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1. INTRODUCCIO

1.1. Epidemiologia general del cancer colorectal

Els cancers de colon i recte son la segona neoplastia maligna més freqiient al mon occidental,
essent for¢ca comuna al Nortoest d"Europa, Ameérica del Nord i altres zones anglo-saxones, i poc
freqiient a 1"Africa, Asia i algunes parts de Sudamérica (Berg JW et al., 1974). Encara que les
neoplasties malignes de pulmé i mama siguin les més freqiients en els sexes masculi i femeni
respectivament, 1’adenocarcinoma de colon i recte és la neoplastia interna més freqiient que
afecta a ambdos sexes alhora, i per tant, la primera causa de mort per cancer als paisos
occidentals. Son cancers caracteristics dels paisos desenvolupats, en els quals s’observa un
increment lent perd constant en la seva incidéncia. Donat que una de cada vint persones
desenvolupara cancer de colon, es tracta d’un problema de salud publica important.

Afecta per igual a homes i dones. Del conjunt del cancer colorectal en els homes, el de colon
representa el 60%. En les dones, el de colon representa el 70%. Per tant, el cancer de colon es
dona amb més freqliéncia relativa en les dones que en els homes. Aquest cancer presenta una
major incidéncia en les arees urbanes respecte de les rurals, tant en homes com en dones. L’edat
més freqiient de presentacié del cancer colorectal és entre la cinquena i setena décades de la
vida, situant-se en el nostre territori I’edat mitjana d’incidéncia al voltant dels 68 anys en els
homes i dels 70 anys en les dones. La distribuci6 per edats €s similar en ambdds sexes fins els
60 anys. A partir d’aquesta edat, continua creixent en el grup d’homes mentre que en les dones
s’estabilitza. A mesura que el risc de cancer colorectal en un territori augmenta, el cancer de
colon augmenta la seva freqiiéncia distanciant-se del de recte. En el sexe masculi, el cancer de
colon i recte representen el 8.2% 1 el 5.5% del conjunt de les neoplasies excloent la pell. En les

dones, aquests dos cancers representen el 10.5% i el 4.4% de les neoplasies respectivament.
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1.2. Patrons especifics de presentacio del cancer colorectal

El cancer de colon pot ser esporadic, heredat o familiar. La forma esporadica representa al
voltant del 70% de carcinomes colorectals a la poblacio.

Menys del 10% de malalts tenen una predisposicio hereditaria pel cancer de colon. Entre
aquestes sindromes de caracter genetic s’inclouen aquelles en que 1’aparicié de polips son un
tret esencial i aquelles que cursen sense poliposi. Pertanyen al primer grup la poliposi
adenomatosa familiar (APC) i les sindromes amb polips hamartomatosos. Entre les segones
citarem el cancer de colon hereditari no poliposi (HNPCC o sindrome de Lynch) de tipus [ i de
tipus II.

El tercer i pitjor conegut tipus de cancer de colon és aquell en el que dins d'una familia, el
cancer es presenta amb una freqiiéncia superior a la del carcinoma considerat esporadic pero no

encaixa perfectament amb el concepte de sindrome familiar.

1.3. Etiopatogénia del cancer colorectal

En I’etiologia i patogénia de 1’adenocarcinoma colorectal hi intervenen factors ambientals i
genctics. Nombrosos estudis epidemiologics suggereixen que determinats factors ambientals,
majoritariament de caire dietétic (Levin B et al., 1992) juguen un paper molt important en el
desenvolupament de cancer de colon en la majoria d’individus. La incidéncia del cancer
colorectal és elevada en els paisos industrialitzats, on es consumeix gran quantitat de carn, greix
animal i glucids refinats, aliments amb gran capacitat d"influéncia sobre la flora intestinal (Hill
MJ et al., 1974) i finalment sobre la composicié quimica del contingut intraluminal. En aquests
paisos es produeix a més una reduccid proporcional de la ingesta de fibra vegetal. La
importancia de la fibra vegetal en la prevencio del cancer rauria en la seva capacitat de fixar en
la llum del budell els acids biliars i els carcinogens potencials, aixi com de modificar la flora

fecal i accelerar el transit intestinal, amb el que es reduiria la concentracio6 intraluminal de
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carcinogens o cocarcinogens i disminuiria el temps de contacte de les mateixes amb la mucosa
colonica. En un estudi de casos i controls realitzat a Mallorca la darrera década sobre cancer
colorectal i dieta, el consum de carn va resultar ser un factor de risc important mentre que les
verdures, especialment del tipus col, col de Brussel.les i broquil, van resultar altament
protectores. Aquest estudi posava de manifest 1’efecte protector de la fibra i 1’acid folic 1 un risc

augmentat en relacid al consum de calories totals i colesterol (J.M. Borras et al., 1992).

1.4. Lesions precursores del carcinoma colorectal

1.4.1. Criptes aberrants: Descrites inicialment en animals d’experimentacio i posteriorment en
persones. Poden identificar-se tenyint la mucosa colorectal amb blau de metilé i posterior
muntat per a observacio amb lupa. Microscopicament s’observen com criptes agrandades i amb
canvis d’hiperplasia i/o displasia. Poden representar el canvi adenomatés més tempranament

identificable, si bé el seu potencial maligne és motiu de controversia.

1.4.2. Polips hiperplastics: Son generalment sessils i de menys de 5 mm de diametre, pero
poden ser més grans i pediculats. Microscopicament, son caracteristiques unes glandules
augmentades de mida i amb aspecte en “dents de serra”. Les cel.lules epitelials mostren nuclis
petits, de disposicio bassal i amb abundant citoplasma amb mucina. Pot observar-se augment de
I’index mitotic només a la base de les glandules. A mesura que augmenta la mida del polip,
apareixen canvis en ’arquitectura i diferenciacio, increment de la secrecido de CEA, canvis en
I’expressié dels antigens de grup sanguini, disminucié de la secrecié de sialomucines i focus
amb canvi adenomatods. El terme adenoma serratum fa referéncia a polips mixtes hiperplasics-

adenomatosos, amb un prominent aspecte en “dents de serra”.
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1.4.3. Polips adenomatosos o adenomes tubulars: La seva distribucio al llarg del budell
gruixut és forga regular, amb un 40% localitzats al colon dret, un 40% al colon esquerre i un
20% al recte. La seva freqiiencia augmenta amb 1’edat. Son més freqilients en blancs que en
negres. Es detecta una certa predisposicid familiar trasmesa amb caracter autosomic dominant.
Poden ser séssils o pediculats. La majoria son assimptomatics pero pot haver hemorragia en cas
de torsio del pedicle. Solen mesurar menys d’1 cm de diametre maxim pero alguns poden ser
prou grans com per a ocasionar canvis en 1’habit intestinal o intussuscepcio. Microscopicament
mostren un increment en el nombre de cél.lules 1 glandules per unitat d’area en comparaciéo amb
la mucosa normal. Els nuclis es mostren augmentats de mida, hipercromatics i estratificats en
menor o major grau, i s’observa un increment del nombre de mitosis, algunes de les quals poden
ser atipiques. La producci6 de mucina sol estar disminuida. No s’observen diferéncies
morfologiques consistents entre adenomes polipoides, plans o deprimits. La transformaci6
adenomatosa sol comengar per la porcid superficial de les glandules. El 76% dels adenomes de
més d’1 cm de diametre presenten zones amb arquitectura vellosa. Els polips adenomatosos
amb una proporci6 equivalent d’arees tubulars i velloses s’anomenen adenomes tibulovellosos.
El grau de displasia present en els adenomes pot ser gradada en lleu, moderada i severa; aquesta
darrera equival al carcinoma intraepitelial (carcinoma in situ en sentit estricte). En les arees més
atipiques s’observa expressio de CEA.

Rarament, els adenomes tubulars poden exhibir formacié morular, metaplasia escamosa focal,
augment de cel.lules de Paneth, augment de c¢l.lules neuroendocrines, focus de malacoplaquia,

metaplasia Ossia i inclis ser receptors de metastasis d’altres llocs.

