoprep 20 Immunodeplected” Kit de Sigma Aldrich®, seguint el protocol
esquematitzat a la figura 15. Aquest kit és capag de deplecionar el 99% de les 20 proteines
més abundants del plasma: albumina i pre-albumina, transferrina, alfal-glicoproteina
acida, proteines del grup del Complement Clq, C3 i C4, fibrinogen, ceruloplasmina, alfa2-
macroglobulina, alfal-antitripsina, plasminogen, haptoglobina, grup de les

immunoglobulines IgG, IgA, IgM i IgD i apoproteines A-I, A-11, B.

Dilucié plasma 0z o
Tampé comercial Protocol de deplecio de proteines
(1/12,5) . sy
majoritaries del plasma
Proteoprep 20 Sigma Aldrich®
100 pL
Filtracié plasma Centrifuga
Tub Corning Spin-X 2000g x 60 segons a
4°C
100 pL
-~ ] Segona deplecio per obtenir una deplecié
Columna deplecié del 99% de proteines majoritaries
Proteoprep 20 Incubacié 20 minuts T°
Immunodeplected Kit ambient
=300 pL
Obtencié (x2) 100pL tamp6 equilibri Centrif
proteines (x2) Centrifuga 2000g x 60 segons B entrifuga .
minoritaries \/ 24°C SOOQg x 30 minuts T \J
ambient
Concentracié Plasma deplecionat
Obtencié 2mL solucié elucié plasma deplecionat i concentrat
proteines 4mL tampd d’equilibri Tubs Vivaspin 500 Centrifugal (95% deplegi;’) proteines
majoritaries \j Centrifuga 2000g x 60 segons a 4°C Concentrators majoritaries)

Figura 15: Protocol deplecié proteines majoritaries utilitzant la columna comercial Proteoprep 20
de Sigma Aldrich®, incorporant amb les variacions estandarditzades al laboratori IGTP.

La columna conté una barreja d’lIgG policlonals purificades unides a la columna d’agarosa

les quals per afinitat s’uneixen a les proteines majoritaries citades anteriorment. Després
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de cada utilitzacié de la columna, aquesta es renta amb una solucié de rentat que permet
alliberar les proteines majoritaries unides als anticossos i permetre una nova deplecio de

plasma, com es mostra a I'esquema de la figura 16.

Figura 16. Esquema del principi d’'immuno- deplecid
@ O Proteines majoritaries de | | Prot 20 1 deplected Kit
Plasma P ———— e les columnes Proteoprep mmunodeplected Ki
"O =L Anticossos monoclonals — de Sigma Aldrich®. La resina de la columna conté
C E anticossos monoclonals especifics per les 20 proteines
NCO,
Py majoritaries a deplecionar. Durant la incubacié del
_'° > B plasmaalaresina, les proteines majoritaries s’'uneixen
-O: als corresponents anticossos. Amb el rentat de la
0 columna, es recuperen les proteines minoritaries en
° un primer moment. Per tal d’alliberar els anticossos de
° . . Y . . . ’ ope
°® les proteines majoritaries i aixi poder reutilitzar la
Columna ® ye e ST . s
deplecio columna, s’injecta una solucié d’elucié que trenca les
o unions anticos-proteina permetent I'elucié de les
8 . . ]
proteines majoritaries.

Seguint les normes de manufactura del kit, es va seguir el seglient procediment.
Inicialment, abans de la deplecid, el plasma es va filtrar per tal d’obtenir una mostra més
purificada.

- Es va diluir el plasma 1/12,5 amb el tampé d’equilibri comercial del kit (tampd
fosfat sali amb 50% glicerol i 0.0015% de I'antimicrobial Kathon® CG/ICPII).

- Cada 100 pL de mostra diluida es va filtrar a través d’un filtre de 0,2mm Corning
Spin-X Centrifuge Tube Filter, (ref. CLS8160) centrifugant-los a 2000g durant 60
segons. Per tal d’obtenir el maxim rendiment durant el procés de filtracié es va
optimitzar filtrant només 300 uL de plasma diluit per cada tub Corning Spin-X, enlloc
de 500 puL maxims com estava establert per protocol, un cop estudiat el rendiment
obtingut en el nostre laboratori.

El procés de deplecié de proteines majoritaries del plasma diluit es realitza en les columnes
de deplecié proporcionades pel kit comercial.

- Cada 100 ul de mostra diluida filtrada es dispensaven a la resina de la columna i es
deixaven reposar durant 20 minuts a temperatura ambient per tal que les proteines
majoritaries s’unissin als anticossos de la resina.

- Posteriorment, es centrifugava la columna (2000g x 60 segons a 42C) obtenint en

primer lloc un eluit de proteines minoritaries que no s’havien unit a la columna.
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- Per tal d’obtenir el maxim rendiment, la columna es rentava dues vegades amb 100
uL de tampd d’equilibri diluit (10X) i centrifugant-la (2000g x 60 min a 42C) després
de cada rentat recuperant I’eluit obtingut (aproximadament 300 pL).

- S’eliminaven les proteines majoritaries unides als anticossos de la resina, amb la
injeccio de 2mL de solucié d’elucié (10X) composta per 0.1 M Glicina-HCl, pH 2.5, a
través de la columna durant un minut.

- Seguidament, i en el menor temps possible, es netejava la columna injectant 4 mL
de tampd d’equilibri (10X) per tal de neutralitzar I'acidesa de la solucié d’elucio,
eliminant tot el contingut amb una centrifugacié 2000g x 60 min a 42C.

- El plasma deplecionat col-leccionat es concentrava filtrant-lo en tubs amb
microfiltres de (Vivaspin 500 Centrifugal Concentrators (ref. Z614009) a 5000g x 30
minuts a temperatura ambient. Aixi s’aconseguia reduir el volum inicial a la meitat
(per cada 150 plL de plasma deplecionat obteniem 75 pL de plasma deplecionat
concentrat).

Aquest procés es repetia per cada 100 plL de plasma que es volien deplecionar. En total es
van deplecionar 700 pL de plasma per cada pacient/individu control. Amb aquesta primera
depleci6 de 20 minuts, s’aconseguia un rendiment teoric de deplecié de proteines
majoritaries del 95%. Per tal de millorar la deplecid, es va repetir tot el procés de deplecid
una segona vegada pel plasma inicial deplecionat i concentrat. Seguint la teoria que aquest
segon plasma només comprenia un 5% de proteines majoritaries, i per tant la saturacioé dels
anticossos distribuits per la resina de la columna de deplecié havia de ser menor, després
de cada 100 pL de plasma deplecionat, no es procedia a I'elucié d’aquest 5% de proteines
majoritaries sind que només es rentava la columna amb 200uL de tampd d’equilibri
col-leccionant-ne tot I'eluit. Després de la darrera deplecié de cada mostra si que es
realitzava la neteja de la resina amb la solucié d’elucié i posterior neutralitzacid, per tal de

ser utilitzades posteriorment per noves mostres.

> ]

3.2.2.2 Quantificacio proteica de la mostra deplecionada
Una vegada obtingut el plasma deplecionat segons la metodologia de I'apartat anterior, la
concentracid de proteines totals es va obtenir mitjancant I'espectrofotometre NanoDrop®
ND-1000 tenint en compte que 1 unitat d’absorbancia a 280 nm equival a una concentracié

proteica aproximada de 1 mg/mL.
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Es va escollir aquest métode per la poca quantitat de mostra necessaria (2 pL) i la rapidesa
gue comporta a diferencia d’altres métodes com per exemple el Bradford que precisa
construir un banc de dilucions de la mostra amb un colorant per establir la concentracié
precisa. Un cop quantificat el plasma deplecionat, es precipitava la quantitat exacte de
proteina desitjada i la resta de plasma deplecionat es congelava al mateix moment a -802C
per tal d’evitar al maxim la congelacié i descongelacié del plasma que afavoreix la

degradacid de les proteines.

3.2.2.3 Precipitacid de proteines

Es van precipitar 300 ug de proteina total de cada mostra de plasma separats en dues
aliquotes amb 150 pg cada una. La precipitacio de les proteines es va aconseguir utilitzant
un 80% d’acetona freda durant 30 minuts a -202C i posteriorment centrifugant a 15.700g
durant 10 minuts a 49C. Un cop eliminat el sobrenedant, es van obtenir els pel.lets de
proteines, és a dir agregats de proteines precipitades deshidratades.

Es va escollir el metode de precipitacio amb acetona freda enlloc de la precipitacio amb
acid tricloroacétic (TCA) donat que I'acetona és optima quan les concentracions de la
dilucié sén majors de 0.5 pg/uL, i en canvi el TCA és optim amb concentracions inferiors.
En el present projecte, les concentracions obtingudes mitges eren de 'ordre de 0.6 pg/uL.
A banda, es va escollir acetona per evitar I'acidesa del TCA que interfereix en la digestid

enzimatica amb tripsina, enzim utilitzat en el projecte.

3.2.2.4 Separacié de proteines segons el seu pes molecular per electroforesi amb
gel de poliacrilamida
Abans d’analitzar les mostres deplecionades per MS/MS es va realitzar un primer
fraccionament del plasma a partir d’'una electroforesi unidimensional. Aquesta técnica
permet separar les proteines en funcié del seu pes molecular al llarg d’un gel de
poliacrilamida a partir de I'aplicacié d’un camp electric.
Inicialment, els pel.lets obtinguts a partir de les 150 ug proteines precipitades, es van
resuspendre per poder obtenir una mescla soluble i poder carregar els gels d’electroforesi:
- Cada pel-let es va resuspendre en un volum de 14 puL amb 10% DL-Ditiotreitol (DTT)
+ 25% Tampod de mostra (TMx2) ajustat amb aigua ultrapura

(14 uL=3.5uL TMx2 + 9.1 uL H20miliQ + 1.4 pL DTT)
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El DTT redueix els enllagos disulfur de les proteines permetent el seu desplegament
i afavorint d’aguesta manera la seva mobilitat durant I'electroforesi d'acord amb el
seu pes molecular. El tampé equilibra eléctricament la mostra i conté blau de
bromoferol, el qual és un marcador que indica el recorregut de la mostra a través
del gel de poliacrilamida.

- Es va mantenir la mostra durant 10 minuts a 702C.

Per portar a terme I'electroforesi es van utilitzar gels comercials d’electroforesi al 12% de
poliacrilamida (BIORAD 12% Tris-Glycine SDS-PAGE) per aconseguir la maxima
homogeneitat dels diferents gels seguint els protocols habituals:

- Es van col-locar els gels a la cubeta i es va afegir el tampé de correguda (running
buffer) compost per x10 25mM Tris, 192 mM Glicina, 0.1% de dodecilsulfat sodic
(SDS), a pH 8.3, agent més habitual per desnaturalitzar proteines. Aquest tampd
carregat electricament permet la migracié de les proteines al llarg del gel en el
moment que s’aplica una corrent eléectrica (Figura 17).

Pous on es col-loca

la mostra
Catode — — \
B /| 8Buffer
Stacking gel R B oo Marques amb rotulador
(zona d’apilament) | 5 mm per delimitar la llargada del gel
) == | Marc de
Running gel |- _ plastic
(zona de correguda) — — o
Anode + ——
BT
Tampé de correguda \"“»»\Nli U |

Running buffer

Figura 17: Descripcié grafica del gel de poliacrilamida d’electroforesi unidimensional.

- Esva afegir un marcador de referéencia de pes molecular de les proteines (Standard
SeeBlue 3.5 plL).

- Es van injectar els 14 pL de mostra a cada pou utilitzant unes puntes de pipetes
especials (Miniflex Round Sterile de Sorenson, ref. 15110) i aixi evitar la

contaminacié dels pous contigus i la pérdua de mostra.
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L'electroforesi es va dur a terme durant 1 hora a 50W constants, condicions
necessaries perque el front blau de bromofenol avancés 1.8 cm en una solucié de
tampo running buffer. Després de I'electroforesi, cada gel es va fixar durant 2 hores
amb 200 mL de solucié de fixacié (30% etanol, 10% d’acid acetic i 60% d’aigua
ultrapura), a rotacié constant. El temps prolongat de fixacié es va establir per

assegurar la maxima fixacié de les proteines al gel.

2.2.5 Tincid dels gel de poliacrilamida amb nitrat de plata

vegada fixades les proteines al gel, es va procedir a la seva tincid. Existeixen molts

protocols de tincid (Comassie, Flamingo, Plata, etc). Per aquest projecte es va optar per la

tincié amb nitrat de plata per la seva alta sensibilitat, la qual ens permetia comprovar la

pérdua de proteina per contaminacio en el gel i per la minima interferéncia posterior del

nitrat de plata amb I'analisi per MS/MS. Durant cada etapa del protocol de tincid, els gels

es submergien en la solucié corresponent, en recipients de vidre adequats de mida i es

mantenien en agitacié constant sobre un agitador orbital. Durant tot el procés de tincié es

van complir rigorosament els temps de rentat, tincid, revelat, per tal de mantenir les mides

del gel estandards i evitar la variabilitat entre gels.

Es va rentar els gels submergits en la solucié de fixacio, utilitzant 3 rentats de 20
minuts cada un amb el 30% d’etanol i posteriorment 3 rentats amb aigua ultra pura
de 20 segons cada un.

Després d’aquests rentats, els gels es van preparar per la tinci6 amb 250mL de
solucid de sensibilitzacio (0.02% Tiosulfat Sodic) durant un minut.

Posteriorment es va rentar el gel tres vegades amb aigua ultra pura durant 20
segons cada rentat.

A continuacio, es va deixar incubar el gel en 200mL de solucid de tincié amb nitrat
de plata (0.4g de AgNO3 en 200mL H20) durant 20 minuts, protegit de la llum.
Posteriorment es va eliminar I’excés de nitrat de plata amb aigua ultra pura fent 3
rentats de 20 segons cada un.

Es va revelar la tincié deixant incubar el gel amb 100 mL de solucié de revelat (6%
Carbonat Sodic + 0.0004% Tiosulfat Sodic + 18.5% formaldehid 37%) durant 5

minuts fins que les bandes del gel es va veure que apareixien.
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- Per parar el revelat es va rentar el gel amb aigua ultra pura fent 2 rentats de 2
minuts cada un.

- Finalment es va fixar la tinciéd amb la mateixa solucio de fixacio anterior (30% etanol,
10% d’acid acétic i 60% d’aigua ultrapura) durant 10 minuts. Posteriorment els gels
es van escanejar en escaners convencionals per tal de tenir un control individual de

cada mostra.

3.2.2.6 Retall de les proteines de la mostra
Immediatament després de la tincid dels gels i revelat, es va procedir a retallar les proteines
de cada gel. Es va dissenyar un motlle d’acer inoxidable a mida de 16x3 mm (48mm?), amb
I’'objectiu d’obtenir la major quantitat del plasma fraccionat de la manera més homogenia
entre tots els gels. Cada carril es va dividir en 48 fraccions cubiques, de 1 mm?3 (mida dptima

per una digestid peptidica en placa), i cada fraccid es va dispensar en un pouet d’una placa

de digestidé de 96 pous (Isogen Life Science, ref. PRO10003), com es mostra a la figura 18.

Tincié del gel amb nitrat de plata i retall del carril de bandes proteiques

’ Motlle d’extraccio del carril de bandes
proteiques del gel (0.3x1.6cm)
-
150 ug

5 6 7 8 9 10 11 12
| ggmm. o smm . Q0000000
my mm 3000000000000
ccQOO0000000000
"Q0000000000®
L E@OREO0000000
' ' -yOOOOOOOOOOOO
;EOOOOOOOOOOOg

100000000000

Esquema de retall del carril de Disseny de la disposicié de les 48 fraccions de cada
bandes en 48 fraccions gel de 150ug a la placa de digestio enzimatica

Figura 18. Protocol extraccié del carril de bandes proteiques del gel de poliacrilamida amb el motlle
dissenyat pel laboratori IGTP. Esquema del retall en 48 fraccions i disposicié estrategica de cada
fraccié cubica dels 2 gels de 150ug a la placa de digestié enzimatica per la proteolisiamb dos enzims
(tripsina + gluC). Annotar que en el darrer pouet es van col-locar dues fraccions per tal de distribuir
les 48 fraccions en 47 pouets més I'albimina sérica bobina (BSA).
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3.2.2.7 Digestiod peptidica
Per tal d’obtenir el maxim nombre de fragments peptidics a analitzar, es va procedir a la
digestio enzimatica de les proteines mitjancant enzims proteolitics anomenats peptidases.
La digestid enzimatica es va realitzar amb dos enzims diferents (tripsina i GluC) amb
I'objectiu d’obtenir el maxim rendiment i assegurar la deteccié del maxim nombre de
proteines diferents per MS/MS. Es va utilitzar tripsina porcina (Promega, ref. V511A), enzim
pancreatic que trenca els enllacos peptidics arginina o lisina de la cadena. Aquest enzim
actua en un medi amb unes condicions especifiques de pH 8.0 i temperatura 372C. Per tal
d’aconseguir aquestes condicions el medi s’ha de tamponar amb una solucid de bicarbonat
amoni (ABC) a pH 8, 50mM. La GIuC és una endoproteinasa (Staphylococcus
aureus Protease V8 expressada al Bacillus subtilis) del grup de les serines que s’uneix
selectivament als peéptids C-terminals dels residus d’acid glutamic i acid aspartic. Les millors
condicions d’actuacié d’aquest enzim és en un medi a pH 7.8 i a 372C. Per tal d’aconseguir
aquest pH el medi es condiciona amb una solucié de tampd fosfat a pH 7.8 a 0.1M.
La digestid enzimatica es va realitzar en les 30 mostres de manera manual i no
automatitzada, per assegurar I'0Optima digestié de cada fragment de gel. Tot el procediment
es va realitzar sota una campana d’aire a pressidé negativa, per assegurar al maxim les
condicions d’asépsia i evitar la contaminacié. El protocol de digestid6 es detalla a
continuacio.
- Les 48 fraccions cubiques del gel de poliacrilamida es col-locaven en una placa de
digestid de 96 pous, de manera que una mateixa placa permetia digerir una mostra
amb dos enzims diferents al mateix moment (48 fraccions de gel per tripsina i 48
fraccions de gel per GluC). Per cada digestid, es digerien a més 800 fmols d'albumina
serica bovina (ABS) com a control. Annotar que en el darrer pouet es van col.locar
dues fraccions per tal de distribuir les 48 fraccions en 47 pouets més el BSA.
- Lesfraccions obtingudes de cada gel es van sotmetre a uns rentats per acondicionar
el medi i una posterior deshidratacié amb acetonitril (ACN):
- primer rentat amb 250 pL de tampdé ABC a 25 mM i pH 8 o tampé fosfat
0.1 M i pH 7.8 segons si I'enzim utilitzat per al digestié era tripsina o GluC
respectivament.
- deshidratacid de les fraccions proteiques amb 250 uL d'acetonitril 100%

(ACN) durant 15 minuts
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- novament 4 rentats alterns de 50 yL de tampd condicionador i 50 uL d'ACN
100% de 10 minuts cada un.
Després dels rentats repetits, les fraccions de gel s'incubaven 1 hora amb 10 uL de
DTT (1.5 pg/uL a 10mM) a 602C
Seguidament s’incubaven amb 10 pL de iodoacetamida (18.5 pg/uL a 100mM)
durant 30 minuts a temperatura ambient i protegits de la llum, amb I'objectiu de
bloquejar els ponts disulfur.
Posteriorment, el gel es tornava a sotmetre a 6 rentats repetits amb 100 pL dels
tampons condicionadors (ABC 50 mM pH 8 o tampd fosfat 0.1 M pH 7.8) alterns
amb 100 pL d'ACN 100%.
Abans d’afegir els enzims proteolitics, el gel es va assecar durant 10 minuts a 372C
per assegurar la maxima evaporacié de les possibles restes d'ACN.
Seguidament es van rehidratar els trossets de gel amb 10 uL de solucié d'enzim
proteolitic (20 ug enzim liofilitzat de tripsina amb 1300 pL ABC 25 mM pH 8, 0 15 pL
GluC a1 pg/uL amb 985 uL tampod fosfat 100 mM pH 7.8) juntament amb 10 uL de
tampd condicionador (25 mM ABC pH 8 0 0.1 M tampd fosfat pH 7.8) i es va deixar
actuar la reaccié proteolitica durant 14h a 37°C.
La digestid es va aturar amb I'acidificacid i disminucié de temperatura del medi amb

acid formic al 1% (5 pL) a 42C durant 5 minuts.

Els péptids digerits es van extreure mitjangant una solucié d’extraccié (10 pL de 50%

ACN i 50% acid formic) durant 10 minuts i posteriorment amb 10 uL d’acid formic al 1%

durant 10 minuts. Els peptids s'assecaven utilitzant la centrifuga al buit. Els pel-lets de

péptids es reconstituien amb acid acétic al 1% (10 ul) unint-se el contingut de les dues

digestions amb els dos enzims abans del segiient pas.

3.2.2.8 Fraccionament dels péptids digerits amb cromatografia liquida

Una vegada obtinguts els composts de péeptids procedents de les proteines digerides, es va

procedir a un segon fraccionament de la mostra mitjancant cromatografia liquida. Es va

utilitzar un aparell de cromatografia liquida d’alt rendiment (High-performance liquid

chromatography, HPLC) NanolLC-ULTRA-AS2-EKSIGENT, el qual estava acoblat a una

columna preanalitica C18-PepMap-300umID-5mm-5um i una columna analitica Easy

column-L10cm-ID75um-3um-1202. Els péptids digerits i resuspesos en acid acetic
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s’injectaven (8 ul) a la nano-columna de fase reversa C-18 i es separaven utilitzant un
gradient lineal de 120 minuts passant de 5 a 100% del solvent A (3% Acetonitril-0,1% acid

formic) al solvent B (97% Acetonitril-0,1% acid formic) aplicant-se un flux de 400 nL/minut.

3.2.2.9 Analisi protedomic per espectrometria de masses i identificacio proteica
Les diferents fraccions de péptids eluits de la nano-columna es van analitzar per MS/MS
utilitzant el I'aparell Orbitrap (LTQ-VELOS-Orbitrap, Thermo Fisher) a una resolucié de
30000 FWHM a m/z de 400 i utilitzant el rang d’analisis de 400 a 1500 m/z. Els espectres
identificats es van caracteritzar utilitzant el motor de cerca SEQUEST, el qual es va
configurar per fer la cerca a la base de dades publica
UniProt_Release2012_03/HUMAN_UP_SP_r 2012-03. Es va limitar la cerca a proteines
humanes (taxonomia homo sapiens). Els parametres SEQUEST utilitzats foren els resumits
a la taula 5. Per validar les identificacions de péptids i proteines de I'analisi de MS/MS es va
utilitzar el programa Proteome Discoverer software v1.4 (Thermo). S’acceptaren aquells

peptids dels quals la probabilitat d’identificacié era major del 99%.

Taula 5: Parametres SEQUEST

Enzims de proteolisi* Tripsina i GluC
Possibles errors de trencament dins el peptid 5

(missed cleavage)

Llargada del péeptid 7 aa

Modificacions fixes Carbamidometilacié a C
Modificacions variables Oxidacio a M, AEBS a H,K,S,Y (+183.035 Da)
Tolerancia dels fragments 0.8 Da

Tolerancia de massa del precursor 25ppm

Diferencial maxim de modificacions per 5

aminoacid

Score Delta CN 0.05

Minim nombre de pics en un espectre 10

Relacié entre soroll de fons i pic identificat
(signal to noise)
* Les cerques es feien amb dos enzims diferents indicant que I’enzim era tripsina o tripsina + GluC

10

Per tal de ser el maxim rigorosos i evitar la identificacié de proteines compostes amb
peptids compartits en més d’una proteina, es va restringir I'analisi a només aquelles
proteines identificades amb almenys 2 péptids Unics. Es va treballar en tot moment amb
proteines desagrupades per evitar falsos positius en les comparacions. Tres exemples de

seleccioé es mostren a la figura 19.
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Proteines Peptid anic Peptid unic Peptids compartits, redundants Peéptid anic
|

OSSN  SQYTYALKE -TGDEITYQCR»‘CLHPCVISR- RPYFPVAVGK - CYFPYLENGYNQNYGR - EIMENYNIALR
Q02985 RPYFPVAVGK - CYFPYLENGYNQNYGR

Q03591 CLHPCVISR - cusiossisssssssassssissivmsnssassvsssisissansavsisnions - EIMENYNIALR -TGESAEFVCK

Figura 19. Exemple de 3 proteines amb péptids compartits o redundants i péptids Unics: la primera
proteina P08603 identificada amb 6 peptids, 2 d’ells Unics, es va incloure a I'estudi proteomic; la
proteina Q02985 identificada amb dos péptids redundants compartits amb una altra proteina, no
es va incloure a I'estudi protedomic; i la proteina Q03591 identificada amb 3 peéptids, dos dels quals
eren redundants amb altres proteines i un era unic, tampoc es va incloure. Tots els peptids
contenien almenys 7 aminoacids com es van establir als parametres de cerca.

3.2.2.10 Analisi de les dades proteomiques del plasma obtingudes per HPLC-MS/MS

La part de I'analisi bioestadistica es va dur a terme al departament de protedmica de la
Universitat de Barcelona i es va completar al Department of Liver Cancer a I'H6pital Hépato-
Biliaire Paul Brousse de Villejuif, Franca. El processat i I'analisi de dades es va realitzar amb
el programa de calcul Excel 2013 per Windows on es va exportar tota la informacié de cada
proteina identificada amb el nombre de peptids i espectres assignats procedent del
programa Proteome Discoverer versié 1.4. Es va construir una macro Excel que relacionava
les dades obtingudes de cada una de les 30 mostres.

Inicialment es va realitzar una normalitzacio dels espectres de cada proteina pels espectres
totals de cada mostra, amb I'objectiu de minimitzar les variacions entre mostres!,
Aquestes possibles variacions de la mostra podien ser degudes a varis factors com ara al
fet que cada mostra estava fraccionada en 47 parts, I'analisi de les quals comprenia més de
72 hores totals per la seqlienciacié de péptids, marge molt ampli que podia afavorir les
variacions internes del procés automatic.

Posteriorment, es va obtenir els espectres per cada proteina a partir dels peptids
identificats. Aquest pas es va realitzar sumant els espectres de cada peptid Unic identificat

de cada proteina, com s’esquematitza a la figura 20.

Proteina A
Peéptid Unic A; espectres
Peptid dnic A; espectres
Peéptid Unic A; espectres . .
Péptid nic A; espectres Figura 20. Esquema representatiu de
I'obtencié d’espectres totals de cada
proteina identificada amb minim dos
peéptids Unics. Per obtenir la suma total

Proteina C d’espectres de cada proteina es van sumar
Péptid Unic C; espectres | t d d sotid dnic d d
Péptid tnic C; espectres - Proteina C = ¥ espectres dels péptids tnics d'C els espectres de cada peptid unic de cada

Péptid tnic C; espectres proteina.

Proteina A = Z espectres dels péptids unics d'A

Proteina B
Peéptid Unic B; espectres

Péptid tnic B; espectres} Proteina B = X espectres dels péptids tnics d'B
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3.2.3 Estudi de les dades proteomiques del plasma: estudi dels diferents perfils proteics

3.2.3.1 Analisi no supervisada de les dades

Es va estudiar si les dades obtingudes per HPLC-MS/MS eren capaces de separar de manera
no supervisada els grups de mostres i agrupar en funcié de les diferents caracteristiques
(segons funcié hepatica i estadi tumoral). Inicialment es va realitzar un analisi de clister o
d’agrupacié jerarquica (Hierarchical clustering) calculat amb la distancia de correlacid de
Pearson’s de les dades transformades a logaritme 2. L’analisi es va realitzar utilitzant el
programa R (v 3.1.1) amb el paquet estandarditzat Scatterplot3d. A banda es van
representar les mostres agrupades en un espai de dues dimensions mitjancant un analisi
de components principals (ACP). Per realitzar I’ACP dels resultats es va utilitzar el programa
STATAtransfer per transformar les dades en format excel a format .txt i el programa STATA

versio 11 per la realitzacio dels ACP.

3.2.3.1 Analisi supervisada de les dades

Es van comparar els 5 grups de I’estudi per tal d’identificar perfils proteics diferencials entre
controls/voluntaris sans, pacients amb diferents graus d’hepatopatia cronica amb i sense

tumor. Els grups comparats van ser els segiients:

» Marcadors de malaltia hepatica
Es van realitzar tres comparatives per tal d’identificar un conjunt de proteines diferencials
segons el grau de funcié hepatica. Aixi, es va comparar el grup “SA” amb el grup de pacients
amb hepatitis cronica “HC”; el grup “HC” amb el grup de pacients cirrotics sense tumor
“CIR” Child Pugh A i el grup cirrotic Child Pugh B.

» Marcadors tumorals de CHC
Es va comparar el grup de pacients amb cirrosi sense tumor “CIR amb el grup de pacients
cirrotics amb CHC, tant inicial com avangat. Amb I'objectiu d’acotar i poder distingir un
perfil proteic de tumor inicial diferent al perfil proteic de tumor avancat es van comparar
dos subgrups de pacients seleccionats.

- Marcadors de tumor inicial: pacients cirrotics sense tumor (“CIR”) comparat amb

pacients cirrotics amb tumor inicial (“CHC-i")
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- Marcadors de tumor disseminat: pacients cirrotics amb tumor inicial (“CHC-i")

comparat amb pacients cirrotics amb tumor avancat (“CHC-a”).

La diferencia d’abundancia de les proteines identificades entre les condicions biologiques
d’estudi es va establir utilitzant el metode Spectral Index (Spl), proposat per Heinecke i
col-laboradors'®. Aquest métode es va desenvolupar en el context de la quantificacié sense
marcatge utilitzant tecniques de spectral count o quantificacié d’espectres. La formula de

Spl que es va segui es representa a la figura 21 amb dos exemples d’analisi:

Schc —i % Nehe i ) _ ( Scir x Ncir )

a) Spectral Index = (
Scic—i + Scir - NTchc i Schc—i +Scr  NTgr

SchC -a y Nche -a ) B ( Schc—i y Nche—i )

b) Spectral Index = (
) Scic-a + Scuc-i NTcuc-a

Scic-a + Scuc-i NTcuc—i

Figura 21: Férmula utilitzada del métode bioestadistic Spectral Index per identificar per exemple
biomarcadors diagnostic de CHC inicial (formula a) i CHC disseminat (férmula b). S: mitja d’espectres
per cada proteina identificada; N: nombre de subjectes on s’identificava la proteina analitzada; NT:
nombre total de subjectes de cada grup. Grups analitzats: CIR: grup de pacients cirrotics sense
tumor Child Pugh A; CHC-a: grup de pacients cirrotics amb carcinoma hepatocel-lular (CHC) avangat
Child Pugh A; CHC-i: grup de pacients cirrotics amb carcinoma hepatocel-lular (CHC) inicial Child
Pugh A.

El valor de Spl es localitzava en un rang entre -1 o +1; indicant els valors proxims a zero una
abundancia relativa de la proteina igual entre els dos grups d'analisi. En canvi, valors
positius suggerien un enriquiment de les proteines d'interes al grup de pacients cas (p. ex.
pacients amb CHC), i pel contrari, valors negatius suggerien enriquiment de les proteines
del grup control (p. ex. pacients cirrotics sense CHC).

Distingir |la diferencia real entre I'abundancia proteica entre grups i la variacié experimental
d’espectres és important perqué els analisis d'alt rendiment proteic (shotgun analysis)
identifiguen centenars de péptids i hi ha molts factors que poden afectar aquesta
identificacio. El metode Spl no estableix cap suposicid estadistica sobre la distribucié, per
tant es va utilitzar I'analisi de permutacié per distingir entre un veritable canvi en
I'abundancia de proteines i establir intervals de confianga per a I'expressid diferencial de
proteines. Per abordar aquest tema, es va determinar al freqiieéncia de distribucié dels Spl

per les proteines detectades al plasma de les 30 mostres analitzades, on les cues de la
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distribucié indicaven les proteines selectivament enriquides en els dos grups estudiats. Per
determinar el punt de tall valid significatiu de Spl, es va realitzar un analisi de permutacié
aleatoritzada per construir la distribucié nul-la. El perfil proteic de cada grup d'analisi es va
permutar 1000 vegades, i el Spl de cada proteina es va calcular per cada permutacio.
Posteriorment es van seleccionar els Spl que es trobaven fora de I'interval de confianga del
95% i 99%, que era igual a la mitja dels Spl de les dades originals + 1.96 i + 2.57 vegades la

desviacié estandard de les dades permutades, respectivament (Figura 22).

1 1 T . .
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Figura 22. Exemple d’una distribucié nul.la amb els limits que inclouen l'interval de confianca del
95% i 99% dels Spl, calculats a partir de la mitja de les dades originals + 1.96 i + 2.57 vegades la
desviacid estandard de les dades permutades respectivament (DEp).

Les proteines diferencials entre els grups es van representar en una matriu gradual de

colors utilitzant un mapa de calor (heatmap) amb el programa dChip 2007.

3.2.2.11 Analisi d'enriguiment funcional
L'analisi de processos biologics basats en Gene Ontology (GO) es va realitzar utilitzant els
recursos bioinformatics i programes d’accés public GeneCodis3

(http://genecodis.cnb.csic.es/webservices) i DAVID v6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/tools.jsp).

La localitzacié cel-lular de cada proteina es va establir utilitzant les bases de dades

publigues NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), UniProt (http://www.uniprot.org/),

GeneCodis3 i de QIAGEN Redwood City. Es va utilitzar utilitzat I’'eina Ingenuity Pathway

Analysis (IPA®) (www.ingenuity.com) per identificar les vies de senyalitzacié i els principals

reguladors d’aquestes més rellevants a partir del llistat de proteines diferencialment
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identificades a partir de I'analisi supervisada entre els grups de mostres amb diferents
graus de malaltia hepatica aixi com entre pacients amb i sense tumor. Les dades publicades

sobre cada marcador es van extreure de la base de dades publica PubMed.