1.4.4. Adenomes vellosos: Son un tipus relativament infreqiient de polips amb transformacio
adenomatosa, normalment en pacients de més edat, Unics, de localitzacidé rectosigmoidea i

séssils. Si son de gran mida poden arribar a ocasionar depleci6 electrolitica i a ser
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circumferencials. Son extremadament friables. El patr6 arquitectural microscopic és papil.lar, 1
el d’expressio de mucines i CEA semblant al dels adenomes tubulars. Amb el temps, un alt
percentatge d’adenomes vellosos (entre un 30% i un 70%) esdevé maligne. Quan aixo succeeix,
la consisténcia indurada i ferma del carcinoma contrasta amb la consisténcia friable de la resta

de I’adenoma.

|

Fig.1. Adenoma tubulo-vellos. A la meitat esquerra de la imatge podem observar arees de displasia lleu-moderada,
amb els nuclis de les cél.lules epitelials amb la tipica morfologia en “puro”, disposats paral.lels entre ells i
perpendiculars a la bassal. Al centre i a la dreta, cél.lules epitelials amb nuclis grans, atipics, desordenats i amb
nucléols prominents, corresponents a adenocarcinoma intraepitelial (hematoxilina-eosina, 60x).

1.5. Caracteristiques cliniques del cancer colorectal

El cancer colorectal no acostuma a donar simptomes fins a fases avancades de creixement. La
forma de debutar canvia segons quina sigui la seva localitzaci6. Els carcinomes del colon
esquerre es manifesten amb rectorragies i/0 canvis en 1’habit deposicional (alternanca de falsa
diarrea amb constipacid), condicionat per la reducci6 de la llum. Aquest creixement del tumour
a nivell del colon esquerra pot ocasionar un quadre agut d’obstrucci6 intestinal amb dolor colic,
distensio abdominal, vomits i tancament intestinal. Els carcinomes del colon dret acostumen a

donar hemorragia oculta i anémia ferropénica normocitica-normocromica secundaria a aquest

13



Introduccio

sagnat cronic. L’obstrucci6 intestinal és rara en els tumors d’aquesta localitzaci6 i especialment
de cec, on poden assolir gran tamany i sagnar sense donar clinica oclusiva, excepte si afecten la
valvula ileocecal. Un de cada quatre carcinomes cecals dona signes suggestius d apendicitis. A
vegades pot detectar-se una massa en 1’exploracié del quadrant inferior dret de 1’abdomen. Poc
freqiientment pot tenir lloc una perforacié al lloc del tumor o bé al cec deguda a la distensio
produida per un carcinoma rectesigmoideu que oclueixi. El cancer de recte sol presentar una
sindrome anorrectal, amb urgéncia rectal, tenesme i diarrea amb moc i sang. Quan la seva
extensio supera la paret rectal, es poden presentar simptomes urinaris per invasié vesical, com
hematiria i1 poliaquitria. Si s’ha establert una fistula rectevesical, hi haura neumatiria i
infeccions urinaries recurrents. Ademés dels simptomes locals, el cancer colorectal origina
simptomes generals com asténia, anoreéxia, perdua de pes o febre tumoral. Per desgracia, tots
aquests simptomes esmentats solen ser indicatius de malaltia avangada i en els darrers anys
molts esfor¢os s’adressen a detectar tumors en un estadi més precog. Algunes d’aquestes
mesures son la realitzacié d’estudis proctosigmoidoscopics (Gilbertsen VA et al. 1974) en
homes i dones per sobre dels 40 anys, que han de permetre detectar al voltant d’un 50% de
casos, o la deteccido de sang oculta a femtes. L’antigen carcinoembrionari (CEA) (Thompson
DMP et al. 1969) és un antigen relacionat amb el glicocalix que ha estat detectat en el serum de
pacients amb carcinoma colorectal en el 72% - 97% de casos. Desapareix després de la resecciod
del tumor i reapareix en cas de recidiva o metastasi. Els valors de CEA solen ser superiors en
casos d’infiltracié transmural, en tumors poc diferenciats o en preséncia d’infiltraci6é vasular,
limfatica o perineural (Zamcheck N et al. 1975). Altres carcinomes, com ara estdomac, pancreas,
mama o prostata, i malalties croniques hepatiques i renals poden donar alts nivells sérics de
CEA. Malgrat tot, aquest test sol ser negatiu durant els estadis inicials del carcinoma colorectal,
1 per tant no és un bon métode de cribatge. La seva principal utilitat és la deteccid precog de

metastasis i com a indicador per a una cirurgia de segona mirada.
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1.6. Anatomia patologica dels carcinomes colorectals

1.6.1. Trets macroscopics

Al voltant d’un 50% dels carcinomes tenen lloc a 1’area rectosigmoidea tot i que en les
darreres decades s’esta observant un augment d’incidéncia al colon dret (Cady B et al. 1993).
Els carcinomes de colon dret semblen ser més freqiients en gent d’edat avangada (Slater G et al.
1982), negres (Thomas CR et al. 1992) i en pacients amb malaltia diverticular (Stephansson T
et al. 1993). Es troben carcinomes sincronics en un 3% a un 6% de casos.

La majoria d’adenocarcinomes colorectals poden ser descrits macroscopicament com a
polipoids o ulcerats. Una variant d’aquests segons son els anomenats carcinomes plans i que es
considera que s’originen “de novo” i no pas a partir de la degeneracio d’un adenoma previ
(Kuramoto S ef al. 1989).

Al seccionar el tumor s’observa un teixit blanquinds, freqiientment amb una textura granular,
que infiltra i reemplaca la pared del budell. El marge de creixement pot estar ben definit o

mostrar projeccions digitiforms.

1.6.2. Trets microscopics

El tumor maligne habitual al colon i al recte és un adenocarcinoma moderadament diferenciat,
necrotitzant en grau variable i amb major o menor secrecié de mucina. Les c¢l.lules tumorals
sén una combinacid de cél.lules columnars i caliciforms, amb ocasionals cél.lules endocrines i
més excepcionalment cél.lules de Paneth. El carcinoma invariablement origina una reaccio
inflamatoria i desmoplasica peritumoral, més prominent a nivell del seu marge de creixement.
La majoria de cél.lules inflamatories son limfocits T, pero també hi son presents limfocits B,
cel.lules plasmatiques, histiocits i cél.lules dendritiques. EI tumor pot envair totes les capes de la
paret intestinal, el teixit adipds perivisceral, espais perineurals i vasos. Rarament 1’estroma

peritumoral pot mostrar metaplasia oOssia.
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Els limits del tumor poden mostrar focus d’adenoma residual, perd €s més corrent trobar a
aquest nivell unes glandules d’aspecte hiperplastic, amb més c¢l.lules caliciforms del normal i
amb una secrecid de mucina histoquimicament anomala, el que s’anomena mucosa transicional.
Aixo €s probablement un canvi reactiu, també observable en el marge de creixement d’altres
tumors, com poden ser limfomes o carcinomes metastasics, i fins i tot en un contexte no
neoplastic.

Immunohistoquimicament, els adenocarcinomes colorectals son invariablement positius per a
queratines. Un patr6 bastant comu és la positivitat per a queratina 20 i la negativitat per a
queratina 7. Aix0 és important en el diagnostic diferencial entre adenocarcinoma colorectal i
adenocarcinoma pulmonar. Els adenocarcinomes colorectals son positius per a CEA, fins al
punt en que la negativitat del CEA en un adenocarcinoma fa improbable I’origen colorectal del
mateix. Els anticossos monoclonals amb més sensibilitat i especificitat son aquells que
reconeixen els epitops de grup 1 o 2 de la mol.lecula del CEA. La glicoproteina associada a
tumor (TAG-72), reconeguda per 1’anticés monoclonal B72.3 és present en més del 80%
d’adenocarcinomes colorectals infiltrants (Klug Tl ef al., 1986) pero també en la majoria de
polips hiperplastics i adenomes, i incliis rarament en la mucosa normal. També és present en
cancer d’estomac, mama, pulmo, prostata i ovari (Guadagni J et al., 1991). L’evaluacio de
TAG-72 en serum de malalts amb carcinoma colorectal mostra una sensibilitat al voltant del
40% 1 sembla que el seu nivell seric correlaciona amb 1’estadi del tumour (Guadagni F ef al.,
1996). Grizzle W et al (2001) consideren que TAG-72 detectat per I’anticos CC49 pot ser el
més util i sensible dels antigens tumorals oncofetals emprats com a marcadors moleculars en
cancer colorectal. Un altre antigen identificat en teixit tumoral i serum d’alguns casos
d’adenocarcinoma colorectal és I’anomenat antigen extern llarg (LEA). Els carcinomes de colon
freqlientment mostren pérdua d’expressio dels isoantigens dels grups sanguinis i de HLA-A, B i

C, sobretot quan son poc diferenciats. Aquest tumors adquireixen reactivitat per a I’antigen H de

16



Introduccio

grup sanguini. En la meitat de casos s’observa reactivitat pel component secretor de les
immunoglobulines, particularment intensa en els tumors ben diferenciats. S’ha descrit
I’expressi6é de novo d’un tipus especific de sialil-transferasa, fet que dona lloc a una excessiva
sialilatzio de les glicoproteines de superficie cel.lular i que es reflecteix en anomalies en la unié
de lectines. Un altre marcador consistentment expressat en el carcinoma colorectal, amb
independéncia del grau de diferenciacio és villina, una proteina del citoesquelet associada amb
els feixos de microfilaments axials dels microvilli. També es caracteristic d’aquests tumors un
augment en 1’expressio de catepsina B, sobretot en els estadis avangats (Campo E et al., 1994).
Un percentatge no menyspreable de carcinomes colorectals mostren reactivitat
immunohistoquimica per a HCG, sobretot els mucinosos i poc diferenciats. S’ha detectat
fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) en al voltant d"un 10% de carcinomes colorectals.