3.3 OBIJECTIU 2: Identificacio i validaci6 de potencials biomarcadors
plasmatics diagnostic de CHC

3.3.1 Identificacié de biomarcadors de CHC a partir de I’estudi dels perfils proteics

Es van realitzar dues aproximacions metodologiques (analisi qualitativa i analisi
guantitativa) per tal d’identificar potencials biomarcadors de diagnostic precog i de malaltia

disseminada.

3.3.1.1 Analisi quantitativa
Per tal d’identificar marcadors de CHC precog es va comparar el perfil proteic de les mostres
de pacients cirrotics sense tumor (“CIR”) vers mostres de pacients cirrotics amb CHC inicial
(“CHC-i”). | per tal d’identificar marcadors de CHC avancat es va comparar el perfil proteic

de les mostres de pacients amb CHC inicial (“CHC-i”) vers CHC avancat (“CHC-a”).

Per identificar les diferéncies d’abundancia entre grups es va aplicar el meétode Spl
anteriorment explicat, i un analisi de permutacio per tal d’establir la distribucié nul.la i

seleccionar els punts de tall significatius.

Tot i que el métode Spl té en compte I'abundancia relativa de proteines detectades dins un
grup d'analisi, a I’hora d’escollir els millors biomarcadors per validar amb la técnica d’ELISA,
es van aplicar filtres arbitraris per acotar el nombre de biomarcadors i assegurar uns
resultats més robustos: a) es van seleccionar només aquelles proteines que s'identificaven
en més del 50% de les mostres del grup on estava enriquida la proteina, seguint el principi
qgue el CHC és un tumor heterogeni i per tant només eren d’interés les proteines
constantment abundants, i per abolir el factor atzar de la deteccié per HPLC-MS/MS; b) es

van seleccionar els biomarcadors que s’identificaven de manera més abundant en el
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plasma de pacients on la proteina es trobava enriquida, establint arbitrariament el punt de

tall d’'un enriquiment del doble ( >2 0 <0.5).

3.3.1.2 Analisi qualitativa
Es van identificar els marcadors potencialment secretats directament pel tumor, restringint
I'analisi a aquelles proteines només identificades en el plasma de pacients cirrotics amb
CHC inicial i CHC avancat. Amb I'objectiu d’identificar aquells marcadors de CHC inicial, es
van seleccionar només aquells marcadors que es representaven com a minim en un 30%
dels CHC inicials (3/9 CHC-i). Amb I'objectiu d’identificar marcadors de CHC disseminat es
van seleccionar aquells marcadors que s’identificaven en al menys al 50% dels tumors

avangats (> 3/6 CHC avangat).

3.3.2 Validacié dels biomarcadors mitjangant la técnica ELISA

El nivell plasmatic dels biomarcadors escollits es va determinar utilitzant la técnica d’ELISA.
Es van utilitzar els anticossos especifics contra la proteina a detectar, seguint rigorosament
les especificacions del comerciant. En general, per la majoria d’ELISAs es segueixen els
passos seglients:
- Inicialment es va sembrar I'anticos de captura a la placa (100 pL/pou) diluit amb
tampd carbonat (2 pg/mL) i es va deixar incubar tota la nit a 42C.
- Completada la incubacid, es va netejar la placa evocant el sobrenedant i rentant
cada pou 3 vegades amb 200 pL de 0.05% Tween?220 en PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM
KCI, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.2-7.4).
- A continuacio es van bloguejar les unions no especifiques de I'anticos administrant
200 uL/pou d’ABS al 1% en PBS pH 7.2-7.4 (10x).
- Esvadeixarincubar 1 hora a temperatura ambient tapant la placa amb parafilm per
evitar I’evaporacio.
- Esva netejar la placa seguint els mateixos passos anteriorment descrits
- Esvan administrar 100 pL/pou de mostra o corba estandard, i es va deixar incubar
2 hores a temperatura ambient.

- Novament es va netejar la placa seguint els mateixos passos anteriorment descrits
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- Es van administrar 100 plL/pou de I'anticos de deteccid diluit en ABS al 1% en PBS
pH 7.2-7.4 (10x) (200 ng/mL) i es va deixar incubar 1 hora a temperatura ambient.

- Esva netejar la placa seguint els mateixos passos anteriorment descrits

- Esvan afegir 100ul/pou de Streptavidin HRP (dissolta en ABS al 1% en PBS pH 7.2-
7.4 10x a 1:200) i es va deixar incubar 20 minuts a temperatura ambient.

- Es va tornar a netejar la placa seguint els mateixos passos anteriorment descrits,
aquesta vegada repetint el protocol 4 vegades per assegurar la neteja total.

- Seguidament es van administrar 50ulL/pou de Tetramethylbenzidine i es va deixar
incubar 20 minuts a temperatura ambient i protegit de la llum.

- La reaccidé es va aturar administrant 50ul/pou d’acid sulfuric directament sense

diluir.

Les incubacions es van realitzar a temperatura ambient i agitacié suau, tapant la placa amb
parafilm per evitar I'’evaporacié.
La lectura de la placa es va fer al Varioskan a dues longituds d’ona per la correccio del plastic

de la placa (450 i 570) durant 10 milisegons.

3.3.2.1 Analisi estadistica dels resultats d’ELISA
Per la descripcié de les dades obtingudes a partir de I’estudi d’ELISA es van descriure les
variables categoriques mitjancant freqiéncies relatives i les continues mitjancant la mitja i
desviacidé estandar (DE). Per valorar diferéncies significatives bivariades es va utilitzar el
test no parametric U-Mann Whithney davant la poca quantitat de mostres analitzades, on
no es podia garantir la distribucié normal de la mostra. Pels biomarcadors escollits es van
utilitzar corbes ROC, determinant |’area sota la corba en diferents combinacions de casos
i controls. Es va escollir el punt de tall dOptim que donava maxima sensibilitat i especificitat

per a cada marcador.
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4 RESULTATS

4.1 Establiment d’una col-leccio de mostres de plasma de pacients amb
diferents graus de malaltia hepatica amb i sense tumor aixi com de
voluntaris sans

L'establiment d’aquesta col-leccié va ser clau per poder complir els objectius 1 i 2
d’aquesta tesi. En aquest sentit, gracies a la col-leccié d’un gran nombre de mostres, es
van poder escollir els millors grups de pacients a partir dels quals fer I'estudi proteomic

i la identificacié de potencials biomarcadors diagnostic del CHC.

4.1.1 Descripcio de la col-leccié de mostres de plasma.

Es van incloure un total de 373 pacients amb diferents graus d’hepatopatia cronica amb
i sense CHC i 8 voluntaris sans (figura 23). A la Taula 6 es descriuen les caracteristiques
cliniques de cada grup de pacients. En el moment inicial de la inclusié a I'estudi, 185
pacients tenien malaltia hepatica sense tumor, dels quals 108 pacients presentaven una
cirrosi establerta. Cent setanta-cinc pacients (45.9%) tenien un CHC diagnosticat de novo
en el moment de lainclusid, i 13 pacients presentaven un nodul hepatic no diagnosticat
ni per técniques d’imatge ni histologiques. La majoria de pacients inclosos eren homes
(68.38%), i edat mitja de 63.4 anys. L'etiologia de la malaltia hepatica més prevalent va
ser el VHC (58%) seguit del consum d’acohol Unicament (18%) o concomitant amb VHC
(7%). Tots els pacients amb hepatitis cronica estaven infectats per VHC, ja que la inclusio
d’aquests pacients es realitzava a consultes externes durant el seguiment després del
fracas del tractament antiviral o a I'espera d’iniciar tractament en pacients naive.
Respecte el grau d’alteracié de la funcié hepatocel-lular, destacar que la majoria de
pacients presentaven una disfuncié lleu (Child Pugh A 72%). Referent als pacients amb
CHC (Taula 7), més de la meitat dels pacients amb diagnostic de CHC en el moment de
la inclusid presentaven un CHC en estadi molt inicial o inicial (57.1%), 30 dels quals eren
noduls Unics de menys de 20mm de diametre i 54 CHC entre 20 i 50 mm de diametre.

Van rebre tractament curatiu 73 pacients.
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Procedeéncia de les mostres de plasma
de la col-leccié d’'IGTP

Nombre de mostres de plasma
de la col-leccié d’IGTP
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Figura 23: Nombre de mostres de plasma de cada grup de la col-leccié de I'lGTP (histograma de I'esquerre), i
procedencia de les mostres (figura de la dreta).

Taula 6: Descripcio de les caracteristiques cliniques dels 381
participants a partir dels quals es van obtenir mostres biologiques
| GRUP“sa” | GRUP“HC" | GRUP“CIR” | GRUP“LOE" |  GRUP“CHC" |
HEPATITIS LESIO EN CARCINOMA
SANS CRONICA CIRROSI ESTUDI HEPATOCEL.LULAR

N=8 (%) N=77 (%) N=108 (%) N=13 (%) N=175 (%)
Homes 4 (50) 47 (61.0) 62 (57.4) 10 (76.9) 143 (81.7)
f;g' mitjana en anys | 59 (57.66.5) 58 (46.5-65) 64.5(55-72) | 63 (54.5-71) 68 (60-75.7)

Caracteristiques cliniques

CHILD PUGH:
A 80 (74.1) 12 (92.3) 137 (78.3)
B 28(25.9) 1(7.7) 34 (19.4)
C 0(0) 0(0) 4(2.3)
Etiologia de la cirrosi:
VHC 71(92.2) 70 (64.9) 5(38.4) 80 (45.7)
VHB - 1(0.9) 1(7.7) 8 (4.6)
Alcohol - 14 (13.0) 3(23.1) 53(30.2)
MMNA - 4(3.7) 0(0) 7 (4)
Altres* - 2(1.8) 1(7.7) 5(2.8)
VHC + VHB - - - 1(0.6)
VHC + alcohol 5(6.5) 12 (11.1) 3(23.1) 7 (4)
VHB + alcohol - 3(2.8) - 3(1.7)
VHC + VHB + alcohol - - - 1(0.6)
VHC + VIH 1(1.3) 2(1.8) - 9(5.1)
VHB + VIH - - - 1(0.6)

75



RESULTATS

Parametres de laboratori, mitjana (RIQ)

AFP ng/mL (ND=32) 3.7 (2.6-5.9) 3.4(2.3-5.0) 5.0(3.1-10.0) | 6.0(4.8-13.6) 13.2 (4.3-76.6)
19.5 96 105
GGT U/L (ND=14) (14.7.25.2) 56.5 (32.2-95.2) 69 (41-149) (64.5.152) (64.5-203.5)
18.5 47 57
AST U/L (ND=12) (17.2-23.5) 40(29.5-63.2) | 61(45.5-96.7) (31.5-94) (38.102)
17.5 30 50
ALT U/L (ND=5) (16.26.2) 53 (35.2-83.2) 54 (28-107) (24-94.5) (31.87.7)
FA U/L (ND=10) 64 (54-71) 68 (58-80) 89(71-122) | 94 (83.5-160) 100 (75.7-141.2)
Bilirubina total mg/mL 0.45 1.05 0.88
(ND=7) (0.28-0.61) 0.5(0.4-0.7) 0.9(0.7-1.4) (0.64-1.42) (0.60-1.40)
Plaquetes mil/uL 214 107 119
(ND=4) (183-311) 201 (161-235) 97 (72-135) (78-142.5) (78.2-172.7)
Estimacié dany hepatic
index de fibrosi:
APRI (ND=62) 0.57(0.39-0.93) | 1.9(1.1-3.1) 1.2 (0.7-2.7) 1.4 (0.7-3.1)
Forns (ND=107) 6.1 (5.4-6.9) 9.4(7.8-10.1) | 8.3(7.2-9.1) 8.8 (7.3-10.2)
FIB4 (ND=64) 1.7 (1.2-2.4) 5.7 (3.7-8.1) 3.8 (2.3-5.5) 4.8 (3.0-8.3)
Fibrosi avangada:
APRI >1.50 1(1.3) 56 (59.6) 3(42.9) 64 (45.1)
Forns >6.9 18 (25.0) 83(90.2) 6 (85.7) 83 (80.6)
FIB4 >3.25 2(2.7) 77 (88.9) 4(66.7) 97 (68.3)

*Altres inclou: hemocromatosi, déficit d’alfa 1 antitripsina, congestiva, criptogenica. AFP: Alfa Fetoproteina; ALT:
Alanina Aminotransferasa; APRI: AST to Platelet Ratio Index; AST: Aspartat Aminotransferasa; BCLC: Barcelona Clinic
Liver Cancer; CHC: Carcinoma Hepatocel-lular; FA: Fosfatasa Alcalina; HCM: Hemocromatosi; FIB4: Fibrosi-4; GGT:
Gamma Glutamil Transferasa; MMNA: Malaltia Metabolica No Alcoholica; N: Nombre total de casos; ND: No
disponibles; RIQ: Rang Interquartil; VHB: Virus Hepatitis B; VHC: Virus Hepatitis C; VIH: Virus de la
Immunodeficiéncia Humana.

Taula 7: Descripcié de les caracteristiques tumorals dels

175 pacients amb CHC a partir dels quals es van obtenir mostres

biologiques
Estadi BCLC: n (%)
0 24 (13.7)
A 76 (43.4)
B 32 (18.3)
C 35 (20.0)
D 8 (4.6)
Multinodularitat: n (%)
No (tumor solitari) 105 (60)
Si 70 (40)
Mida tumoral: n (%) / Mitja en mm (RIQ)
<20mm 39(22.3) /17 (15-20)
>20mm 126 (72) / 43 (25-50)
Difus 10(5.7)
Trombosi portal tumoral: n (%) 20 (11.4)
Metastasi extrahepatica: n (%) 11 (6.3)

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer; n: Nombre total de casos
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4.1.2 Seguiment prospectiu dels pacients de la col-leccio

Durant el seguiment dels pacients cirrotics (Grup “CIR”) es van diagnosticar 11 CHC amb
una diferéencia de 16.4 mesos de mitjana (rang 7 - 41.7 mesos) entre la primera mostra
(CIR) i la segona (CHC).

Dels 13 noduls hepatics inclosos basalment com a noduls en estudi (Grup “LOE”), es va
arribar al dignostic de: CHC en 5 casos (diagnosticats als 13.27 mesos de mitjana, rang
7.1-33.7); 1 colangiocarcinoma intrahepatic i 1 hemangioma. De la resta, en 4 pacients
els ndduls van desapareixer durant el seguiment i no es va poder fer el seguiment de 2
pacients.

Un pacient addicional va incloure’s basalment com a pacient cirrotic sense tumor, als 20
mesos va identificar-se una lesié hepatica de 20 mm la qual presentava patré dinamic
radiologic atipic per CHC i no es podia accedir per biopsia, i als 6 mesos de seguiment,
es va arribar al diagnostic de CHC, obtenint 3 mostres seriades en el temps dels diferents
estadis evolutius de la malaltia.

Dels 75 pacients amb CHC que van rebre tractament curatiu es va recollir mostra de 32
d’ells als tres mesos de la intervencio després d’haver-se verificat la resposta completa;
i en 3 d’ells en el moment de la recidiva (16.4 mesos de mitjana, rang 4.9 — 20.7 mesos).

En total es van incloure 437 mostres de plasma procedents de 381 participants.