Ultrastructuralment, una caracteristica constant de 1’adenocarcinoma colorectal ¢s la preséncia
de col.leccions prominents de microfilaments perpendiculars a la membrana cel.lular i que
penetren la vora en raspall. Aixo també s’ha vist en adenocarcinomes de tipus intestinal gastrics,

de budell prim, bufeta biliar i pancreas.

1.6.3. Altres tipus histologics
1.6.3.1. Adenocarcinoma mucinds

Es un tipus especial de carcinoma colorectal en el que es formen grans llacs de mucina
extracel.lular barrejats amb col.leccions de cél.lules tumorals. Per definici6, aquests llacs
constitueixen més del 50% de la massa tumoral. A vegades s’observa també formacio de
mucina intracel.lular que dona a les cél.lules tumorals un aspecte en anell de segell, sense que
s’hagi de confondre aquest tumor amb el carcinoma de cél.lules en anell de segell o
mucosecretor intracel.lular pur. El carcinoma mucinés representa un 15% del total de

carcinomes colorectals i és més freqiient al recte. També s’associa amb més freqiiéncia amb
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adenomes que 1’adenocarcinoma convencional i tendeix a presentar-se en un estadi més avangat.
El seu pronostic és una mica pitjor que el de 1’adenocarcinoma convencional, almenys quan esta

localitzat al recte.

1.6.3.2. Carcinoma de cél.lules en anell de segell

O tipus linitis plastica, és una forma rara d’adenocarcinoma al colon que normalment afecta
persones d’edat més jove. Macroscopicament sol presentar-se com a una infiltracid difusa de la
paret del budell, de forma semblant al seu homoleg gastric, més habitual. Tamb¢ ha estat descrit
originant-se a partir de polips adenomatosos. Les cel.lules tumorals creixen de manera difusa,
sense gairebé formacié de glandules. La major part de la mucina produida €s intracel.lular,
I’acamul de la qual ocasiona un desplagament del nucli i la tipica forma en anell de segell de les
cél.lules. Aquest tumor té tendéncia a disseminar per la superficie peritonial (carcinomatosi
peritonial) i a donar metastasis als ganglis limfatics i a I’ovari, més que no pas al fetge. El seu
pronostic és molt dolent. Abans de diagnosticar un carcinoma de cél.lules en anell de segell
primari colorectal, s’ha de pensar en la possibilitat que es tracti de la metastasi d’un primari

gastric.

1.6.3.3. Carcinomes amb diferenciacio escamosa

Més freqiient en els tumors localitzats al cec. En la majoria de casos el component escamos
s’associa amb elements glandulars (carcinoma adenoscamos) pero a vegades es diagnostiquen
carcinomes escamosos purs. S’ha observat associacid entre diferenciacié escamosa en
carcinoma colorectal i colitis ulcerosa. En els carcinomes escamosos localitzats al recte més
distal s’ha de considerar que es tracti de la progressid6 o d'una metastasi submucosa d’un

carcinoma del canal anal.
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1.6.3.4.

Diferenciacio6 focal tipus coriocarcinoma

També succeeix en carcinomes gastrics i de bufeta biliar. Mitjangant immunohistoquimica es

pot demostrar HCG en les cel.lules tumorals. Més rarament tot el tumor pot tenir 1’aspecte de

coriocarcinoma. En canvi, és més habitual que adenocarcinomes convencionals expressin HCG.

1.6.3.5.

Diferenciacio endocrina

Pot manifestar-se de diferents maneres:

Com a cél.lules endocrines aillades en un adenocarcinoma convencional, tret que
presenten entre un 15% i un 40% dels tumors i que no fa canviar el comportament
biologic dels mateixos (Bosman FT et al., 1992). Es pot identificar mitjangant
immunohistoquimica o técniques d’hibridaci6 per a marcadors neuroendocrins, com per
exemple cromogranina.

En forma de tumors amb una composicidé mixta, en que s’alternen arees
d’adenocarcinoma tipic amb d’altres amb una clara diferenciacidé de tumor
neuroendocri (Hernandez FJ et al., 1969).

En la forma de carcinomes de cél.lula petita o en gra de civada (“oat-cell”),
histologicament semblant al seu homonim pulmonar (Clery AP et al, 1961).
Ultraestructuralment mostren alguns granuls secretors electrodensos al citoplasma, i des
de’l punt de vista immunohistoquimic poden mostrar positivitat per diversos marcadors
neuroendocrins com sinaptofisina o enolasa neural especifica. En aquests tumors es
poden trobar focus amb diferenciacio glandular, amb o sense produccioé de mucina, aixi
com diferenciacié escamosa. La majoria de carcinomes de cél.lula petita del colon es
localitzen al colon dret. Alguns d’aquests carcinomes s’originen a partir d’adenomes,
sobretot de tipus vellds. El pronodstic es molt dolent, amb metastasis tempranes a ganglis

i fetge.
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En forma de carcinomes neuroendocrins perd amb un patré morfologic més organoide i
compostos per unes cél.lules més grans que els carcinomes neuroendocrins de cél.lula
petita. Han rebut la denominacid, entre d’altres, de variant intermitja del carcinoma
neuroendocri de cél.lula petita, carcinoma neuroendocri d’alt grau, o la poc afortunada
de carcinoide atipic (Gaffey MJ et al., 1990).

En forma de tumors carcinoides. Els tumors carcinoides poden aparéixer en qualsevol
tram del colon pero son més freqiients al recte (Horn RC Jr ef al., 1949). Els localitzats
al colon solen ser grans, infiltrant profundament a través de la paret intestinal i afectant
ganglis limfatics regionals. Els localitzats al recte solen ser molt més petits, molts d’ells
arrodonits, sense ulceracié i mesurant menys de cinc mm de diametre. Les metastasis
ganglionars son molt menys freqiients, i solen donar-se en tumors de més de 2 cm de
diametre. S’han reportat tumors carcinoides associats a colitis ulcerosa o a malaltia de
Crohn, tendint en aquests casos a ser multiples. Tambés s’han reportat associats a
carcinoides ovarics. Perd els carcinoides del colon no solen produir la sindrome
carcinoide. Macroscopicament poden ser plans, lleugerament deprimits o polipoides,
pero una de les caracteristiques més tipiques és el color groc que prenen després de
fixar-se en formol. Microscopicament apareix com a cordons de cél.lules petites i
uniformes infiltrant 1’estroma, que poden associar-se a proliferacio de micronius
cel.lulars a les criptes. També pot trobar-se un component minoritari tubulo-acinar amb
produccié de mucina. Els carcinoides colorectals son consistentment positius amb la
tinci6 de Grimelius o Sevier-Munger i es recorden carcinoides rectals argentafins. En
quant a la immunohistoquimica, solen ser positius pels marcadors endocrins (enolasa
neural especifica, cromogranina, sinaptofisina) i per a una varietat d’hormones
peptidiques, les més freqiients somatostatina, glucagon, substancia P i péptid Y,

aquesta darrera especialment interessant perque sol ser negativa en carcinoides d’altres
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origens (Federspiel BH et al., 1990). Altres péptids demostrats en carcinoides son gastrina,
colecistoquinina, calcitonina, motilina i polipéptid pancreatic. Molts d’aquests tumors so6n
polihormonals. Els carcinoides rectals poden també ser immunoreactius per CEA,
gonadotropina corionica humana i fosfatasa acida prostatica (perdo no pas per 1’antigen

prostatic especific).

1.6.3.6. Miscel.lania

L’actimul de glucogen en les cél.lules tumorals els hi pot donar 1’aspecte de céllules clares.
S’ha descrit un cas d’adenocarcinoma cecal amb trets rabdoides.
Carcinoma basaloide o cloacogénic, semblant al seu homoleg anal, probablement desenvolupat

a partir de canvi metaplasic.