4.1.3 Estudi del valor diagnostic de I’AFP a la col-leccié

Tal i com esta descrit a la literatura, I’AFP va demostrar tenir una baixa capacitat
diagnostica en la série. Quan es van comparar els valors d’AFP en funcié de I'estadiatge
tumoral BCLC (Taula 8), destacava la poca capacitat de I’AFP per diagnosticar tumors
d’estadis inicials. De 38 CHC <20mm, només 17 (45.9%) presentavem nivells elevats
d’AFP, utilizant el punt de tall de >10.9 ng/mL3*. En el cas dels 95 CHC solitaris, dels quals
es disposava el valor d’AFP, només el 46.6% dels pacients presentaven AFP >10.9 ng/mL.
Per contra, si es va observar que els pacients amb estadis tumorals avancats tenien
nivells superiors d’AFP. Dels 175 pacient amb CHC, 31 presentaven malaltia tumoral
avangada amb trombosi portal tumoral i/o metastasi extrahepatica i més del 67%

d’aquests pacients tenien I’AFP plasmatica elevada.
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Taula 8: Relacio dels nivells d’AFP amb les
caracteristiques tumorals de 162 CHC de la col-leccid
CARACTERISTIQUES AFP <10.9 AFP >10.9
TUMORALS N=74 N=88 p_valor*
n (%) n (%)

Estadi BCLC:
0/A 52 (70.3) 39 (44.3)
B/C/D 22 (29.7) 49 (55.7) 0.0014
Multinodularitat:
No (tumor solitari) 54 (73) 41 (46.6) 0.0008
Si 20(27) 47 (53.4)
Mida tumoral:
< 20mm 20 (27) 18(20.5) 0.356
>20mm i difus 54 (73) 70 (79.5) ’
Trombosi portal tumoral 7 (9.5) 13 (14.8) -
Metastasi extrahepatica 3(4.1) 8(9.1) -

AFP: Alfa Fetoproteina; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer; CHC: Carcinoma
Hepatocel-lular; N: Nombre total de casos. *Xi-quadrat

Es van realitzar corbes ROC per avaluar la utilitat de I’AFP per distingir els pacients de la
col.lecci6 amb CHC dels pacients amb malaltia hepatica sense tumor. Quan es van
comparar pacients amb diferents graus d’hepatopatia cronica amb tots els pacients amb
CHC, I'area sota la corba de I’AFP va ser de 0.733. Aquest valor va disminuir quan es va
restringir I’analisi comparant els pacients amb malaltia hepatica amb pacients amb CHC

petits (< 20mm) sent del 0.633 (Figura 24).

a) AFP en HC + cirrosis vs CHC b) AFP en HC + cirrosis vs CHC < 20mm
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Figura 24. Corves ROC dels nivells d’AFP plasmatica aplicant el punt de tall 10.9 ng/ml en diferent
grups de pacients. a) Corva de sensibilitat i especificitat de I’AFP per la deteccié de pacients amb
CHC (n=162) vers pacients amb malaltia hepatica, inclosos malalts amb hepatitis cronica i cirrosi
(n=168). b) Corva de sensibilitat i especificitat de I’AFP per la deteccié de pacients amb CHC
petits < 20 mm (n=20) vers els pacients amb malaltia hepatica (n=168). AFP: Alfa Fetoproteina;
CHC: Carcinoma Hepatocel-lular; HC: Hepatitis cronica; ROC Receiver Operating Characteristics.
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4.2 OBIJECTIU 1: Estudi del perfil proteic del plasma de pacients amb
diferents graus de malaltia hepatica amb i sense tumor mitjangant
una técnica proteomica d’alt rendiment.

4.2.1 Descripcio dels pacients inclosos a I’estudi proteomic

Per tal de disminuir la variabilitat entre els individus dels diferents grups, els pacients es
van seleccionar segons la seva etiologia i funcié hepatica, prioritzant-se la etiologia més
freqlient en el nostre medi (VHC) i els casos amb funcié hepatica conservada, Child-Pugh
A. Les caracteristiques dels 30 casos que es van seleccionar per I'estudi proteomic es
detallen a la taula 9.

Les mostres de plasma analitzades per protedmica es van agrupar en 2 grans grups: el
grup sense tumor (voluntaris sans, pacients amb hepatitis cronica i cirrosi sense tumor)
i el grup amb tumor (CHC inicial i CHC avancat).Especificament, es van incloure 3 controls
sans (2 homes, edat mitja 60 anys); 3 pacients amb hepatitis cronica per VHC (2 homes,
edat mitja 64 anys, i grau de fibrosi histoldgic moderat, METAVIR F22%); 9 pacients amb
cirrosi sense CHC (8 dels quals eren homes, edat mitja 72 anys); i 15 pacients amb cirrosi
i CHC en diferents estadis tumorals (9 amb estadi inicial i 6 amb estadi avancat). La
majoria dels pacients tenien com etiologia de la cirrosi el VHC (81.5%) i una funcié
hepatica preservada (85.2%).

Pel que fa al grup de pacients amb CHC, 9 pacients presentaven un CHC d’estadi incial
(BCLC 0/A) i tenien una mida tumoral mitja de 23 mm. Aquest grup es va subdividir
alhora en dos subgrups segons si presentaven baixa probabiliat de preséncia de factors
de recidiva tumoral (n=7), bé sigués perqué a la peca quirdrgica no hi havia invasié
microvascular ni satel.litosi i el grau histologic era ben diferenciat (n=5) o perque, en els
casos en que no es disposava de peca quirudrgica, tenien un seguiment lliure de malaltia
de més de 2 anys (n=2) i un altre grup on la preséncia de factors de risc era desconeguda
(n=2) ja que no es disposava de peca quirurgica ni seguiment a llarg plag. La mitjana de
seguiment total va ser de 26 mesos (rang 18-39 mesos) durant el qual no es va registrar
cap recidiva tumoral. En relacio al subgrup de pacients on la preséncia de factors de risc
era desconeguda (n=2), un pacient va presentar fracas de tractament, i 'altre recidiva

tumoral després d’un tractament experimental (electroporacid).
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Taula 9: descripcié de les 30 mostres de pacients seleccionades per I'analisi protedomica

-E - o 28 § TE 0 B @ 'qé;
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01-0111 SA1l 68 | Home - 4.04 - - - - Viu No noduls (1 ECO)
S ET 010120 SA2 62 Home - - 58 - - - - . . - Viu | Nonoduls (1 ECO)
Y Y= 010112 SA3 61 Dona - - 734 - - - - - - - Viu No noduls (1 ECO)
01-0172 HC1 43 ' Home VHC - 2.00 - - - - - - 18 Viu No noduls (2 ECO)
01-0194 HC2 46 = Home VHC - 4.58 - - - - - - 18 Viu No noduls (2 ECO)
01-0247  HC3 52 Dona VHC - 504 - - - - - - 6 Viu  Nondduls (1 ECO)
01-0061 CIR1 67 | Home VHC A 3,74 - - - - - - 28 Viu No noduls (4 ECO)
o 01-0073 CIR2 77 | Home VHC A 4,07 - - - - - - 24 Viu No noduls (5 ECO)
5 01-0085 CIR3 69 | Home VHC A 2,94 - - - - - - 36 Viu No noduls (5 ECO)
- 2 - 01-0051 CIR4 78  Home VHC A 4,67 - - - - - - 27 Viu No noduls (4 ECO)
% g ‘.’c.‘ 01-0157  CIR5 75 Dona VHC A 951 - - - - - - 19 Viu No noduls (4 ECO)
= 8 = 010098 CIR6 72 | Home VHC A 8,57 - - - - - - 27 Viu No noduls (4 ECO)
’E 01-0203 CIR7 70 | Home VHC A 5,07 - - - - - - 12 Viu No noduls (3 ECO)
S 01-0134 CIR8 | 72  Home @ Alcohol B 6,58 - - - - - - 15 Exitus = No noduls (3 ECO)
01-0149 CIR9 52 ' Home @ Alcohol B ND - - - - - - 16 Viu No noduls (4 ECO)
01-0034 ' CHC-i1 @ 63 @ Home VHC A 8,7 0 No Si 9 Ben Reseccid quirargica 37 Viu No recidiva
,73 01-0094 @ CHC-i2 59 | Home VHC A 1479 A No Si 24 Ben Reseccid quirurgica 31 Viu No recidiva
:E 01-0124 | CHC-i3 | 62 @ Dona VHC A 1176 A No Si 30 Ben Reseccié quirdrgica 22 Viu No recidiva
s '5:’ 03-0009 @ CHC-i4 76 Dona VHC A ND A No Si 32 Ben Reseccid quirargica 18 Viu No recidiva
:kl':! : ".;.’. 01-0217 @ CHC-i5 59 Home @ Alcohol A 3,52 A No Si 19 Ben Reseccio quirargica 20 Viu No recidiva
< E = 01-0003 @ CHC-i6 69 | Home VHC A 2,72 A No Si 30 Ben Radiofreqiiencia 39 Viu No recidiva
é 01-0151 @ CHC-i7 51 | Home VHC A 8,6 A No Si 26 ND Radiofreqiiencia 26 Viu No recidiva
'g 01-0214 | CHC-i8 | 70 = Home VHC A 2319 A No Si 20 Ben Alcoholitzacié 1 Viu Recidiva tumoral
o 01-0028 CHC-i9 50 | Home VHC A 20,82 A No Si 20 Ben Electroporacié 12 Viu Fracas tractament
01-0010 CHC-al 63 Home & VHB-OH | C 389870 D Si Si 165 ND Cap tractament 2 Exitus = Progressié tumoral
01-0146 A CHC-a2 76 @ Home VHC B 1675 C Si No | Difus ND Sorafenib 3 Exitus = Progressié tumoral
01-0107 ' CHC-a3 86 @ Home VHC A 4261 C Si Si 160 Ben Cap tractament 26 Viu Progressié tumoral
01-0104 CHC-a4 73 Dona VHC A 28 C Si Si 23 ND Sorafenib 14 Exitus = Progressié tumoral
01-0211 CHC-a5 67 Dona VHC A 2040 C Si No 30 ND Sorafenib 9 Exitus = Progressié tumoral
01-0023 ' CHC-a6 55 Dona | Alcohol A 1731 C Si No | Difus = Moderat Sorafenib 10 Exitus = Progressié tumoral

AFP: Afla Fetoproteina; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer; CHC: Carcinoma Hepatocel-lular; CHC-i: CHC inicials; CHC-a: CHC avancats; CIR: Cirrotic; ECO: Ecografia
Abominal; HC: Hepatitis Cronica; ND: No Disponible; VHB: Virus Hepatitis B; VHC: Virus Hepatitis C
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Finalment, tots 6 pacients amb CHC avancat (BCLC C/D) presentaven disseminacid
vascular amb o sense metastasi extrahepatica; 2 d’ells amb CHC de menys de 30mm; 2
amb CHC >10cm i 2 amb CHC multinodular. Aquest grup de pacients amb CHC amb
disseminacié tumoral es va seleccionar expressament per facilitar la deteccid de
marcadors tumorals en plasma mitjangant les tecniques protedmiques i també per

poder identificar biomarcadors de malaltia disseminada.

4.2.2 Descripcio dels perfils proteics de mostres de pacients amb diferents graus
d’hepatopatia cronica amb i sense CHC obtinguts per HPLC- MS/MS

Al comparar el perfil proteic de les 30 mostres de plasma (15 pacients sense tumor i 15
pacients amb CHC), es va obtenir una mitja de 1232 proteines per mostra amb una
desviacié estandard (DE) de +a169.98 proteines per mostra. Es va restringir I'analisi a
aquelles proteines que s’identificaven al menys amb dos peéptids unics, les quals
corresponien al 19% de mitja de les proteines totals identificades en cada mostra (rang
14.2%-22.9%) (Figura 25_a). Utilitzant aquest criteri, es van identificar un total de 898
proteines diferents entre les 30 mostres amb > 2 péptids Unics (235 proteines per mostra
de mitja i DE +42.79 proteines). Aquesta mesura de restriccid assegurava la fiabilitat dels
resultats, ja que augmentava la confianca en la identificacié de les diferents proteines,
tal com s’havia demostrat a I'estudi de reproductibilitat.

Com es mostra al Diagrama de Venn (Figura 25_b), de les 898 proteines obtingudes, 91
van ser comunes en els 5 grups estudiats. En concret, 20 es van identificar Gnicament en
el grup dels voluntaris sans, 125 proteines en el grup de pacients amb diferents graus
malaltia hepatica cronica sense tumor; i 321 Unicament en el grup de pacients amb

tumor.
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Figura 25. a) Representacié del total de proteines identificades per grups de mostres distribuides
en funcié del nombre de péptids Unics. b) Diagrama de Venn de les 898 proteines totals amb 2
0 més péptids Unics obtingudes en les diferents mostres. CHC: Carcinoma Hepatocel-lular; PU:
Peptids Unics

4,2.2.1 Analisi no supervisada

Es va realitzar un analisi no supervisada dels perfils proteics obtinguts de les diferents

mostres, mitjancant el clUster jerarquic (Figura 26_a) i I’'analisi de components principals

(ACP) (Figura 26_b).
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Per una banda, el clister jerarquic no supervisat es va realitzar tenint en compte els
nivells plasmatics de 195 proteines. Aquestes proteines corresponien al 40% de les
proteines amb major coeficient de variacié (CV) d’un total de 488 proteines identificades
en al menys dues mostres analitzades (es necessiten com a minim 2 mostres pel calcul
del CV). Es van observar 2 grans clusters de mostres que es distingien significativament
pel grau d’afectacié hepatica (p<0.00001)(Figura 26_a). En concret, el clister 1 (C1)
agrupava el grup de mostres procedents d’individus sans (subcluster C1a) o els pacients
amb afectacié hepatica lleu o hepatitis cronica (subcluster C1b) mentre que el cluster 2
(C2) contenia la resta de mostres procedents de pacients amb una malaltia hepatica més
avancgada (cirrotics amb i sense CHC). Alhora, el cluster C2 amb mostres de 23 pacients
cirrotics es subdividia en 3 subclisters: mostres de pacients amb una greu disfuncié
hepatica (C2.a), pacients cirrotics sense tumor o amb CHC d’estadi inicial (C2b) i pacients

cirrotics majoritariament amb CHC d’estadi avangat (C2c).

Per altra banda, en I'estudi del ACP analitzat amb les 91 proteines comunes en les 30
mostres, també s’observa la separacio dels diferents grups inclosos en I'estudi. En
concret, es distingien tres subgrups: un grup de mostres de voluntaris sans sense
afectacié hepatica, un conglomerat de pacients cirrotics sense tumor i amb CHC inicials

i un conglomerat de mostres de pacients amb CHC avancat (Figura 26_b).
Tant els resultats del cluster jerarquic com els del ACP suggerien doncs que tant la funcié

hepatica com I'estadi tumoral del CHC modifiquen de manera significativa el perfil

proteic del plasma.
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Figura 26: a) Cluster jerarquic no supervisat. El cluster obtingut a partir del perfil proteic de 195
proteines plasmatiques mostra la separacié de les mostres segons el grau de dany hepatic,
observant-se per una banda, un clUster de mostres sense afectacid hepatica o afectacid lleu
(“SA” i “HC”) en el cluster 1 i els pacients amb malaltia hepatica més avancada, cirrotics (“CIR”)
sense 0 amb carcinoma hepatocel-lular (CHC) en el cluster 2. Alhora aquest cluster dos es
subdividia en un clister amb mostres sense tumor majoritariament o bé amb tumors inicials
(cluster 2.ai 2.b) i mostres amb tumor avancat (clister 2.c). En el grafic es mostra també la mida
tumoral i el grau d’insuficieéncia hepatica dels pacients cirrotics amb i sense tumor (Child Pugh
B/C representat amb una estrella vermella). b) Analisi de components principals (ACP) a partir
de les dades de 91 proteines comunes en les 30 mostres analitzades per protedmica. El ACP
mostra tres grups marcadament separats a I'espai: el grup de mostres de pacients amb CHC
avancat a I'extrem superior esquerre; el grup de mostres de subjectes sans a la part inferior; i
un conglomerat que incloia els dos grups més semblants entre ells, el grup de mostres de
pacients amb cirrosi sense tumor i el grup de mostres de pacients cirrotics amb CHC inicial. SA:
controls sans; HC: Hepatitis cronica; CIR: pacients cirrotics sense tumor; CHC-i: pacients amb
CHC inicial; CHC-a: pacients amb CHC avangat.

4.2.2.2 Analisi supervisada

> Estudi del canvi del perfil protedmic del plasma segons el grau d’alteracié de la funcié

hepatica (o dany hepatic)

Després d’ observar diferencies robustes en el perfil proteic plasmatic dels diferents
grups de mostres mitjangant I’analisi ni supervisat, es va procedir a estudiar quines eren
les proteines diferentment presents en el plasma de pacients amb diferent grau
d’hepatopatia cronica. Amb aquest objectiu es va comparar el perfil proteic del grup de
controls sans sense malaltia hepatica (n=3), amb el grup pacients amb hepatitis cronica
inicial (n=3) i amb el grup de pacients amb cirrosi amb una funcié hepatocel-lular bona
Child Pugh A (n=7) o moderada Child Pugh B (n=2) (Figura 27_a).

En total es van identificar 31 proteines diferentment abundants entre els grups de
mostres amb malaltia hepatica (Spl p<0.05) (Figura 27_b). Per contra, no es va identificar
cap proteina diferentment abundant entre controls sans i hepatitis cronica. Es
interessant destacar que la I'abundancia de la majoria de proteines augmentava a
mesura que augmentava la inflamacid hepatica (60% de proteines tenien una
abundancia més del doble de vegades entre el grup “HC i el grup “CIR” Child Pugh A),
pero els nivells disminuien bruscament quan la funcié hepatica empitjorava. Només una
proteina va presentar nivells progressivament elevats associats a I’empitjorament de la

funcié hepatica (BM#144), la qual pertanyia a la familia de les immunoglobulines.
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Aquests resultats indicaven que la funcid hepatica tenia un paper important en la
secrecid i sintesi de proteines. A més

En el mateix sentit, es va observar que 10 de les 31 (32.2%) de les proteines identificades
estaven relacionades amb el sistema de la immunitat i la inflamacid, la majoria d’elles
sobreregulades en els primers estadis de la malaltia inflamatoria hepatica (7/10) i
infraregulades a mesura que empitjorava la funcié hepatica (9/10). A banda es van
identificar 12 proteines de fase aguda en el perfil proteic de pacients amb diferents

graus de dany hepatic.

Figura 27: Canvis en el perfil d’expressid proteic segons els graus de dany hepatic. a)
Comparatives dels perfils proteics entre grups de mostres amb diferent funcié hepatocel-lular,
on es mostra el total de proteines comparades repartides entre cada grup de mostres i el
nombre total de proteines diferencials amb un p valors <0,05 aplicant el test bioestadistic
Spectal Index (Spl): cap proteina entre grup de sans i pacients amb hepatitis cronica “HC”; 20
proteines al comparar el grup de “HC” amb el grup de pacients cirrotics “CIR” Child Pugh A; i 20
proteines al comparar mostres de pacients cirrotics “CIR” Child Pugh (CP) A vs B. b) Heatmap en
que es representen els espectres totals de les 31 proteines diferencials entre grups, 9 d’elles
identificades alhora en la comparativa “HC” vs “CIR” Child Pugh A i en la comparativa “CIR Child-
Pugh A vers “CIR” Child-Pugh B. A la part dreta de la taula s’expressa la diferéncia d’abundancia
de cada proteina en funcié de cada comparacid, marcant-se en vermell les proteines sobre-
regulades i en blau les infraregulades. En el cas que la representacio fos 0%, per tal d’expressar
una diferencia numerica es va multiplicar el valor maxim i minim per una constant per tal de
substituir el valor 0. Es detallen les caracteristiques de cada proteina (component cel-lular i
funciéd molecular). BM#ID: Identificador del Biomarcador; CP: Child Pugh; ND: No Disponible. Els
noms de les proteines no s’especifiquen degut al fet que els presents resultants estan en vies
d’ésser patentats.
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> Estudi del canvi del perfil proteomic del plasma en pacients cirrotics segons la

preséncia o no de cancer de fetge i I’estadi tumoral dels CHCs.

Es va estudiar també si hi havia diferencies a nivell del proteoma entre les mostres de
pacients cirrotics amb i sense CHC, i si aquest perfil proteic canviava a mesura que
augmentava el grau de malaltia tumoral, és a dir, en el tumor disseminat. Per aix0 es va
comparar inicialment el perfil proteic del grup 9 de mostres de pacients amb cirrosi
sense tumor (Grup “CIR”) amb el grup de 15 mostres de pacients cirrotics i CHC (Grup
“CHC”). Es van identificar 46 proteines diferencialment abundants (Spl p<0.05) entre els
dos grups, 26 infraregulades en pacients amb CHC i 20 sobreregulades en CHC.
Seguidament, es va comparar entre el grup de mostres de CHC inicial (n=9) i CHC avancat
(n=6). Es van identificar 35 proteines diferentment abundants (Spl p<0.05), 31 sobre-

regulades i 4 infra-regulades en CHC avancat.

Es va utilitzat I'eina d’Ingenuity Patways Analysis (IPA) per estudiar si les proteines
identificades en les diferents comparatives pertanyien a una via de senyalitzacid
especifica. En concret, es va realitzar un analisi IPA tenint en compte un total de 114
proteines els nivells dels quals diferien entre els diferents grups "HC”, “CIR”, “CHC-i" i

“CHC-a".

L'analisi de vies canoniques va identificar 4 vies de senyalitzacié diferentment activades
entre els diferents grups estudiats (Taula 10). En concret, es va veure un enriquiment de
les proteines relacionades amb la resposta aguda (p valor < 1x10Y, z score 2) en els
primers estadis d’afectacié hepatica, al comparar mostres de pacients amb hepatitis
cronica i cirrosi Child Pugh A. Agquest sistema es mantenia enriquit al comparar pacients
cirrotics amb i sense tumor (p valor < 1x10®, z score 1). A més, és interessant assenyalar
gue es va observar un increment en 'activitat de la produccié d’oxid nitric en pacients
cirrotics amb tumor vers cirrotics sense tumor (p valor < 1x10%, z score 1). Finalment,

guan es van analitzar les proteines diferencialment identificades en malaltia tumoral
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disseminada es va veure un enriquiment significatiu de la via d’activacid del sistema

LXR/RXR, amb un p valor < 1x10#i un z score de 2 (Taula 10 i Figura 28).

Taula 10: vies de senyalitzacio activades
Vies Canoniques p valor z score p valor z score p valor z score
Activaci6 del sistema LXR/RXR|  1x10™° 0,38 x10™ 0,71 1x10™* 2
Productié d'oxid nitric 1x10™ 0 1x10™ 1 1x10°
Resposta aguda 1x10™" 2 1x10°® 1 1x10”

Vies canoniques activades

Resposta aguda _

CHC-a*/CHC-i**
B CHC/CIR
B CIR (CP-A)/HC

Productié d'oxid nitric

Activacié del sistema LXR/RXR

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

-log (p valor)

Figura 28: Relacio de les diferents vies de senyalitzacié activades en funcié del grau de malaltia hepatica i
classificacié tumoral. CIR: cirrosi; CHC-i: CHC inicial; CHC-a: CHC avancgat; HC: Hepatitis Cronica. * n=4
pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC avangat; ** n=7 pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC inicial
sense factors de recidiva tumoral

Un altre analisi interessant realitzat amb el programa IPA va ser |'analisi de reguladors
upstream de les vies canoniques. Aquesta eina prediu quins son els reguladors upstream
de les vies de senyalitzacié que estan activats o inhibits basat de nou amb les llistes de
proteines diferentment identificades en el plasma dels diferents grups de pacients
estudiats.

Els resultats experimentals obtinguts van predir una activacié de 5 reguladors en tumors
disseminats respecte tumors inicials (al comparar mostres de pacients cirrotics amb CHC
inicial i avancat) resumit a la taula 11 i figura 29. No es va predir I'activacié/inhibicié de
cap upstream regulator en les llistes de proteines diferentment presents en plasma de
pacients sense tumor perdo amb diferents graus de dany hepatic, suggerint que els
upstream regulators identificats sén especifics de tumor.

Els resultats van predir una activacié de I'oncogen MYC en tumors disseminats vers
tumors no disseminats (p valor < 1x10* i z score 2.18), resultat que es mantenia quan

es realitzava una comparativa més estricta, acotant-se els dos grups de pacients segons
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funcid hepatica i abséncia de factors de recidiva tumoral (4 pacients cirrotics Child Pugh
A amb CHC avangat vers 7 pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC inicial sense factors
de recidiva tumoral). A més els resultats van predir I'activacié d’altres reguladors en
tumors disseminats: Hepatocyte Growth Factor (HGF) (z score 1) , Vascular Endotelial
Growth Factor (VEGF) (z score 1), CCAAT/enhancer binding protein (CEBPA) (z score 1.40)
i Hepatocyte Nuclear Factor A1 (HNF1A) (z score 1.07).

Taula 11: Reguladors upstream Reguladors upstream

Reguladors pvalor  zscore | pvalor  zscore "
2
MYC w0t 28 | w1
HGF 1x10° 1102 1,00 § v B CHC-2/CHCH
Mo CHC-a*/CHC-i**
Vegf 110° wiet 1,0
0,5
CEBPA ot 140
HNF1A 1x10™ 1,07 MYC HGF  Vegf CEBPA HNFIA

Figura 29: Diagrama de barres on s’expressa el valor de z score dels diferents reguladors upstream predits
com a activats en funcid del perfil proteic diferencial obtingut entre pacients cirrotics amb CHC avangat i
inicial. (*) seleccié de 4 pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC avancat; (**) Seleccié de 7 pacients
cirrotics Child Pugh A amb CHC inicial sense factors de recidiva a la peca quirdrgica o amb un seguiment
de més de 24 mesos lliure de malaltia tumoral després d’un tractament percutani.

4.3 OBIJECTIU 2: Identificaciéo i validacié de potencials biomarcadors
plasmatics de CHC

4.3.1 Identificacié de biomarcadors de CHC a partir de I’estudi dels perfils proteics

4.3.1.1 Identificacié de putatius biomarcadors diagnostic preco¢ de CHC

A) Analisi quantitativa
En base al que s’havia observat a I'estudi anterior que la funcié hepatica tenia un paper
important en el perfil proteic es va decidir excloure de I'analisi de marcadors de CHC les

mostres de pacients amb funcié hepatica alterada (Child Pugh B/C): 2 mostres del grup

90



RESULTATS

de pacients cirrotics (mostra CIR-A8 i CIR-A9) i 2 mostres del grup de CHC avancats (CHC-
aliCHC-a2).

Al comparar el perfil proteic de 7 pacients cirrotics sense tumor amb funcié hepatica
conservada (Child Pugh A) amb el de 9 pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC inicial
(BCLC 0/A), es van identificar 696 proteines (Figura 30_a). D’aquestes, 54 proteines es
trobaven de manera significativa diferentment abundants entre els dos grups de
pacients (Spl p<0.05). Per tal d’obtenir biomarcadors més robustos, es van aplicar
diferents filtres (representacié en al menys el 50% de mostres i abundancia major al
doble de vegades). D’aquestes 54 proteines, 37 es van trobar representades com a
minim en el 50% de mostres del grup on el biomarcador es trobava enriquit. Vint-i-set
de les 37 proteines presentaven una abundancia 2 vegades superior en el grup enriquit:
10 proteines tenien nivells més elevats en el grup de pacients cirrotics amb tumor
mentre que unes altres 10 proteines es van observar amb uns nivells més elevats

pacients sense tumor. A la figura 32 es detallen les caracteristiques de les 27 proteines.

B) Analisi qualitativa
Per tal d’identificar aquells biomarcadors que podien estar secretats directament pel
tumor, es va fer un analisi qualitatiu restringint I'analisi a aquelles proteines
identificades de manera exclusiva en les mostres de plasma de pacients cirrotics amb
CHC i que per tant, no s’observaven en el grup de mostres de voluntaris sans, pacients
amb hepatitis cronica ni cirrotics sense tumor. De les 321 proteines exclusives de tumor,
es van identificar 4 proteines com a potencials biomarcadors diagnostic preco¢ de CHC
ja que es trobaven majoritariament en pacients amb CHC inicial (en 3 mostres de les 9

del grup “CHC-i"), ressaltats a la figura 32 en verd i subratllats.

Es van estudiar les caracteristiques biologiques dels 31 biomarcadors diagnostic
identificats per les dues aproximacions (27 a partir de I'analisi quantitativa i 4 a partir de
I’analisi qualitativa). El 51% dels marcadors es localitzaven a I’espai extracel.lular, el 26%
es localitzaven al citoplasma i el 13% a la membrana plasmatica. Un terg (32%) de les
proteines estaven relacionades amb la resposta immune i inflamatoria i un 16%
relacionades amb I'adhesio cel-lular, la majoria de les quals es van veure infraregulades

en el grup de CHC inicial. Quan es va revisar la literatura descrita de cada biomarcador
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identificat es va observar que el 29% dels biomarcadors ja s’havia descrit anteriorment
en altres cancers inclos el CHC, el 36% s’havia descrit només en altres cancers perd mai
en CHC; 1 biomarcador (BM#180) s’havia relacionat en CHC i no en altres cancers i el

32% dels biomarcadors identificats no s’havien relacionat mai anteriorment en cancer.

4.3.1.2 Identificacié de putatius biomarcadors de disseminacié tumoral

A) Analisi quantitativa
En aquest analisi també es van seleccionar els pacients cirrotics que presentaven una
funcié hepatocel-lular conservada Child Pugh A. A més, es van excloure els dos pacients
amb CHC inicial dels quals es desconeixia la presencia de factors de risc de recidiva
tumoral perque o es disposava de la peca quirurgica i en el seguiment un pacient havia
recidivat durant el seguiment abans de I'any de tractament (CHC-i8) i I'altre pacient
havia fracassat al tractament als 12 mesos (CHC-i9). Per tant, per a la identificacié de
marcadors de disseminacié tumoral es va comparar el perfil proteic de 4 pacients
cirrotics Child Pugh A amb CHC disseminat (100% amb metastasi) amb 7 pacients
cirrotics Child Pugh A amb CHC inicial i sense factors de risc de recidiva tumoral (5
pacients tractats amb cirurgia on es descartava la presencia de factors de recidiva com
la satel.litosi, invasid microvascular i grau bona diferenciacié histologica; i 2 pacients
tractats amb tractament percutani i amb un seguiment lliures de malaltia major de 2
anys). En total de les 11 mostres estudiades d’aquests pacients, es van identificar 610
proteines, de les quals 46 proteines es trobaven en una abundancia estadisticament
diferent entre grups (Spl p<0.05). Es van aplicar novament els filtres per reduir el nombre
de potencials biomarcadors (preséncia del marcador com a minim en el 50% de mostres
on el marcador es trobava enriquit i amb un abundancia major del doble). De les 46
proteines, 40 s’identificaven en >50% de mostres del grup enriquit (>4/7 mostres de CHC
inicial 0 >2/4 mostres de CHC avancat) i es trobaven amb una abundancia diferencial del

doble en el grup enriquit (Figura 30_b i 32).
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B) Analisi qualitativa

Per tal d’identificar potencials marcadors de malaltia disseminada a partir de I'analisi
qualitativa, es va restringir I'analisi aquelles proteines Unicament identificades en al
menys el 50% dels tumors avancats (>3/6), independentment si es trobaven o no en
mostres de pacients amb CHC inicial. Es van identificar 5 potencials marcadors de
malaltia disseminada, ressaltats a la figura 32 en verd i subratllats. Tres d’aquests
marcadors ja s’havien identificat anteriorment com a marcadors de malaltia

disseminada a partir de I’analisi qualitativa.

Es van escollir 7 dels millors potencials biomarcadors obtinguts per validar els seus
nivells plasmatics per la técnica d’ Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
(remarcats en vermell a la figura 30_a). Observar que el BM#460 es va identificar com
en l'analisi de possibles marcadors diagnostic de CHC inicial com de malaltia

disseminada.

Novament es van estudiar les caracteristiques biologiques dels 42 biomarcadors
diagnostic identificats per les dues aproximacions (40 a partir de I'analisi quantitativa i
5 a partir de I'analisi qualitativa, tres marcadors identificats en les dues aproximacions).
El 49% dels marcadors es localitzaven a I'espai extracel.lular, el 27% al citoplasma i el
17% a la membrana plasmatica. Destacar que 5 dels 42 biomarcadors de malaltia
tumoral disseminada estaven relacionats amb el metabolisme del colesterol i 3 dels
marcadors relacionats amb processos biologics relacionats amb la capacitat de
creixement i metastatica de les cél-lules tumorals: activitat de receptor VEGF del
marcadors BM#16, per tant relacionat amb I'angiogenesi, procés de migracié cel-lular
del marcador BM#395, procés de proliferacio cel-lular del marcador BM#100 i procés
creixement cel-lular del marcador BM#327.

Quan es va revisar la literatura descrita de cada biomarcador identificat es va observar
gue més de la meitat (52%) dels biomarcadors ja s’havia descrit anteriorment en altres
cancers inclos el CHC, el 31% s’havia descrit només en altres cancers pero mai en CHC; i
el 17% dels biomarcadors identificats no s’havien relacionat mai anteriorment en

cancer.
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Tal com es pot veure al quadre de la figura 32, en total es van identificar 67 proteines
com a potencials marcadors diagnostic de CHC (p<0.05), 31 proteines de diagnostic
inicial i 42 proteines de disseminacid tumoral, 9% identificades en les dues

comparatives.

Cirrosi CHC inicial b) CHCinicial CHC avangat
(C-P A, VHC) VS (C-P A, 90% VHC) (C-P A, VHC) VS (C-P A, 75% VHC)
n=7 n=9 n=7 n=4

99 325 272 175 90
Proteines n= 696 | \ Proteines n= 610 |
Y Y
Spectral Index Spectral Index
¥ Spl p <0,05 v
n=54 n=46
\l, Representacié en >50% \1,
BM#469 n=37 n=40
\L Abundancia en >2x 0 <0,5x \L
(CHC-i/CIR) o (CHC-a/CHC-i)
n=27 n=40
ENTIQUIDES ENRIQUIDES ENTIQUIDES ENRIQUIDES
CIRROSI CHC inicial CHC inicial CHC avangat
n=17 n=10 n=9 n=31
BM#008 BM#333
BM#136 BM#460
BM#340
BM#460

Figura 30: Esquema de procés metodologic utilitzat en I’analisi quantitatiu de comparacio dels
perfils proteics per a la identificacié de biomarcadors diagnostic de malaltia inicial (a) i malaltia
disseminada (b) mitjancant el test bioestadistic Spectral Index (Spl). Es van aplicar 2 filtres per
acotar el nombre de potencials biomarcadors i obtenir resultats més robustos: per una banda,
es va teniren compte la representacié de més del 50% de mostres en el grup enriquiti per I’altra,
I"abundancia de més del doble en el grup enriquit. En vermell s’assenyalen els biomarcadors
escollits per validar per Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). BM# indica I'identificador
del biomarcador. Els noms de les proteines no s’especifiquen degut al fet que els presents
resultants estan en vies d’ésser patentats.
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En general, de les 67 proteines identificades com a potencials marcadors diagnostic de
CHC, tant inicial com disseminat, un 50% de les proteines es trobaven localitzades a
I'espai extracel-lular, és a dir, eren proteines secretades al plasma, un 24% es trobaven
localitzades al citoplasma de la cél-lulai un 16% a la membrana extracel-lular, un 2% al
nucli cel-lular i un 1% a I'aparell de Golgi, la resta de proteines no es van identificar a les
bases de dades publiques i per tan no es van poder catalogar (Figura 31_a).