1.6.4. Estadiatge

1.6.4.1. TNM

En pincipi, el cancer colorectal es pot estadiar mitjancant el sistema TNM. A diferéncia del
que succeeix en altres territoris anatomics, la T no fa referéncia a la mida del tumor sino a la
profunditat d’infiltracié. L’abséncia de tumor primari es classifica com a T0O. En colon, el terme
carcinoma in situ (pTis) engloba el concepte de carcinoma intraepitelial (I’equivalent en sentit
estricte al carcinoma in situ d’altres organs i que correspon a la displasia severa) i el de
carcinoma intramuco6s, que ¢és aquell que infiltra només la lamina propia. Donat que al colon els
vasos limfatics de la lamina propia es disposen immediatament per sobre la muscularis
mucosae, aixo fa que el carcinoma intramucos es comporti clinicament com un carcinoma in
situ. PT1 sén els tumors que envaeixen la submucosa, pT2 els que infiltren la muscularis
propria, pT3 els que travessen tota la paret intestinal i infiltren fins la subserosa o els teixits

periviscerals no peritonialitzats, i pT4 els que envaeixen altres estructures o organs (pT4a) o
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perforen el peritoneu (pT4b). N fa referéncia a I’existéncia de metastasis ganglionars i es
classifica en pNO (sense evidéncia de metastasis ganglionars), pN1 (metastasis en 1 a 3 ganglis
limfatics periviscerals), pN2 (metastasis en 4 o més ganglis limfatics periviscerals). Finalment,
M fa referéncia a la preséncia de metastasis viscerals o a distancia i es classifica en MO o M1.

La preséncia de metastasis en ganglis limfatics no regionals es considera pM1.

1.6.4.2. Dukes-Astler-Coller

En 1937 Dukes va proposar un sistema d’estadiatge pels carcinomes rectals que també pot
aplicar-se als carcinomes de colon. Avui dia encara és ampliament emprada per la seva relacio
directa amb el pronostic. Els tumors amb estadi A només infiltren la paret intestinal mentre que
els tumors amb estadi B infiltren més enlla de la paret intestinal. Si la serosa del budell o el
teixit adipds subperitonial no han estat infiltrats el tumor és encara un carcinoma amb estadi A
de Dukes. Els tumors en estadi C son els que presenten metastasis ganglionars. Posteriorment
van aparéixer diverses modificacions d’aquest sistema d’estadiatge, la primera d’elles pel propi
Dukes, que va subdividir 1’estadi C entre aquells amb metastasis als ganglis regionals o
pericolics (C1), i aquells amb metastasis als ganglis associats a la lligadura dels grans vasos
mesentérics (C2). Més tard va ser afegida per altres autors una categoria D per a indicar la
preséncia de metastasis viscerals.

Un sistema d’estadiatge diferent va ser proposat en 1954 per Astler i Coller bassat en un
esquema previ de Kirklin et al. Aquest sistema d’estadiatge d’ Astler-Coller és molt emprat i til
perd sovint referit impropiament com a Dukes. Es el sistema emprat a I’Hospital de Bellvitge i
per tant a la nostra série, i classifica els tumors en estadi A (limitat a la mucosa), B1 (infiltrant
la capa muscular propia sense travessar-la completament), B2 (travessant completament la
muscular propia), C1 (amb metastasis ganglionars pero limitat a la paret intestinal), C2 (amb

metastasis ganglionars i infiltracid dels teixits periviscerals), D (amb metastasis viscerals).
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El sistema d’estadiatge de Dukes modificat per Astler i Coller €s considerat fins el moment

actual el més simple i consistent com a indicador de pronostic.

1.6.4.3. Jass

Un altre sistema d’estadiatge és el proposat per Jass, en el qual s’adjudica un punt si el tumor

es infiltratiu en lloc d’expansiu, un altre punt si travessa tota la paret intestinal, un altre punt en
abséncia d’infiltrat inflamatori limfoplasmocitari peritumoral “Crohn-like”, i un punt en

preséncia de metastasis ganglionars. La maxima gradacio final possible és per tant, IV. S’ha

observat una bona concordancia entre la preséncia d’un infiltrat limfoplasmocitari peritumoral i

el fenotip mutador, amb alta inestabilitat de microsatel.lits.

Estadi 0 Tis NO MO

Estadi I T1 NO MO Dukes A
T2 NO MO Dukes A

Estadi II T3 NO MO Dukes B
T4 NO MO Dukes B

Estadi III Qualsevol T N1 MO Dukes C
Qualsevol T N2 MO Dukes C

Estadi IV QualsevolT Qualsevol N Ml Dukes D

Taula 1. Agrupament d’estadis en el carcinoma colorectal
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1.6.5. Gradacio

Microscopicament, els adenocarcinomes colorectals poden ser gradats en ben diferenciats,
moderadament diferenciats i poc diferenciats. La tendéncia actual és intentar disminuir la
subjectivitat classificant-los unicament en dos graus, baix grau i alt grau, depenent de si hi ha

més o menys d’un 50% de diferenciacié glandular.

1.6.6. Disseminacio i metastasis

Els carcinomes plans mostren més tendéncia a infiltrar en profunditat i amb permeacio6
limfovascular que els polipoides o clarament exofitics. Els llocs més habituals de metastasi és
als ganglis limfatics locoregionals i al fetge. Altres llocs habitualment receptors de metastasis
son el peritoneu, els pulmons i els ovaris. La incidéncia de metastasis ovariques €s prou elevada
com per a justificar una ooforectomia bilateral profilactica en dones postmenopausiques al
temps de la colectomia radical. Les metastasis ovariques poden simular molt bé un
cistadenocarcinoma primari ovaric. Altres llocs més rars son el sistema nervids central, 0ssos,

testicles, uter i cavitat oral.

1.6.7. Altres neoplasies colorectals

Els carcinomes no soén els tnics procesos neoplastics malignes existents a nivell colorectal.
Escapa als objectius d’aquesta tesi una descripcio detallada de tots els tumors que han estat
reportats al colon i al recte. Perod a manera de recordatori direm que el colon i el recte poden ser

el lloc d’origen de:

- Limfomes: Gairebé sempre de tipus no-Hodgkin, i dins d’aquests poden ser de baix
grau tipus MALT, de grau intermig (limfoma del mantell) i d’alt grau (limfoma

anaplasic de c¢l.lula gran).
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Polips limfoides: De caracter reactiu, localitzats sobretot al recte, constituits per una
hiperplasia fol.licular reactiva, amb formacié de centres germinals.

Histiocitosi X o granulomatosi de cél.lules de Langerhans.

Ectasies vasculars, hemangiomes cavernosos i granulomes piogénics o
botriomicomes.

Angiosarcoma: solitaris o multicéntrics, poden originar-se a partir de teixit de
granulaci6 al voltant d’un cos estrany, i poden ser ordinaris o de tipus epitelioide.
Sarcoma de Kaposi: Clinicament pot simular una colitis ulcerosa, particularment en
malalts amb SIDA.

Lipomes.

Tumors de muscul llis: Normalment al recte, on solen ser petits i benignes
(leiomiomes). M¢és incidéncia de leiomiosarcomes al colon i en sentit proximal.
Ganglioneuromatosis difuses: Esporadiques o associades a malaltia de Von
Recklinghausen o a la sindrome MEN IIB.

Melanoma: Localitzacié anorectal.

Histiocitoma fibrés maligne, xantogranuloma, carcinosarcoma i tumor de cél.lules
gegants.

Metastasis d’altres primaris: Melanomes, carcinomes pulmonars, prostatics i renals.

1.7. Tractament del carcinoma de colon i recte

El tractament del carcinoma colorectal és la reseccid quirurgica, variant el tipus de reseccid en

funcio de la localitzaci6 del tumor. Ileocolectomia dreta és el tractament d’eleccid en cec 1 colon

ascendent. La hemicolectomia esquerra per tumors de colon esquerre i sigma, 1’extensio de la

qual dependra del territori limfadenopatic previsiblement afectat. Els tumors situats per sota de

la reflexid peritonial es tracten mitjancant reseccid anterior baixa o amputacié abdominoperineal
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depenent de la distancia del tumor a 1’anus. En aquest sentit s’admet que per a tumors T1 o T2,
un marge d’1 cm és suficient. En general, uns marges de resecci6 situats a més de 3 cm del
tumor gairebé fan innecessari 1’estudi microscopic dels mateixos. El marge radial o
circumferencial és especialment important en els carcinomes rectals. Els examens endoscopics
regulars durant el primer any post-cirurgia sén importants per a la deteccié de potencialment
curables recidives. Fulguracio, reseccid transrectal endocopica i exéresi local son acceptables en
tumors petits, superficials 1 ben diferenciats. Cada vegada es tendeix més a 1’associacid de
quimio i radioterapia pre o postoperatoria en carcinomes de colon operables. Avui en dia les
metastasis Uniques a distancia, per exemple a fetge, poden beneficiar-se d’una exeresi

quirdrgica.