Es va trobar que 15 de les 67 proteines (22.4%) estaven relacionades amb la resposta
immune o inflamatoria; un 12% estaven relacionades amb 'adhesié cel-lular; un 7.4%
estaven relacionades amb el metabolisme del colesterol; 4 proteines relacionades amb
el creixement cel-lular i angiogenesi identificades totes elles en tumors disseminats.
Destacar que 16 dels 67 biomarcadors (9%) eren proteines de la familia de les
immunoglobulines.

Quasi la meitat dels marcadors identificats (43%) ja s’havien relacionats anteriorment
amb altres cancers i amb CHC, un 34% dels marcadors s’havien relacionat en altres
cancers pero no en CHC, un marcador (1%) s’havia relacionat amb CHC i 21% dels
marcadors no s’havia vist mai relacionat mai amb cancer (Figura 31_b) .

Un dels biomarcadors identificats va ser 'AFP (BM#177), tant en I'analisi quantitativa
com qualitativa, ja que no es va detectar el biomarcador ni en mostres de pacients sense
tumor ni en mostres de pacients amb CHC inicial. Per tant, seria un marcador que
actuaria com a control de la técnica aplicada ja que es correlacionarien els seus nivells

plasmatics amb el nombre d’espectres detectats per protedomica.
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a)
Aparell de
. COMPONENT CEL.LULAR
Golgi
1%
Nucli
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b) RELACIO DELS BIOMARCADORS
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No relacionat CHC
en cancer 2%
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Figura 31: Distribucié dels potencials biomarcadors diagnostic de CHC identificats per tecniques de
proteomica segons el component cel-lular basats en I'analisi de Gene Ontology. b) Estudi del grau de
associacio dels biomarcadors identificats i el cancer segons la base de dades publica PubMed
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Relacionat amb ~ Num
BM#ID Component cel.lular  Gene Ontology Procés Biologic Gene Ontology Funcié Molecular  Vies de senyalitzacié KEGG | CHCi/o altres entrades
cancers PubMed
511 |Membrana plasmatica Senyalitzaci6 intracel.lular Activitat fosfoproteina fosfatasa Altres i CHC 2
351 |Espai extracel.lular Adhesié cel.lular Unid a ions Interaccié MEC-R Altres 2
303 |Citoplasma Proteolisi Unid a ions Altres 8
319 |Membrana plasmatica Adhesio cel.lular Activitat estructural molecular No -
180 |Espai extracel.lular Resposta inflamatoria aguda Unid a ions CHC 1
150 [Citoplasma Organitzacid del citoesquelet Activitat estructural molecular No -
452  |Espai extracel.lular Resposta inflamatoria Activitat lisozima Altres i CHC 20
484 |Membrana plasmatica Adhesi6 cel.lular Unid a ions Altres 40
489  |Espai extracel.lular Proteolisi Activitat peptidasa Altres 1
468 |Citoplasma Metabolisme de fosfolipids Activitat fosfolipasa Altres 2
401 |Espai extracel.lular Adhesio cel.lular Unid a factors de creixement Altres i CHC 16
267 ND ND ND No -
211** |Espai extracel.lular Resposta immune Unid a antigen No -
8%  |Espai extracel.lular Activacio del complement Uni6 a ions Coagulacid i coagulacié Altres i CHC 25
142** [Espai extracel.lular Resposta immune Unid a antigen No -
145** [Espai extracel.lular Resposta immune Uni6 a antigen Altres 1
564 |Espai extracel.lular Regulador produccid citoquines Activitat citoquina Senyal PPAR Altres i CHC 200
144** (Espai extracel.lular Resposta immune Uni6 a antigen Altres 1
340* |Espai extracel.lular Resposta inflamatoria aguda ND Altres i CHC 14
1*¥*  |Espai extracel.lular Resposta immune Uni6 a antigen No =
136* |Membrana plasmatica Receptor de senyals Receptor d'immunoglobulina polimeérica Altres i CHC 50
105%* ND ND ND No -
575 |Citoplasma Regulador senyal proteina quinasa A Uni6 de proteines Altres 1
296  |Espai extracel.lular Adhesié cel.lular Unid a factors de creixement Interaccié MEC-R Altres 20
67 |Citoplasma Organitzacio del citoesquelet Unié a calmodulina Altres 2
294 |Espai extracel.lular Transport de lipids Transportador de colesterol No -
444 |Citoplasma Metabolisme de carbohidrats Activitat GIcNAc Altres 1
488 |Citoplasma Desenvolupament de I'epidermis Activitat estructural molecular No -
472 |Espai extracel.lular Mort cel.lular Uni6 a ions Altres i CHC 28
896 ND ND ND No -
460* |Citoplasma Resposta inflamatoria aguda Uni6 a factors de transcripcid Altres i CHC 63
157 |Espai extracel.lular Metabolisme del colesterol Transportador de lipids Senyal PPAR Altres i CHC 6
101 |Espai extracel.lular Regulador negatiu del catabolisme Activitat inhibicid enzimatica Altres i CHC 12
297 |Espai extracel.lular Adhesio cel.lular Activitat inhibici6 enzimatica Interaccié MEC-R Altres i CHC 29
179 |Espai extracel.lular Resposta immune Activitat de creixement cel.lular Altres 22
305 |Membrana plasmatica Adhesi6 cel.lular Uni6 de proteines Altres i CHC 2000
92 |Citoplasma Regulador de I'hemostasia Unid a ions Altres 90
189 |Membrana plasmatica Metabolisme del colesterol Unid a ions Altres i CHC 200
325 |Membrana plasmatica Desenvolupament de I'epidermis Unid a proteines del citoesquelet Altres i CHC 500
536 |Citoplasma Organitzacid del citoesquelet Uni6 a nucleotids Altres 2
464  |Espai extracel.lular Transport d'oxigen Unid a ions Altres 3
390 |Citoplasma Resposta inflamatoria aguda Activitat antioxidant Altres i CHC 50
16  |Membrana plasmatica Angiogenesi Activitat VEGFR Altres i CHC 170
815 |Espai extracel.lular Regulaci6 negativa d'unid al receptor Uni6 a ions Altres 1
71 |Nucli Metabolisme de monosacarids Activitat lactat dehidrogenasa Altres i CHC 140
847 |Aparell de Golgi Transport de proteines intracel.lular Activitat fosfotransferasa Altres 1
154  |Espai extracel.lular Metabolisme del colesterol Transportador de lipids Senyal PPAR Altres i CHC 22
309 |Citoplasma Desenvolupament de I'epidermis Activitat estructural molecular Altres i CHC 26
155 |Espai extracel.lular Metabolisme del colesterol Transportador de lipids Altres 12
174 |Espai extracel.lular Metabolisme proteic Activitat hormonal No =
247 |Citoplasma Regulador de la transcripcid Uni6 a proteines del citoesquelet Altres i CHC 60
526 |Espai extracel.lular Metabolisme del colesterol Transportador de lipids Altres 2
724 |Citoplasma Resposta a estimuls hormonals Activitat peptidasa Altres i CHC 70
165 |Espai extracel.lular Resposta immune adaptativa Unid a ions Coagulacid i coagulacio No -
333* |Espai extracel.lular Regulador del creixement cel.lular Unid a factors de creixement Altres i CHC 400
395 |Espai extracel.lular Migraci6 cel.lular Unid a ions Altres 26
374 |Membrana plasmatica Resposta immune adaptativa Unid a col.lagen Altres 100
549 |Espai extracel.lular Adhesié cel.lular Unid a ions Altres i CHC 180
48 |Citoplasma Organitzacio del citoesquelet Uni6 a proteines del citoesquelet Altres i CHC 14
321 |Membrana plasmatica Resposta immune Receptor de virus Altres i CHC 60
436 |Citoplasma Resposta immune Uni6 a proteines No -
76 |Espai extracel.lular Coagulacié sanguinia Unid a ions Coagulacid i coagulacié Altres 4
459 ND Metabolisme de I'ADN Uni6 a peptids No -
220 |Espai extracel.lular Coagulacié sanguinia Unid a ions Coagulacid i coagulacié Altres 3
177  |Espai extracel.lular Regeneracio organica Unid a ions Altres i CHC 6000
327 |Membrana plasmatica Regulador del creixement cel.lular Unid a col.lagen Interaccié MEC-R Altres i CHC 5000
100 |Espai extracel.lular Regulador de la proliferacié cel.lular Activitat inhibicid enzimatica Altres i CHC 350
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Figura 32: Heatmap en que es representen els espectres totals de les 67 proteines identificades
com a potencials marcadors de CHC. Es van identificar 31 potencials biomarcadors diagnostic
preco¢ de CHC, 27 a partir de I'analisi quantitativa i 4 marcadors addicionals a partir de I'analisi
qualitativa (ressaltats en verd subratllats). A més, es van identificar 42 potencials marcadors de
disseminacié tumoral, 40 a partir de I'analisi quantitativa i 5 a partir de I'analisi qualitativa
(ressaltats en verd subratllats), 3 dels quals ja identificats quantitativament. Sis de les proteines
es van identificar paral-lelament com a marcadors diagnostic inicial i com a marcadors de
disseminacié tumoral. S’especifica la diferencia d’abundancia entre mostres i la representacid
de la proteina en cada grup de mostres expressat en %. En el cas que la representacid fos 0%,
per tal d’expressar una diferencia numerica es va multiplicar el valor maxim i minim per una
constant per tal de substituir el valor 0. Es detallen les caracteristiques de cada proteina
(component cel-lular, procés biologic i funcid molecular). S’especifica per cada proteina la seva
relacié amb cancer en general i especificament amb CHC segons les referéncies bibliografiques
trobades al PubMed. Les proteines ressaltades en vermell i (*) sdn els potencials biomarcadors
escollits per validar la seva concentracié plasmatica per la tecnica d’ELISA. Les proteines
ressaltades en lila (**) son de la familia de les immunoglobulines. GIcNAc: alfa-N-
acetilglucosaminidasa. ND: no disponible. Els noms de les proteines no s’especifiquen degut al
fet que els presents resultants estan en vies d’ésser patentats.

4.3.2 Validacié de potencials biomarcadors plasmatics per ELISA

Dels biomarcadors identificats a partir de I'estudi del perfil proteomic del plasma per
HPLC-MS/MS, la present tesi inclou els resultats de la validacié per la técnica d’ELISA de
5 d’aquests biomarcadors. L’ELISA és una tecnica complementaria, més facil d’aplicar de
manera rutinaria, menys costosa i més sensible per determinar els nivells plasmatics dels
biomarcadors. La validacié es va realitzar utilitzant els mateixos pacients analitzats per
la técnica protedmica (Taula 10). Es van escollir els biomarcadors en funcié de diferents
caracteristiques: significacid estadistica; abundancia diferencial i representacié en les
mostres analitzades; identificacié anterior de la proteina en cancer i/o CHC tant en teixit
com en plasma; disponibilitat comercial de I’anticos; funcié de la proteina. Els resultats

de I'ELISA dels diferents biomarcadors es mostren a la figura 33.



Biomarcadors diagnostic de CHC

Biomarcadors de
disseminacio tumoral

a)

b)

p<O,O1PI§§‘R
0.0005- ﬁ 0.0020-
v

§-0004+ ¢ p<o 05 0.0015-
° v
6.0003- v

2 a 0.0010-
6.0002- A
[2
E 0001 ,} 0.0005-

' = F 3 +
0.0000--epe—Sla— r —S—e—--4— 0.0000-

FA FC BR @lc-@c-a S CIR CHC- CHC-a
<0,003 p=0,058
28 <0,053 60-

3 A

£ 200

§ <0,015 A a4

23 1504 -

2% ° .-y u

3

£ £ 1004 (34

£ 100 °® 1%. Ak 20 —Eé _E_ i 10004

£ 504 *Tee Syt .

o

CIR CHC-i CHC-a CIR CHC-i CHC-a

BM#340

orm2 espectres

P

[ )
+
A
PR e gea
p=0,733

BM#008

masp2 espectres

0.0006-
p<0 05 ns

0.0004-
00
0.0002- _'}
1S4

0.0000-
R C-i -a
kS x\a'c SR Qi goe

p=0,941

600+

400+

200+

l.‘.lIR @ﬁc - thc-a

o

6%R QSIC -i Ct}E-a

BM#333

0,0004
p<0,01
0,0003
0,0002 ns
0,0001
0,0000
SA  HC CIR CHC-i CHC-a
<0,022
2000+ <0,001
1500+
1000+
AA
500{ _® o '
| ewmge AEEL
CIR CHC-i CHC-a

Figura 33. a) Representacid quantitativa de I'abundancia d’espectres en plasma de 5 blomarcadors identificats per proteomlc?a seleccionats per validacié amb la tecnica
d’Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). La diferéncia significativa (p<0.05 o p<0.01) de I'abundancia d’espectres es va establir amb el metode bioestadisitc Spectral
Index entre els grups analitzats. Tal com es mostra, els primers quatre biomarcadors (BM#136, BM#469, BM#340, BM#008) es van identificar com a potencials biomarcadors
diagnostic de CHC inicial al presentar una diferéncia significativa d’abundancia entre mostres de pacients cirrotics Child Pugh A sense tumor vers pacients cirrotics Child Pugh A
amb un tumor inicial. En canvi, el BM#333 es va identificar com a potencial biomarcador de disseminacié tumoral de CHC al presentar una diferencia d’abundancia significativa
entre mostres de pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC avancgat i disseminat vers pacients cirrotics Child Pugh A amb CHC inicial sense factors de recidiva tumoral a la peca
quirurgica. b) Representacié quantitativa de les concentracions plasmatiques per la tecnica d’ELISA dels 5 biomarcadors identificats per proteomica i seleccionats per validar
els nivells plasmatics. Tal com es mostra, es van validar els nivells plasmatics del BM#136 observant un increment de les concentracions del marcador entre mostres de pacients
cirrotics sense CHC i amb CHC en diferents estadis tumorals. Cal destacar que el BM#469 va mostrar una tendencia (p<0.058) d’increment de concentracié entre mostres de
pacients cirrotics sense CHC i pacients cirrotics amb CHC. A més, es va validar el BM#333 demostrant un augment de la seva concentracié plasmatica en pacients amb CHC
disseminat vers pacients cirrotic sense CHC o amb CHC inicial, resultats similars als obtinguts per protedomica. Els noms de les proteines no s’especifiquen degut al fet que els
presents resultants estan en vies d’ésser patentats.
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4.3.2.1 Validacio de putatius biomarcadors diagnostic inicial de CHC

En concret, es van validar 5 putatius biomarcadors diagnostic, tots ells identificats a
I'analisi quantitativa. Un d’aquests, del biomarcador BM#136, va mostrar
concentracions plasmatiques estadisticament més elevades en pacients amb CHC
(inicials i avangats) que en pacients cirrotics sense CHC 117.1 + 41 vs 71 + 24.8 ng/mL
(p<0.003), respectivament. A més, les concentracions plasmatiques van ser més
elevades en pacients amb CHC avancgat que en CHC inicial que en pacients cirrotics sense
CHC (mitja + DE): 145.4 + 57.8 ng/mLvs 101.3 + 16.7 ng/mL (p<0.053) vs 71 + 24.8 ng/mL
(p<0.015), respectivament (Figura 37). Quan es va comparar el grup de pacients amb
CHC (inicial i avangat) amb el grup de pacients cirrotics sense tumor, la corba ROC pel
BM#136 va mostrar un punt de tall optim de 91.50ng/mL (area sota la corba 0.873,
sensibilitat 92.9% i especificitat 77.8%).

Es interessant senyalar que per aquest biomarcador es van estudiar els nivells en 14
mostres aparellades sense i amb tumor procedent de 7 pacients (Figura 34). El temps
mig entre la inclusié del pacient a I'estudi (Grup “cirrosi”) i el diagnostic de CHC va ser
de 25.38 mesos de mitja amb un rang de 12 a 42 mesos. Com es pot veure a la figura
36, els nivells plasmatics del biomarcador augmentaven en 4 de 7 pacients amb
I’aparicié del CHC (fold change 1.3-2.1). Tres de 7 dels pacients amb CHC presentaven
nivells superiors de concentracio al punt de tall optim segons corba ROC de 91.5 ng/mL.
Destacar que el pacient que presentava nivells inicials > 91.5 ng/mL se li va detectar el
CHC en el menor temps de seguiment de la série (12mesos), dada que podria fer sospitar
de la possible presencia del tumor en la primera mostra tot i no detectar-se per
tecniques d’imatge en el control semestral en el programa de cribratge. A banda és
important ressaltar que 3 dels 4 pacients que van presentar valors menys elevats del
marcador al moment del diagnostic del CHC, presentaven un tumor Unic petit menor de
30mm. L’Unic cas amb els nivells més baixos de BM i mida tumoral de 36mm va resultar
ser un tumor amb una molt bona diferenciacié histologica en qué el diagnostic a la peca
quirdrgica no es va poder diferenciar entre un CHC ben diferenciat i una hiperplasia
nodular focal. En canvi, 2 dels pacients que presentaven valors del marcador per sobre
el punt de tall de 91.5 ng/mL van resultar ser multinodulars i/o moderadament

diferenciats.
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Figura 34: Representacié quantitativa dels nivells plasmatics del biomarcador BM#136 obtinguts per la
tecnica d’Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) en mostres aparellades procedents de 7 pacients,
diagnosticats inicialment de Cirrosi (CIR) i que en el transcurs del seguiment de 25.38 mesos de mitja, i
rang: 12-42 mesos se’ls va detectar un carcinoma hepatocel.lular (CHC).