1.8. Pronostic del carcinoma de colon i recte

La taxa crua de superviveéncia a 5 anys després de reseccio curativa pel carcinoma colorectal
oscil.la entre un 40% i un 60% en la majoria de grans scries. Les recurréncies locals i/o les
metastasis ganglionars regionals es presenten en al voltant del 90% dels casos que recauen i
representen 1’unic focus tumoral en la meitat d’aquestos. El 71% de les recurréncies apareixen
dins els 2 primers anys després del tractament i el 91% ho fan dins els 5 anys.

Sén factors prondstics en el carcinoma colorectal:

1) L’edat: Els tumors que apareixen en edats extremes, molt joves o molt vells, s’associen a
pitjor pronostic. En el cas dels joves pot ser degut a demora en el diagnostic, a una major
proporcié de tumors originats a partir d’una colitis ulcerosa, o a un major nombre
d’adenocarcinomes de c¢l.lules en anell de segell.

2) Sexe: Sembla que les dones tenen millor pronostic.

3) Localitzacio: Hi ha controversia en la literatura. Es pot dir que hi ha una major incidéncia

de recidives tardanes en tumors localitzats al colon esquerre.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Multiplicitat de tumors: Sembla no influir en la tasa de supervivéncia.

Extensio local: El pronostic és excel.lent pels carcinomes microscopics descoberts
incidentalment sobre un polip i molt bo pels carcinomes limitats a la mucosa i submucosa.
Entre els tumors amb metastasis ganglionars, el prondstic es pitjor per als que a més han
travessat la paret intestinal. La invasié del peritoneu €s per se un factor pronostic més
important que la preséncia de metastasis ganglionars. La taxa de supervivéncia als 5 anys
dels carcinomes amb invasio peritonial i metastasis viscerals és 0%.

Mida: A diferéncia del que succeeix en altres organs, en el colon, la mida del tumor té poc
valor pronostic. Hi ha un cert grau de correlacio entre mida tumoral i nombre de ganglis
metastasics perd amb tantes excepcions que finalment la variable mida del tumor no és un
indicador pronostic fiable.

Obstruccio: Aquest tret s’ha mostrat com un indicador de pitjor pronostic independent de
I’estadi de Dukes en algunes séries pero no en altres.

Perforacio: Correlaciona amb mal pronostic. La invasié de la serosa peritonial és un
factor de molt mal prondstic com ja s’ha comentat.

Tipus histologic i grau: Hi ha correlacié entre el grau tumoral i el pronostic. Pel que fa al
tipus histologic, el carcinoma de cél.lules en anell de segell i el carcinoma de cél.lules en
gra de civada mostren clarament un pitjor pronostic que 1’adenocarcinoma ordinari. Més

controversia pel que fa al carcinoma mucinos (Garcia-Peche P et al., 1991).

10) Cél.lules neuroendocrines: Discrepancies entre diferents estudis.

1)

Antigens associats a mucines: Els carcinomes colorectals que expressen els antigens
associats a mucines Sialosyl-Tn i sialyl Lewis (Nakayama T et al., 1995) desenvolupen un

curs clinic més agressiu.

12) Marges tumorals: Els carcinomes amb patr6 de creixement expansiu tenen millor pronostic

que els carcinomes amb patr6 de creixement infiltratiu.
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13) Reaccio inflamatoria peritumoral: Quan és limfoplasmocitaria amb aspecte “Crohn-like”

sembla associar-se a millor pronostic. En aquests casos és tinguda en compte en
I’estadiatge segons el sistema Jass. Com ja s’ha comentat, s’associa al fenotip amb alta

inestabilitat de microsatél.lits (Jass JR., 1986) (Gafa R et al., 2000).

14) Invasio vascular i perineural: En preséncia d’invasid venosa, la supervivéncia a 5 anys

empitjora clarament. Aquesta troballa t¢ més valor pronostic quan es tracta de venes
extramurals enlloc de venes de dins la paret intestinal. La invasio perineural és també un
signe de malaltia avancada i usualment apareix acompanyada d’altres troballes
patologiques adverses. La invasio de vasos limfatics t€ menys importancia, perod €s un
factor de mal pronostic quan €s molt aparent i en pacients amb estadis avancats (Minsky B

et al., 1989).

15) Afectacio de ganglis limfatics: La taxa de supervivencia als 5 anys disminueix clarament

28

quan hi ha metastasis als ganglis limfatics. El pronostic encara es pitjor si els ganglis
afectats no son els immediats a la localitzacié del tumor, i és ominds amb preséncia de
metastasi al gangli apical. El nombre de ganglis amb metastasi també influeix. Menys del
10% de pacients amb metastasis en més de sis ganglis limfatics sobreviu més de 5 anys.
Amb més de setze ganglis mesentérics infiltrats la taxa de supervivéncia als 5 anys és 0.
Meés de sis ganglis limfatics infiltrats no s’han reportat en tumors de menys de 2 cm de
diametre maxim, i més de setze ganglis afectats tampoc s’han reportat en tumors menors

de 3 cm de diametre (Cohen AM et al., 1991).

16) Estadi de Dukes: Tant el sistema d’estadiatge original com les seves posteriors

modificacions han demostrat ser poderosos indicadors del pronostic dels pacients amb
carcinoma colorectal. La taxa de supervivéncia als 5 anys és superior al 90% per als
carcinomes amb estadi de Dukes A, es sitia entre el 50% i el 65% en els Dukes B, i

entre el 15% i el 25% per als Dukes C.
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17) Resultats controvertits respecte al valor pronostic de I’expressié de HCG, Ki-67 i p53.

18) Una serie de carcinomes colorectals amb expressio intensa de HLA-DR ha mostrat millor
supervivencia, fins hi tot amb un mateix estadi de Dukes.

19) En carcinomes amb historia de recurréncia s’han trobat més freqlientment mutacions de K-

ras en certs codons.

1.9. Bases genétiques del carcinoma colorectal

1.9.1. Tipus de mutacions

Les mutacions genétiques poden dividir-se en germinals o somatiques. Una mutacié en un gen
que es produeixi en I’0vul, espermatozou o zigot, sigui heredada o espontania, es transmetra
com a defecte congenit i podra ser responsable d’un cancer hereditari. Totes les cél.lules de
I’organisme tindran una copia mutada d’aquell gen. El cancer colorectal esporadic és el resultat

de I’acumulacié de multiples mutacions somatiques en una cel.lula.

1.9.2. Tipus de gens mutats

Els gens freqiientment mutats poden ser de tres tipus: oncogens, supressors o reparadors.

1.9.2.1. Oncogens

Els oncogens son gens normals, responsables de I’estimulacié del creixement cel.lular
controlat. Si una mutacio afecta aquests gens, aix0 donara lloc a un creixement cel.lular
incontrolat que finalment pot resultar en un cancer, per tant, actuen de forma dominant.

Exemples d’oncogens son myc, ras, src o erbB2.
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Oncogen ras

La familia d’oncogens ras, localitzada al cromosoma 12, i que inclou H-ras, K-ras i N-ras,
codifica per a unes proteines de 21 kd estructuralment relacionades que actuen com a
transmissores fins al nucli de senyals extracel.lulars de creixement cel.lular. Aquestes proteines
s’activen per farnesilacié post-translacional. Adquereixen potencial transformador quan una
mutacié d’un sol aminoacid té lloc a les posicions critiques 12, 13 o 61 (Barbacid, 1987). La
major part de mutacions de ras en tumors epitelials afecten a K-ras i gairebé tots els tumors
involucrats son adenocarcinomes. En colon, un 40-60% d’adenocarcinomes esporadics tenen
mutacid de ras (Capella et al., 1991) i aquesta sol ser un esdeveniment relativament precog en el

procés de carcinogénesi.

1.9.2.2. Gens supressors

Els gens supressors van ser descrits inicialment amb el nom d’antioncogens per Knudson, en
un estudi sobre epidemiologia del retinoblastoma (Knudson AG Jr ef al., 1971). La seva funcid
normal es perd quan s’inactiven els dos al.lels del gen. Quan s’hereda una mutaci6é en linia
germinal d’un gen supressor, només cal una mutacié somatica de 1’altra copia del gen per a
inactivar la seva funcio. Quan inicialment les dues copies d’un gen son normals, es requeriran
dues alteracions mutacionals (o “hits”) per a que es produeixi una pérdua en la seva funcio.
Aixo explicaria el motiu pel qual els cancers que apareixen en el contexte d’una sindrome
hereditaria es manifesten a edats més tempranes, aixi com el caracter recessiu dels gens
supressors. Exemples de gens supressors son el gen del retinoblastoma, p53, APC, MCC, DCC

o STKI1.
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Gen APC

El gen APC i el seu producte tenen un ampli ventall de funcions relacionades amb el control
de la via WNT, de senyals de transducci6, de 1’adhesio, migracid i apoptosi cel.lular, i també de
la segregacio dels cromosomes durant la mitosi. Relacionada amb la primera funcié esta la de
inhibir B-catenina (Su LK et al., 1993), proteina reguladora de senyals de transduccio i
creixement cel.lular. En abséncia de senyal WNT, B-catenina és reclutada en un complexe de
destrucci6 format per APC, les proteines axina i conductina i glicogen sintasa kinasa 3f3
(GSK3B) (Hart MJ et al., 1998). GSK3p fosforila quatre residus critics en posiciéo N-terminal
de B-catenina que la converteixen en diana per a ser ubiquitinitzada en un complexe SCF i
posteriorment degradada en el proteosoma. Les proteines d’enllag amb DNA de la familia del T-
cell-factor (TCF) son reprimides per corepressors com ara Groucho. En preséncia d’un senyal
WNT, el receptor d’aquest, Frizzled, formant complexe amb Low-density lipoprotein-Receptor-
related Protein LRP6, és activat, causant la inhibici6 de GSK3p. La conseqiiéncia és que [3-
catenina no pot ser preparada per a la destruccié i pot difondre al nucli, on actua com a
coactivador de les proteines TCF. Les mutacions d’APC fan que B-catenina no sigui fosforilada
i no pugui ser degradada pel proteasoma. Ademés de TCF, aquest acamul de -catenina també
activa la transcripcio de gens com 1’oncogen c-myec i ciclina D1. Aixi doncs, mutacions d’APC
ocasionen un increment en la proliferacié epitelial que el que fa és augmentar la probabilitat de
noves mutacions subsegiients en altres supressors, com p53, MCC o DCC. Donat que B-
catenina no només ¢és un transductor de senyals WNT, sino que ademés forma part de les
macula adherens, on fa d’enllag entre E-cadherina i B-catenina, APC pot també controlar
I’adhesi6 cel.lular. Per tant, com a mutacions somatiques, les mutacions d’APC son importants
en les fases inicials de desenvolupament de I’anomenada via supressora de 1’adenocarcinoma
colorectal esporadic i solen localitzar-se entre els codons 1286 i 1513, en 1’anomenada
“mutation cluster region” (MCR). Com a mutacions en linia germinal donen lloc a la poliposi
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adenomatosa familiar, i es distribueixen per la meitat 5’ del gen; i finalment, la mutaci6 11307K
contribueix al desenvolupament de cancer familiar en jueus Ashkenazi (Laken SJ et al., 1997).
Si bé la majoria de carcinomes colorectals tenen mutacions d’APC, aquells amb APC intacte
contenen altres mutacions, per exemple de B-catenina que afectin els seus llocs de fosforilacio,

o mutacions d’altres membres de la via WNT, com axina o conductina (Liu W ef al. 2000).

Gen p53

Les alteracions del gen supressor tumoral p53 (fig. 2), localitzat al brag curt del cromosoma
17 en la posicié 17p13.1 (Benchimol et al., 1985), han estat reportades en la majoria de
neoplasties humanes. P53 és un factor de transcripcié que s’activa en preséncia de diversos
insults a la cél.lula, i que com a tal actua activant la transcripcié d’altres gens reguladors que
aturen el cicle cel.lular fins que el dany genomic és reparat o bé, activant altres factors inductors
d’apoptosi. La proteina p53 és una proteina de 53 kd que consta de 393 aminoacids dividits en
tres grans dominis: un domini central d’interaccié amb el DNA de 200 aminoacids, amb una
superficie d’enllag amb el DNA formada per dos llagos amb estructura de fulla plegada B (L2 i
L3) i un llag en o-hélix; un domini de transactivaci6 situat en posiciéo N-terminal i un domini de
tetrameritzacio en posicidé C-terminal. El gen p53 consta de 11 exons i en ell s’han identificat
cinc regions evolutivament conservades: regio | entre els codons 13-19, II entre els codons 120-
143, III entre 172-182, IV entre els 238-259 i V entre 271-290. En aquestes regions
evolutivament conservades es concentren la majoria de mutacions que es detecten en molts
tumors humans (Hollstein ez al., 1991). Un 68% de les mutacions de p53 en el carcinoma
colorectal es concentren en sis “hot spots” (Russo A et al., 2002; Wong KB et al., 1999)
localitzats en els residus 175, 245, 248, 249, 273 i 282. Quan es produeix un dany en el DNA
cel.lular, té¢ lloc I’activacio de diverses kinases, entre elles “ataxia telangiectasia-mutated”

(ATM) i “ATM-RAD3-related” (ATR), que fosforilen posteriors kinases efectores com CHK1
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i CHK2. ATM, ATR, CHK1 i CHK2 poden fosforilar i produir la disociacié del complexe p53-
mdm?2. P53 queda lliure i intervé aturant, mitjancant I’activacio del gen p21, el cicle de divisio
cel.lular, per a donar lloc a que el DNA alterat pugui ser reparat abans de la seva duplicacio.
P53 pot també estimular de manera directa o indirecta la reparacié6 del DNA (F. Chang 1993,
Harris C 1993, Marx J 1994). D’una banda, 1’activacié de p53 comporta 1’activacié d'un altre
gen, conegut com a GADD 45 (growth-arrest-and-DNA-damage-inducible) (Fornace et al.,
1989), que s’ha trobat formant complexes amb PCNA. El PCNA és requerit per al
funcionament de la DNA polimerasa 0 i per tant, és un component necessari de copia del DNA i
per a resintetitzar el DNA després de que el sistema d’excissid dels fragments alterats els hagi
retirat. També p21 és capag¢ dunir-se a PCNA e inhibir de manera més directa la replicacio,
ademés de la seva acci6 sobre les quinases depenents de ciclines. P53 pot induir de manera més
directa la reparaci6 del DNA interaccionant amb una proteina coneguda com ERCC3, una de les

diverses

Transcription activation Sequence specific DNA binding Tetramerization

MDM2 binding

Fig.2. Estructura del gen i proteina p53 amb els tres dominis.
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molécules de reparacid-excisidé que juntes reconeixen i retiren els segments de DNA alterats
(Harris C). Quan el dany genomic ¢€s irreparable, p53 actua inhibint I’angiogénesi interaccionant
amb TSP-1 o bé, desencadenant I’apoptosi. Aquest segon efecte ¢és mediat per activacio
transcripcional de mediadors com ‘“P-53 up-regulated modulator of apoptosis” (PUMA), un
membre de la familia bcl-2 que actia modulant I’activitat de la proteina pro-apoptotica Bax, i
també com “P53-inducible gene 3” (PIG3).

P53 és una proteina de vida mitja curta, aproximadament 6-20 min, de manera que no pot
acumular-se en quantitats prou grans com per a ser detectable per métodes
immunohistoquimics. Tanmateix, la majoria de mutacions missense de p53 indueixen canvis
que perllonguen la vida mitja de la proteina fins a més de 6 hores (Levine et al., 1991), de
manera que la proteina p53 mutada pot detectar-se sobreexpressada mitjancant
immunohistoquimica (Van den Berg et al., 1989). Cal recordar pero, que p53 en estat normal o
salvatge (“wild type”) pot establir unions amb algunes proteines com SV40 large T antigen (Tan
et al., 1986), la proteina cel.lular murine double minute-2 (mdm-2) (Wu et al., 1993), la
proteina E1B de 1’adenovirus (Sarnow et al., 1982) o la proteina E6 dels papil.lomavirus del
tipus 16 1 18 (Scheftner et al., 1990), donant lloc a I’acumulacio i deteccié de proteina p53 no
mutada (la proteina E6 dels papil.lomavirus tipus 6 i 11 no té capacitat d’unié amb p53). Aixo
també significa que tumors produits per infeccions virals, com per exemple el cancer de cérvix
uteri, poden tenir els dos al.lels de p53 del tipus “wild type”. En sarcomes de parts toves
I’amplificacié de mdm-2 i la seva interaccié amb p53 crea una perdua de p53 funcional.