Es van validar la concentracié plasmatica de 4 biomarcadors més de diagnostic inicial
(BM#008, BM#340 i BM#469) pero els resultats obtinguts per protedomica no es van
poder validar amb la técnica d’ELISA (Figura 35). Tot i aix0 el BM#469 va mostrar una
tendéncia positiva d’increment dels nivells plasmatics del marcador en pacients cirrotics

amb tumor en comparacié a pacients cirrotics sense tumor (p<0.058).

4.3.2.2 Validacié de putatius biomarcadors de disseminacié tumoral

Per la present tesi, es va escollir validar dos biomarcadors de disseminacié de CHC
identificats a partir de [l'analisi quantitativa. En concret, es van estudiar les
concentracions del biomarcador BM#333 amb ELISA en les 9 mostres de cirrotics sense
tumor vers 15 mostres de pacients amb CHC, observant una diferéncia de
concentracions estadisticament més elevades en pacients amb CHC (inicials i avancats)
que en pacients cirrotics sense CHC 716.7 + 440.8 ng/mL vs 399.8 + 61.8 (p<0.022),
respectivament. A més, concentracions plasmatiques van ser més elevades en pacients
amb CHC avangat que en CHC inicial i que en pacients cirrotics sense CHC (mitja + DE):
1124 + 423 ng/mL vs 445.1 + 144.1 ng/mL (p<0.001) vs 399.8 + 61.8 ng/mL (p<0.31),
respectivament (Figura 37). Quan es va comparar el grup de pacients amb CHC (inicial i
avancat) amb el grup de pacients cirrotics sense tumor, la corba ROC pel marcador
BM#333 va mostrar un punt de tall optim de 442 ng/mL (area sota la corba 0.785,
sensibilitat 80% i especificitat 88.9%).

A més, també es va estudiar per ELISA el marcador BM#460 pero els resultats obtinguts

no van ser valorables.
102



DISCUSIO






DISCUSIO

5 DISCUSIO

El present treball de tesi ha permes identificar un panell de nous biomarcadors
plasmatics de CHC, mitjancant I’'analisi protedmica de 30 mostres de plasma procedents
de individus amb diferent grau de dany hepatic. Aquests potencials biomarcadors
podrien tenir aplicabilitat diagnostica després de la seva validacié en una serie més

amplia de pacients.

La tecnica d’analisi global de tot el conjunt de proteines per espectrometria de masses,
préevia separacié amb cromatografia liquida (HPLC-MS/MS) utilitzada en la present tesi,
és una tecnica d’alta sensibilitat que proporciona una gran quantitat d’informacié. A
diferencia de la major part d’estudis que seqliencien directament la mostra
deplecionada al HPLC-MS/MS?°1-203 metodologicament en el present estudi s’ha
realitzat un pas addicional previ a I'analisi per HPLC-MS/MS. Aquest pas ha consistit en
el fraccionament del plasma ja deplecionat de 20 proteines majoritaries mitjancant una
electroforesi desnaturalitzant de poliacrilamida, la qual ha permeés I’analisi de diferents
fraccions de proteines plasmatiques separades per pes molecular. Aquest pas assegura
una major resolucié en la posteriors seqlienciacio peptidica ja que evita la seqlienciacié
majoritaria de proteines grans en relacié a les proteines petites. Per tal d’homogeneitzar
la variabilitat experimental que comporta aquest pas previ, es va dissenyar un motlle de
0.3x1.6cm que permetia analitzar la mateixa area de gel electroforetic en totes les
mostres. Aquest tipus de pre-fraccionament per electroforesi unidimensional es sol
utilitzar per comprar diferents mostres i poder identificar les bandes de proteines
diferencials, una vegada es tenyeix el gel amb diferents tipus de colorant. Les bandes de
proteines que mostres diferéncies d’intensitat significatives s’analitzen individualment
per tal de detectar les proteines diferencials entre mostres!86:204-206,169 'En canvi, en el
cas d’aquest projecte, s’ha analitzat la major part del perfil proteic de cada mostra extret
amb el motlle, i no només les bandes de proteines diferencials. Aquesta estratégia és
molt poc utilitzada ja que comporta una gestid i analisi d’'un elevat nombre de proteines
totals, per aixo pocs grups I'apliquen en els seus estudis, a destacar Unicament 2 estudis

publicats!89297, Es interessant senyalar que s’ha obtingut un rendiment de proteines
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identificades per mostra de 235 proteines de mitja, resultat comparable en nombre total
de proteines amb la resta de dades publicades utilitzant técniques similars?0%:203207  Arg
bé, els proteines identificades es localitzen en un rang de pes molecular entre 0.2 i 780
KD per tant, la tecnica ha permeés identificar proteines molt petites , en comparacié a
les dades publicades del grup de Tsung els quals detecten proteines fins a 9 kDa2%2. En

la resta de publicacions manca aquesta informacié.

El principal punt a ressaltar d’aquest projecte és I’elevat nombre de mostres analitzades:
27 mostres de plasma de pacients amb diferents graus d’hepatopatia cronica amb i
sense tumor i 3 controls sans sense patologia hepatica. Aquest nombre de mostres és
comparativament superior a la resta de grups que realitzen la mateixa tecnica, ja que
normalment es comparen entre 5 i 15 mostres diferents?°%2%* Per tal d’ampliar la
poblacié d’estudi perd sense augmentar el nombre de de mostres analitzades, hi ha
grups que opten per 'estrategia de comparar grups de mostres formades per la mescla
de moltes mostres individuals (pools), fet que evita coneixer la variabilitat entre
pacients!®9186.207 E| hombre de mostres analitzades en aquest projecte (de 3 a 15
mostres per grup) ha permés tenir una aproximacid mes precisa del perfil proteic en
aquest tipus de pacients. Recentment, s’"han publicat dos estudis amb un nombre elevat
de mostres utilitzant la mateixa tecnica experimental: el grup de Shang et al. que va
comparar 35 mostres (n=17 CHC i n=18 cirrotics) identificant I'osteopontina com a
marcador diagnostic de CHC, que posteriorment s’ha validat en una serie independent
més amplia de 312 pacients'®. Aquesta publicacid, perod, no aporta la informacié del
nombre total de proteines identificades i les caracteristiques de les mateixes. El grup de
Tsung et al. ha fet un estudi proteomic del plasma de dues cohorts extenses
independents de pacients amb i sense CHC (Cohort 1: n=40 CHC i n=49 cirrotics i cohort
2; n=50 CHC i n=56 cirrotics)??2. Aquest grup identifica un total de 269 proteines
seleccionant-ne 21 com a potencials biomarcadors, 11 proteines sobreregulades en CHC
amb una diferéncia d’abundancia de 1.1-1.9 i 10 proteines infraregulades en CHC amb
una diferéncia d’abundancia de 0.5-0.8. D’entre aquestes 21 proteines, el nostre grup
n’ha identificat 5 com a potencials marcadors diagnostic de CHC obtenint resultats no

concordants en tots ells.
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Com estudi en fase | pel desenvolupament de biomarcadors de cancer, és critic el
disseny i la bona seleccid dels grups d’analisi per I'apropiada validesa dels resultats. En
aquest sentit, la seleccié dels pacients de cada grup s’ha fet de manera rigorosa,
homogeneitzant els possibles factors de variabilitat com és I'edat, el sexe, I'etiologia de
la cirrosi i la funcio hepatica. En aquest aspecte, la majoria de grups de treball no tenen
en compte aquests possibles factors de variabilitat dels pacients seleccionats?08:209.210,
no permetent extreure conclusions dels resultats aportats. A més, quan I'objectiu de
I'estudi és la identificaci6 de marcadors de diagnostic precog, és molt important
seleccionar molt bé els pacients amb tumors en estadis inicials i no barrejar diferents
graus de malaltia tumoral. En aquest aspecte, el nostre grup ha seleccionat molt

rigorosament els 9 pacients amb CHC inicial.

El perfil proteic del plasma reflexa el grau de dany hepatic.

Ja queel fetge és el principal organ productor de proteines plasmatiques, és d’esperar
que la seva disfuncio alteri el perfil proteic plasmatic. La protedomica s’ha utilitzat com a
eina per identificar diferencies entre el perfil proteic de pacients amb diferents graus
d’hepatopatia cronica?''=2!4. No obstant, els resultat de la d’aquesta tesi presenten com
a novetat si es compara amb la literatura prévia, que el perfil protedomic del plasma
obtingut reflexa les diferencies del grau de dany hepatic i és capac¢ de separar les
mostres en diferents grups en funcié del grau de disfuncié hepatica en un analisi no
supervisada posant en valor la robustessa dels resultats obtinguts.

A més, indica la importancia de seleccionar acuradament i de manera homogenia les
mostres en base a la funcié hepatica tal com s’ha realitzat alhora de buscar
biomarcadors de cancer, evitant aixi que la variabilitat entre mostres no sigui deguda a

la preséncia del cancer sino per diferencies en la funcié hepatica.

Les diferéncies en el perfil proteic associat a fases inicials de dany hepatic mostren una
activacio de la resposta inflamatoria aguda.

A partir de I'analisi bioestadistica, s’"han identificat 31 proteines diferentment abundants
en pacients amb malaltia hepatica inicial (hepatopatia cronica lleu) i cirrosi compensada
(Child-Pugh A) vers cirrosi descompensada (Child-Pugh B). En concret, I'analisi

d’anotacié funcional mitjancant el programa IPA, ens indica un activacié de la via de
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resposta de fase aguda, en les mostres de pacients cirrotics en comparacié amb mostres
de pacients amb hepatitis cronica. La resposta aguda es produeix davant d’un dany
hepatic i s’inicia una activacio de les cel-lules innates del sistema immune que inclouen
les cél-lules de Kupffer, monocits, macrofags, cél-lules natural killer, cél-lules
dendritiques?®®. Aquesta activacié produeix un increment en el plasma de nombroses
proteines inflamatories tals com la proteina C reativa (PCR), serum amyloid A (SAA),
orosomucoid, o inhibidors de les proteases (l'alfa 1 antitripsina, la alfa 2
macroglobulina), factors de coagulacié (fibrinogen, protrombina, plasminogen),
proteines de transport (haptoglobina, ferritina) i components del complement. Per tant,
en el nostre cas, s’observa aquesta via de resposta aguda activada ja que s’identifiquen
12 proteines de resposta aguda en el perfil proteic diferencial entre pacients amb

diferents graus de dany hepatic.

Les diferéncies en el perfil proteic suggereixen una immunodeficiéncia en pacients

amb cirrosi descompensada.

En una fase de cirrosi avancada al comparar el perfil proteic de pacients cirrotics Child-
Pugh B vers Child-Pugh A, el que s’observa és una disminucié significativa de la
concentracié plasmatica de les 10 (32.3%) proteines relacionades amb el sistema de
immunitarii la resposta inflamatoria. Com s’observa en la figura 27_b de la present tesi,
9 de 10 proteines presenten concentracions plasmatiques inferiors en cirrosi avangada,
excepte una proteina la qual augmenten els valors en comparacié a pacients amb cirrosi
inicial. Aquestes resultats es troben en concordanga amb els obtinguts pel grup de
Melisa Dirchwolf et al. que observen una disminucié del nivell de citocines ( IL-7, IL-10,
IL-12, TNF-a, MCP-1i IFN-c) en pacients amb disfuncié hepatica avancada comparat amb
cirrosi inicial i voluntaris sans?'®, Aquesta observacié ja s’ha descrit préviament a la
literatura?!”?'8, En aquest sentit, es coneix que l'alteracié del sistema immune i
inflamatori en la cirrosi és un procés multifactorial i que avarca diferents fases.
Inicialment el dany hepatic provoca una produccié de productes moleculars resultants
d’hepatocits necrotics que activa el sistema immune causant una inflamacid sistémica
esteril. A banda existeix una citopénia secundaria a I’hiperesplenisme per la hipertensid
portal. Finalment de bactéries i productes bacterians al torrent sanguini procedents de
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la flora intestinal provocat per I'increment de permeabilitat de la paret intestinal, activa
una resposta immune i inflamatoria amb la produccid de nombroses citoquines i
leucocits. Aquesta permanent activacid del sistema immunitari acaba provocant el
desgast del mateix sistema amb la conseqiient disfuncid i immunodeficiéncia entrant en

una fase de “tolerancia a I’endotoxina” 28,

El perfil proteic dels pacients cirrotic amb CHC mostra una activacié de diferent
mecanismes relacionats amb la capacitat tumorogenica de les cél-lules.

Al comparar mostres de pacients cirrotics amb i sense CHC també s’ha vist que
presenten un perfil proteic significativament diferent, observant-se també canvis a
mesura que augmenta I’estadi tumoral, és a dir, en fases de disseminacié tumoral. Tal i
com era d’esperar, el grup de pacients cirrotics amb funcié hepatocel.lular conservada
amb i sense CHC inicial és un grup més homogeni, on les diferéncies en el perfil proteic
no resulten tan evidents, fet que ja s’objectiva a I'analisi no supervisada. No obstant
aixo, I'analisi supervisada aplicant el test bioestadistic Spl si que és capag d’identificar
una llista de 46 proteines diferentment abundants entre els dos grups.

L’analisi d’anotacio funcional mitjancant I'lPA, mostra que els pacients cirrotics amb CHC
presenten una activacié de nou de les proteines de reaccié de fase aguda a més d’una
desregulacié de la produccio d’oxid nitric. En aquest sentit I’'any 1990 ja es va descriure
gue nivells elevats de proteines de fase aguda com la proteina C reactiva es podrien
utilitzar com a marcadors de cancer?'®. Per altra banda, la produccié d’oxid nitric (ON)
també s’ha relacionat amb la inflamacié hepatica i el seu paper en cancer. Es coneix que
una produccié baixa d’ON té un efecte beneficids pel fetge per les seves propietats
antimicronianes, antiapoptosi durant la inflamacié aguda. No obstant aix0, en el context
de la inflamacié cronica del fetge, una quantitat de NO permanentment elevada pot ser
genotoxica i conduir al desenvolupament de CHC?%°,

A més, és interessant senyalar que la principal diferéncia entre el perfil proteic de
pacients cirrotics amb CHC de diferents estadis tumorals, indica una activacié del
sistema LXR/RXR en pacients amb tumors disseminats. Liver X receptors (LXR) sén
receptors nuclears la funcio dels quals és el transport de colesterol, metabolisme de la
glucosa i modulacié de la resposta inflamatoria???22, La cascada LXR/RXR s'ha vist

relacionada com a mecanisme d’evasid del sistema immune, per exemple afectant la
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migracio de les cel.lules dendritiques als organs limfoides, o promovent I'eliminacié de
I'apoptosi per part de les cél.lules dendritiques i els macrofags, d’entre altres
mecanismes??>224, Aquesta capacitat d’evasié del sistema immune afavoreix el
creixement de les cél.lules tumorals i la capacitat metastasica?222>224226_per tant és una
via diana d’interés terapéutic per noves terapies contra el cancer??*. En cancer, s’ha
relacionat aquest sistema per exemple en cancer de prostata??’:2%%, perd mai s’havia

descrit anterioement en CHC.

A banda, es va estudiar si les diferencies en les proteines plasmatiques es trobaven
regulades per un mateix factor. Aquest és un analisi que es sol utilitzar en bases de dades
omiques a nivell de teixit o cél-lula per identificar els factors oncogénics que actuarien
upstream de les vies de senyalitzacié intracel-lular (upstream regulators) i que serien les
responsables del fenotip d’'una cél.lula maligne com ara la proliferacié sostinguda,
I'evasié de mecanismes supressors del creixement, la resisténcia a la mort cel-lular,
induccid6 de I'angiogénesi, l'activaci6 de mecanimes d’invasié i metastasi, la
reprogramacié del metabolisme energeétic i/o la evasid del sistema immune?2.

Es interessant assenyar que aquest analisi no identifica cap upstream regulator en els
perfils proteics de mostres plasmatiques procedents de pacients sense cancer com sén
els individus sans o bé els pacients amb HC o cirrosi sense CHC. Per contra, si que s’ha
identificat una possible activacié d’oncogens en el plasma de pacients amb CHC en
diferent estadis. S’ha predit I'activacié de I'oncogen MYC. L’activacié d’aquest oncogen
es deu a diferents mecanismes com el de I'amplificacié génica o per alteracions
epigenetiques que augmentarien la seva expressidé genica, i aportarien a la cel-lula
tumoral la capacitat de proliferar descontroladament. L’activacié de MYC s’ha descrit
ampliament en cancer i sobretot relacionat amb un pitjor pronostic?2>=232, També és
interessant senyalar que la activacié de 'oncogen MYC s’ha relacionat amb el pronostic
de CHC?0233.234235 ghservant una diferéncia significativa en la seva amplificacid en
tumors multinodulars, tumors disseminats i en recidives tumorals 3%, Aquests resultats
estan en concordanga amb els resultats obtinguts en aquesta tesi en la qual es veu que
els casos més agressius de CHC tindrien activat I'oncogen MYC, fet que som capacos de
veure, de manera indirecta, segons les proteines alliberades pels CHC avancats en el

torrent sanguini.
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A banda de MYC, s'observa també I'activacié d’altres upstream regulators en mostres
procedents de pacients amb CHC avancat. Un d’aquests, és el factor de creixement
vascular Vascular Endotelial Growth Factor (VEGF). Aquesta és una proteina
senyalitzadora implicada en la vasculogenesi (formacié de novo de sistema circulatori) i
en la angiogenesi (creixement dels vasos sanguinis preexistents). El gen d’aquesta
proteina és critic en el desenvolupament tumoral, ampliament descrit en CHC?36237, A
més s’ha correlacionat tant I'increment d’expressid tissular del VEGF com els nivells
elevats en sérum amb una major agressivitat tumoral, major disseminacié i pitjor
pronodstic en CHC?3%23°, Novament els nostres resultats obtinguts sén concordants amb
la literatura ja que s’ha predit I'activacié d’aquest factor a partir de les proteines
presents en el plasma de pacients amb CHC disseminat. A més, aquest gen és interessant
ja que s’ha proposat com a diana terapeutica amb I'objectiu d’inhibir la supervivencia
tumoral al inhibir la neoangiogénesi, per exemple sent una diana del Sorafenib, d’entre
altres tractament proposats'®>24°, A banda de MYC i VEGF, també s’observa una
activacioé del factor de creixement dels hepatocits Hepatocyte growth factor (HGF) que
és un potent mitogen dels hepatocits, Unic lligant del receptor de HGF (c-MET). La sobre
activacié de c-MET indueix el trencament intercel-lular promovent la migracid cel-lular i
per tant la progressié tumoral i metastasis?#%242, S’ha observat la sobreexpressio de c-
MET en teixit tumoral CHC vers teixit no tumoral 2*3, i la seva inhibicié és un atractiu
terapéutic per la disminucié de proliferacié, migracié i invasié tumoral®**. El factor
nuclear 1 alfa dels hepatocits (HNF1A) també conegut com HNF1 homeobox A, és
un factor de transcripcié que presenta uns nivells elevats d’expressié en el fetge i esta
implicat en la regulacié de varis gens especifics. Hi ha evidencia del paper que juga
HNFla en el desenvolupament del CHC, per exemple, s’ha vist que HNFla esta
sobreregulat en teixit no tumoral el qual desenvolupa CHC ben diferencials, tot i que la
seva expressio declina altra vegada en CHC agressius mal diferencials?*°. El grup de Shim
et al. va observar que una activacié HNFla peritumoral es correlacionava a una recidiva

precoc de CHC postreseccid quirtrgica*®.

Per tant, com es pot resumir, les proteines presents en plasma de pacients cirrotics amb
CHC avangat prediuen I'activacio de 4 gens relacionats amb la capacitat tumorogénica

de les cél-lules: capacitat proliferativa (myc), neoangiogénesi (VEGF), migratoria i per
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tant metastatica (HGF) i capacitat reguladora de transcripcié génica (HNF1A). Aquests
gens estarien actuant en les diferents vies hallmarks en cancer, capacitats adquirides de

les cél-lules tumorals per la seva supervivéncia, proliferacié i invasio??.

Es important assenyalar que tots ells ja s’han descrit a la literatura com a alterats en
CHC i han estat estudiats com a potencials dianes terapeutiques pel control de la

progressid tumora|?34243,245.247

Identificacio de potencials biomarcador diagnostic de CHC

La falta de marcadors serologics pel diagnostic precog del CHC dificulta el seu diagnostic
en un estadi inicial en el qual es poden aplicar terapies curatives que allarguen la
supervivencia dels pacients. Per aquest motiu és tan important la cerca de biomarcadors
gue en ajudin a detectar el tumor en un estadi inicial.

Després d’estudiar el perfil proteic de cada grup de mostres de I'estudi i contrastar la
validesa dels resultats amb el que esta descrit a la literatura, s’ha seleccionat de manera
homogenia un subgrup de mostres per tal d’identificar potencials biomarcadors de CHC
tan d’estadi inicial com d’estadi avancat amb malaltia disseminada. Al comparar
pacients cirrotics sense tumor amb pacients cirrotics amb tumor inicial, amb la mateixa
funcidé hepatica, s’han identificat diferencies significatives en els nivells plasmatics de 54
proteines, de les quals 27 es trobaven representades en més del 50% del grup enriquit i
en una abundancia de més del doble (17 enriquides en el grup de pacients cirrotics sense
tumor i 10 enriquides en el grup de pacients amb CHC inicial). Tot i que a I'analisi no
supervisada aquests dos grups de mostres formessin un conglomerat homogeni, ja
esperable per la semblanca de les mostres a nivell patologic, els resultats de I'analisi
protedmic ha demostrat unes diferencies d’abundancia elevades (més de 2 vegades
entre les proteines diferentment enriquides). Aixo es pot explicar per I'alta sensibilitat
de la tecnologia utilitzada. En concret, s’ha observat que la majoria dels marcadors
enriquits en tumor inicial estan relacionats amb la resposta immunitaria i inflamatoria
(32%). Per la present tesi, s’han estudiat els nivells plasmatics de 5 dels 27 (18.5%)
marcadors seleccionats amb la técnica complementaria Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA). En concret, nivells plasmatics més elevats del biomarcador BM#136 i el

BM#469 es van observar en mostres de pacients amb CHC en comparaciéo amb mostres
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de pacients cirroti sense CHC. El BM#136 es tracta d’una proteina de secrecid
sintetitzada per les cel-lules epitelials, ubicada a la membrana plasmatica, relacionada
amb la funcié d’immunitat innata. El resultat de I'ELISA clarament valida el resultat
obtingut en I'estudi protedmic i mostra que els nivells plasmatics del BM#136 sén
significativament i progressivament més elevats en pacients amb CHC inicial i disseminat
en comparacid amb pacients sense tumor. A nivell de CHC hi ha dos estudis que
correlacionen positivament I'expressié del BM#136 amb la capacitat invasora i pitjor
pronostic en mostres de teixit de CHC. Aixi mateix s’ha observat I'expressié d’aquest
marcador en altres cancer com colon, esofag, pulmdé sempre relacionat amb mal
pronostic. Per contra no s’ha trobat cap article on s’hagin estudiat els nivells d’aquest
biomarcador en plasma. Es interessat destacar pero, la potencial capacitat diagnostica
preco¢ del BM#136 objectivada en els resultats obtinguts a partir de mostres
aparellades. En aquest sentit, s’"ha observat com els nivells plasmatics dels marcador
augmenten amb I'aparicio tumoral, i en un 43% dels pacients per sobre del punt de tall
de 91.5ng/mL identificat a partir de les corbes ROC, correlacionant-se els nivells
plasmatics amb la mida tumoral i la multinodularitat. Aquesta capacitat diagnostica

preco¢ no s’ha descrit anteriorment en altres cancers ni en CHC.

Referent al marcador BM#469 és interessant senyalar que tot i que la diferéncia
d’abundancia entre pacients cirrotics amb i sense CHC no va ser estadisticament
significatiu, la tendéncia observada és prou evident com per tenir en compte aquest
biomarcador en una fase posterior d’estudi en una amplia cohort de mostres. Aquest
biomarcador es tracta d’una proteina de secrecid, involucrada en la resposta
immunitaria innata i que s’ha descrit relacionada en diferents cancers per exemple
colon, pancreas, prostata. En CHC, s’ha descrit una correlacié positiva de I'expressio
tissular amb un pitjor pronostic pero no s’han estudiat els seus nivells plasmatics en CHC.
Per contra, si s’han observat nivells elevats d’aquest marcador en sang en pacients amb

cancer colorectal comparat en poblacié sana.
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Identificacio de potencials biomarcadors pronostic de CHC

Pels pacients amb una malaltia avangada, la identificacido de biomarcadors metastasics
poden ajudat a detectar estadis inicials de la disseminacié tumoral, predir la probabilitat
de recidivai els lloc de metastasi. Aquests marcadors poden identificar-se en sang, altres
fluids biologics i poden ser dianes de tractament. Per aix0, els biomarcadors detectats
en sang tenen l'avantatge de ser minimament ninvasius i poden facilitar la terapia
personalitzada en els diferents estadis de malaltia. En I'analisi protedomica s’han
identificat també possibles marcadors de malaltia disseminada comparant pacients amb
CHC d’estadi inicial (BCLC O/A) vers pacients amb tumor avancat i disseminat (BCLC B/C).
En aquest cas, s’han seleccionat les mostres de manera rigurosa, mostres d’aquells
pacients amb CHC inicial dels quals es disposava la pe¢a quirdrgica que descartava la
presencia de satel.litosi o invasio vascular, factors de recidiva tumoral, o en altre cas
aquells pacients els quals tenien un seguiment lliure de malaltia major a 24 mesos.
Aquesta seleccié intenta assegurar la puresa del grup catalogat com CHC inicial. En el
present estudi s’han identificat 46 potencials biomarcadors de malaltia disseminada, 40
dels quals es troben en més del 50% de les mostres i en més del doble de vegades en el
grup enriquit. Finalment s’ha acotat el nombre de candidats a 36 proteines diferencials
enriquides en tumor avancat identificades a partir de I'analisi quantitativa i qualitativa.
En la present tesi s’han estudiat dos d’aquest biomarcadors per la tecnica d’ELISA: el
BM#333 i el BM460. S’han validat els nivells plasmatics del BM#333, observant uns
nivells elevats altament significatius del marcador entre mostres de CHC inicial i CHC
avancat. Aquest biomarcador és una proteina de secrecio, involucrada en la regulacié
del creixement cel-lular, extensament descrita en la proliferacid i invasié de multiples
tumors, per exemple cancer gastric, pulmonar, mama, inclds el CHC, tant en teixit com

a nivell plasmatic.

Es important també destacar que el 55% de proteines identificades en el nostre analisi
no s’han descrit anteriorment en CHC. Gracies als resultats obtinguts disposem

actualment d’un elevat nombre de dades a explorar en futures investigacions.

La present tesi s’enmarca dins un projecte més ampli en el qual s’esta validant un

nombre més nombrés de biomarcadors de CHC. Al final d’aquest projecte es preveu

114



DISCUSIO

definir un panell de biomarcadors plasmatic diagnostic de CHC aixi com un panell de
biomarcadors pronostic que permetin identificar els pacients amb més risc de recidiva

després de la reseccio quirdrgica.

Els nivells plasmatics dels 3 biomarcadors validats per ELISA en la present tesi, estant ja
sent validats en una cohort més amplia de pacients cirrotics amb i sense tumor,
rigurosament seleccionats a partir de la col-lecci6 de mostres biologiques que s'ha
establert durant I'execucié de la present tesi. La col-leccié de mostres biologiques,
establerta pel grup d’oncologia hepatica Liver Oncology Group (LOG) del IGTP comprén
més de 400 mostres de plasma que estan ben anotades amb dades demografiques,
cliniques i anatomopatologies i que ha estat actualitzada al llarg dels 5 anys des de l'inici
d’aquesta tesi. Es important destacar que la col-leccié inclou un I'elevat nombre de
mostres de pacients amb CHC incials, és a dir, ndduls Unics de <2cm (n=30), per tal de
poder validar els biomarcadors diagnostic. A més, un dels objectius futurs seria
investigar si en pacients que al llarg del seguiment han presentat metastasis, i en el
moment que se va prendre el plasma no tenien metastasis ni trombosi popal, analitzar
la preséncia d’aquests factors per valorar la seva capacitat pronosticsa de malatia. | en
el cas de pacient operats o tractats amb tractament curatius que recidiven, com que
disposem de plasma en el moment de la resposta completa i en el moment de la recidiva,
analitzar la preséncia d’aquests biomarcadors potencials pronostic. Afegir que el grup
LOG disposa també d’una col.lecci6 de mostres de teixit tumoral tant fresc com
parafinat, que permetra I'estudi d’expressié dels diferents biomarcadors identificats en

plasma en mostres tumorals.

En resum, la present tesi ha permes identificar un perfil proteic plasmatic especific i
robust pels diferents graus de dany hepatic aixi com biomarcadors de CHC mitjangant
I'aplicacié de tecniques de proteomica d’alt rendiment. Per una banda, I'estudi dels
diferents perfils obtinguts ens ha permeés identificar diferents sistemes i vies de
senyalitzacié desregulats segons el tipus d’hepatopatia que permetran entendre millor
els processos biologics que es troben associats a la malaltia hepatica i dissenyar noves

estrategies terapeutiques. Per altra banda, un cop validats els possibles biomarcadors
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identificats de CHC d’estadi inicial i d’estadi disseminat en una cohort més amplia de
mostres, a partir de la col-leccié de mostres establerta al llarg de la present tesi, creiem
gue es podrien utilizar per millorar el maneig clinic del pacient amb CHC. Tant per
detectar la malaltia en un estadi preco¢ quan encara és possible aplicar tractaments
curatius com detectar aquells casos amb elevat risc de recidiva. Es important assenyalar
gue donat que s’estan duent a terme els tramits per garantir la proteccié intel-lectual
dels resultats generats en la present tesi, no ha estat possible revelar el nom dels

biomarcadors.
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6 CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts a partir dels estudis que formen aquesta Tesi Doctoral ens

permeten arribar a les seglients conclusions:

Mitjancant I'aplicacié d’'una metodologia proteomica d’alt rendiment que inclou deplecio,
fraccionament electroforétic i HPLC-MS/MS és possible distingir diferents perfils proteics
del plasma de pacients segons el seu grau de dany hepatic, diferenciant individus sans de
pacients amb hepatitis cronica, cirrotics amb funcié hepatica preservada (Child Pugh A),

cirrotics amb disfuncié hepatica (Child Pugh B) i cirrotics amb CHC.

Les diferéncies en el perfil proteic associat a fases inicials de dany hepatic mostren una
clara activacio de la via de reaccié de fase aguda, resposta del fetge davant un estimul

inflamatori.

El perfil proteic del plasma de pacients amb cirrosi i funcié hepatica compromesa permet
observar una immunodeficiencia del sistema immunitari i inflamatori secundaria al

desgast del mateix sistema per la inflamacio perllongada.

La comparativa del perfil proteic de pacients cirrotics amb i sense CHC, mostra una
activacio de la via de reaccié de fase aguda i de produccid de I’0xid nitric en pacients amb

cancer.

A mesura que evoluciona la malaltia hepatica inflamatoria, s’observa una desregulacié del
sistema LXR/RXR, el qual es troba significativament actiu en pacients cirrotics amb CHC

disseminat.

Les proteines plasmatiques presents al plasma de pacients cirrotics amb CHC amb
disseminacié extrahepatica indiquen la clara activacié de I'oncogen MYC, dels factors de
creixement VEGF i HGF i de dos factors de transcripcié (HNF1A i CEBPA) que es troben

relacionats amb la capacitat proliferativa, de neovascularitzacié i migratoria de les
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cél-lules tumorals, capacitats necessaries pel creixement i disseminacié de les cél-lules

malignes.

L'analisi bioestadistica de les dades proteomiques obtingudes per HPLC-MS/MS
mitjancant Spectral Index ens ha permés identificar 31 proteines associades a diferents

graus de dany hepatic, hepatitis cronica, cirrosi Child Pugh A i B/C.

La comparacido del perfil proteomic de pacients cirrotics amb CHC d’estadi inicial
(BCLCO/A) i el de pacients cirrotics amb CHC disseminat (BCLC B/C) ha identificat un panell

de 67 biomarcadors de diagnostic preco¢ de CHC i de malaltia disseminada.

Un 34% dels biomarcadors identificats s’han descrit relacionats amb cancer perd no en
CHCiun 21% d’aquests no s’havien associat amb neoplasies anteriorment. El45% restant
s’han descrit relacionats amb CHC, demostrant la validesa i utilitat de la metodologia

aplicada.

Dos de 5 (40%) biomarcadors de CHC identificats per HPLC-MS/MS, un de diagnostic
preco¢ (BM#136) i un de malaltia disseminada (BM#333), es van validar amb la técnica

ELISA.

L’analisi dels nivells plasmatics del biomarcador BM#136 en el seguiment de 7 pacients
cirrotics mostra un increment dels nivells de la proteina en el moment de I'aparicié del
CHC en 4 casos (57%), observant-se una relacié entre I'aparicioé del tumor i I'increment
dels nivells del biomarcador en plasma i suggerint una possible aplicacié en el diagnostic

precog del CHC després de la seva validacié en una cohort més amplia de pacients.
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