Ademés de les mutacions puntuals que poden afectar el gen p53, diversos treballs han enfocat
I’estudi dels polimorfismes de p53 com a factors de risc pel desenvolupament de patologies

malignes.
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Cromosoma 18: DCC i Smad4

Un 70% de carcinomes colorectals mostren delecions al brag llarg del cromosoma 18. També
es troben mutacions a aquest nivell en el 50% d’adenomes avangats. El gen Deleted in
Colorectal Carcinoma (DCC) va ser el primer gen descrit en el brag llarg del cromosoma 18
com a gen supressor tumoral (Fearon ER. et al., 1990). Es localitza a la banda 18q21.1 i esta
format per almenys 29 exons. El gen DCC codifica una proteina de membrana semblanta a les
mol.lécules d’adhesié N-CAM, i actlla com a receptor de membrana del factor quimioatractant
axonal netrin-1. L’expressio de DCC s’ha vist reduida o absent en carcinomes gastrics (Yoshida
Y et al. 1998), de prostata (Gao X et al., 1993), pancrees (Simon B et al., 1994), esofag
(Miyake S et al., 1994), endometri (Gima T et al., 1994), leucémies (Miyake K et al. 1993) i
tumors germinals (Murty VV ef al.,) i s’ha suggerit que la inactivacié de DCC pot ser un factor
important en el desenvolupament i/o progressio tumoral. La LOH del gen DCC en el carcinoma
colorectal s’ha relacionat amb una major invasio de la paret colica, major invasidé vascular
limfatica i més capacitat metastatica (Jen J et al., 1994).
Troballes recents suggereixen que el gen DPC4/Smad 4 (deleted in pancreatic cancer),
localitzat a la regidé 18g21.1 i molt proper per tant al gen DCC, podria ser una diana molt
important en les LOH d’aquest fragment de cromosoma, que fins fa poc es pensava que es

limitaven a DCC .
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Pérdua Activacié Pérdua Pérdua Altres
APC de K-ras 18q p53  alteracions

EEEEEEE

Fig. 3. Via supressora del carcinoma colorectal (modificat de Fearon et al.)

1.9.2.3. Gens reparadors o mutadors

El tercer grup de gens €s el dels reparadors o “mismatch repair” (MMR), gens la funci6 dels
quals és revisar i corretgir errors de replicacio del DNA. Defectes en els gens reparadors donen
lloc al fenotip mutador, caracteristic dels tumors amb inestabilitat de microsatel.lits (MSI), que
consisteix en ’acumulacié de milers de mutacions somatiques en seqiiéncies de microsatel.lits
al llarg del genoma. El fenotip mutador porta a 1’acumulacié de mutacions oncogéniques en

oncogens i supressors, com el gen del receptor II per a “transforming growth factor B (TGF-
RPBIT) o el del receptor per al factor de creixement “insuline-like” 2. Els gens reparadors son
hMLHI, hMSH2, hMSH3, hPMS1, hPMS2 i hMSH6. Molts loci amb microsatél.lits han estat
estudiats per a determinar quins son els més freqiientment afectats en aquests tumors.
L’indicador més sensible de MSI és BAT26. Com que els laboratoris utilitzen un panell de
diversos loci amb microsatél.lits, la MSI és catalogada com a absent, baixa o alta depenent del
nombre de loci en el panell que mostren inestabilitat. Entre un 10% i un 15%
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d’adenocarcinomes esporadics poden exhibir MSI, generalment baixa. Les mutacions en linia
germinal d’un gen reparador tipicament donen alta MSI, encara que les mutacions de ZMSH6

poden anar associades a baixa MSI.

1.9.3. Genética del carcinoma colorectal esporadic. Conclusions

Actualment s’ha arribat a una série de conclusions pel que respecta a la patogénia dels cancers

de colon i recte esporadics:

1) El cancer de colon resulta de 1’activacié mutacional d’oncogens i de la inactivacio
de supressors.

2) Es requereixen almenys quatre o cinc mutacions en una cél.lula per a ocasionar la
seva transformacio maligna.

3) El comportament bioldgic d’un tumor depén més de I’acumulacié de mutacions que
de la seqiiéncia en que aquestes s’han produit, si bé les mutacions d’APC solen ser
un esdeveniment preco¢ mentre que les de p53 solen ser un esdeveniment tarda.

4) La via tumorigenica en els carcinomes amb fenotip mutador afecta a gens diferents

que en els tumors originats a través de la via supressora (fig. 3).

Cal la mutacié d’un oncogen (K-ras) i de tres supressors (APC, Smad4 i p53) per assegurar
I’aparicié d’un carcinoma colorectal esporadic. El caracter dominant o recessiu d’aquests gens
prediu que es requereixen almenys set mutacions, una de 1’oncogen i dues de cada supressor.
Aixo es reflecteix en el llarg periode de temps (20 a 40 anys) necessari per a que es completi tot

el procés, des d’el focus de criptes aberrants (ACF) fins I’adenocarcinoma invasor.
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1.10. Sindromes canceroses hereditaries

Les sindromes canceroses hereditaries més comunes son la poliposi adenomatosa familiar i el
cancer de colon hereditari no poliposi (sindrome de Lynch). Aquestes dues sindromes son el
resultat de mutacions de linia germinal del gen supressor APC en el cas de la primera i dels gens
reparadors en el cas de la segona. En el cancer de colon familiar en jueus Ashkenazi la mutacio
germinal probablement implicada és la [1307K APC. Aquesta predisposa a mutacions
esporadiques en llocs distants d’aquest gen en una fase més avangada del procés tumorigénic.
En la poliposi adenomatosa familiar, les persones afectades desenvolupen de centenars a milers
de polips colonics que presenten una taxa de malignitzacido molt baixa, perd que degut al seu
nombre tan elevat, asseguren ’aparicié d’un cancer de colon a una edat molt jove. Un terg dels
casos s’originen de novo.

En la sindrome de Lynch, els reparadors més comunment mutats son AMLHI o hMSH?.
Anomalies en aquests gens donen lloc, com hem comentat abans, al fenotip mutador,
caracteritzat per la preséncia d’inestabilitat de microsatel.lits. Les persones afectades tenen un
risc molt alt de desenvolupar adenocarcinoma colorectal, perd no presenten els centenars de
polips tipics de la poliposi adenomatosa familiar, sino només uns pocs perd amb una
probabilitat molt alta de malignitzacio, fet que succeeix quan a la mutacid inicial en gens
reparadors s’afegeix una altra en el gen APC. Mentre que en el carcinoma esporadic la
degeneraci6 d’un adenoma succeeix generalment al cap de 5-10 anys, en HNPCC aquesta
progressio pot tenir lloc en només dos anys. Les persones amb mutacio germinal de reparadors
tenen un risc incrementat de patir carcinomes d’endometri, ovari, hepatobiliars, genitourinaris,

pancreas i budell prim.
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1.11. Cicle cel.lular i adenocarcinoma colorectal

1.11.1. Aspectes generals

El cicle cel.lular (fig.4) és el conjunt de processos ordenats mitjangant els quals una c¢l.lula
duplica el seu contingut i es divideix per donar lloc a dues cél.lules filles genéticament
idéntiques. En les cél.lules eucariotes que es divideixen per mitosi consta d’interfase i mitosi, i

pot ser dividit en quatre fases:

Factors de creixement

Fig. 4. Representacio esquematica del cicle cel.lular

1. Fase Gap 1 (G1). La decisio de replicar-se és presa durant aquesta fase. Les cel.lules
sintetitzen molts dels factors i enzims que es requereixen per a la replicacio. Hi ha un
punt de restriccio (R) després del qual el cicle no pot ser revertit. La cel.lula ha
d’assolir una certa mida per a poder entrar en procés de divisid. Les cél.lules que no

progressen pel cicle de divisié esdevenen quiescents (fase GO).
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2. Fase de sintesi (S) o replicacio del DNA. L’inici de la sintesi del DNA es produeix en
diversos llocs, i el genoma és replicat.

3. Fase Gap 2 (G2). La c¢l.lula es prepara per a entrar en mitosi. Els cromosomes es
condensen i es sintetitzen factors importants per a la mitosi.

4. Fase de mitosi (M). Els cromosomes son segregats en les cél.lules filles.

La cel.lula pot estar també en un estat no ciclant o de quiescéncia, també anomenat GO.
Aquest és I’estat en que es troben la majoria de les cél.lules dels vertebrats. Algunes cél.lules,
com les neurones i les cél.lules musculars estriades romanen sempre en aquest estat en un
individu adult. La continuacié o no del cicle esta regulada per senyals extracel.lulars, com ara
factors de creixement, interaccions cel.lula-cel.lula o adhesio a la matriu extracel.lular, i per
senyals intracel.lulars que provenen dels anomenats checkpoints o sistemes de vigilancia.
Mentre que les cél.lules normals son sensibles a tots els factors, les cel.lules neoplastiques
poden creixer independentment d’aquests factors. Seran algunes proteines reguladores de la
transicié G1-S les que centraran 1’atencié d’aquesta tesi.

L’estat de fosforilacio de la proteina del retinoblastoma (pRb) constitueix el primer Punt de
Restriccié (R) del cicle cel.lular, que és el que controla la transicid entre la fase G1 i la fase S.
Perd pRb és important regulant no només la transicio G1-S sino també la progressio a través de
la fase S. Quan la cel.lula supera aquest punt R es veu obligada a completar el cicle, que acaba
amb la mitosi. La progressio del cicle cel.lular en cél.lules eucariotes implica I’activacio i
desactivacio seqiiencial de diferents membres d’una familia conservada de serina/treonina
kinases anomenades kinases depenents de ciclines (CDKs). Per dur a terme la seva funci6 s’han
d’unir a una ciclina. Les ciclines actuen com a inductors de les quinases. Es pot dir d’entrada,
que la maquinaria del cicle cel.lular és potencialment autonoma, essent les kinases clau CDK1 i

CDK?2. La fosforilacio de pRb, iniciada per CDK4/6 pero completada per CDK2 (fig.5), deixa

40



Introduccio

lliure els factors de transcripcié E2F. Els factors de transcripcio E2F son una familia de factors
de transcripcié constituits per complexes binaris (Bandara et al.,1993; Girling et al., 1993).
Consten d’una subunitat E2F (E2F-1 a E2F-6, de les quals E2F-1, E2F-2 i E2F-3 interaccionen
amb pRb) i d’un polipéptid DP (DP-1 i DP-2, fonamentalment DP-1). L’alliberament d’E2F
permet la transcripcié de gens necessaris per a la progressio cap a la fase S, entre ells el de la

propia ciclina E.

Estimuls mitogens

ADP

Fig. 5. Representacié esquematica del “checkpoint” de GI.

1.11.2. Proteines que intervenen en el cicle cel.lular
1.11.2.1. CDKs

La subunitat catalitica del complex quinasa és la Cdk. Catalitzen la transferéncia del fosfat y
d’una molécula d’ATP al grup —OH de serines o treonines. Les Cdks son proteines d’uns 300

aminoacids i presenten una similitud del 35-65% amb el prototipus CDK2 (fig. 5). La unié amb
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la ciclina té lloc a través d’una seqiiencia especifica conservada en totes les Cdks, I’helix
PSTAIRE, situada en un petit lobul amino-terminal.

CDKI1 s’associa a la ciclina B, i la seva activacio inicia la mitosi. També s’uneix a la ciclina
A i contribueix a la preparacio per a la mitosi (Nigg EA, 1995).

CDK4/6, formant complexe amb les ciclines D, tenen com a principal funcid la de servir
d’enllag regulador entre el cicle cel.lular potencialment autonom i els diferents estimuls
mitogenics extracel.lulars. Aquests complexes ciclina D-CDK4/6 son activats per la quinasa
activadora de CDK (CAK), complex format per CDK7, ciclina H i la proteina MAT1 (Tassan
JP, 1995), i donen lloc a una fosforilacio inicial de Rb.

CDKS regula la migracié neuronal durant el desenvolupament del sistema nervios central.
S’expressa en cel.lules post-mitotiques del sistema nerviés i és necessaria durant la
diferenciacio neuronal (Chae et al, 1997). Els cofactors d’aquesta kinasa sén p35 i p39,
proteines estructuralment semblants a les ciclines (Lew et al, 1994; Tsai et al, 1994).

CDKS pot fosforilar el domini carboxi-terminal de la RNA polimerasa II (Tassan JP ef al,

1995; Leclerc V et al, 1996). El seu cofactor és ciclina C.

L’activitat de les diferents CDKs no només depén de la unié amb les seves ciclines i per tant

dels nivells d’aquestes en cada moment del cicle, sino que ademés pot ser modificada per:

a) fosforilacions activadores: catalitzades pel complex kinasa CAK en un T-loop
carboxi-terminal de la Cdk, que en absencia de ciclina bloqueja 1’accés del substrat
al solc actiu, son per tant necessaries per a la total activacioé del complexe ciclina-
CDK.

b) fosforilacions inhibidores: en la regié amino-terminal de Cdk, catalitzades abans de

la mitosi per les kinases Wee/Mik1 i Mytl.
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¢) defosforilacions activadores: les fosfatases CDC25A, CDC25B i CDC25C eliminen
les fosforilacions inhibidores abans esmentades. CDC25A s’expressa al final de G1
induida per c-Myec, i desfosforila els complexes ciclina A/E-CDK2 (Jinno et al,
1994). CDC25B i CDC25C actuen sobre CDK1 en la regulaci6 de la transicio G2/M.

d) uni6 amb inhibidors especifics de les CDKs (CKIs): seran analitzats més endavant.

e) per la diferent localitzacid intracel.lular en cada moment dels complexes ciclina-

quinasa: en farem mencio al parlar de la funcio6 de les diferents proteines.

CICLINA E-CDK2

La transici6 entre les fases Gl i S del cicle cel.lular és regulada fonamentalment per
complexes ciclina E-CDK2, depenent fonamentalment de la preséncia de ciclina E-CDK2 lliure.
Ciclina E té una funcié molt important induint directament I’entrada a la fase S i I’inici de la
replicacié del DNA mitjangant 1’activaci6 de gens especifics de la fase S com timidin kinasa b-
myb o ciclina A (Chang et al., 1995).

Altres events especifics de la fase S regulats per ciclina E-CDK2 comprenen la modulacié de
la sintesi del DNA via Cdc6 i PCNA, el reclutament de la polimerasa o o la carrega de MCM i
Cdc45 en els llocs d’origen de replicacio, 1’activacio de Cdc25A, la regulacié de programes de
transcripcid via transcripcié de factors com les proteines helix-loop-helix (HLH) Id2 o Id3 , el
“BRG-1 associated factor” BAF155 (component del complexe remodelador de la dependent
d’ATP SWI/SNF), i la modulacié de fendomens d’ensamblatge a través de SAP155/SF3b1(Arata
et al., 2000; Coverley et al., 2002; Deed et al., 1997; Furstenthal ef al., 2001; Geng et al., 2003;
Hara et al., 1997; Seghezzi et al., 1998; Shanahan et al., 1999; Zhang et al., 2000; Zou et al.,

2000).
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Fig 6. Estructura tridimensional del complexe CDK2-ciclina A unit a un péptid de reclutament.

El gen de la proteina ciclina E humana codifica diversos polipéptids amb un pes mol.lecular
d’entre 39 1 52 kDa. La proteina ciclina E “regular” conté un domini compres entre els
aminoacids 129-215 anomenat “cyclin box”, la seqiiéncia del qual esta bastant conservada entre
les diferents ciclines. Un grup d’aminoacids hidrofobics d’aquesta “cyclin box™ sembla ser el
responsable del reconeixement dels inhibidors (Adams et al., 1996; Chen et al., 1996) per part
de ciclina A i probablement de totes les ciclines, incloent ciclina E. Més a davant de la “cyclin
box” i en sentit C-terminal es troba un motiu de reconeixement de substrat, que és el que
interacciona amb pRb (Kelly et al. 1998). Una seqiiéncia de tipus PEST (rica en Prolina,
glutamat, Serina i Treonina) a ’extrem C-terminal és la diana de les proteines degradadores
(Rogers et al. 1986). Ademés de la forma regular de Ciclina E s’han descrit vuit variants amb
diferent ensamblatge i amb capacitat per a produir isoformes de Ciclina E de diferent pes
mol.lecular, i una altre isoforma amb 15 aminoacids adicionals en posicié N-terminal (Sewing
et al., 1994; Ohtsubo et al., 1995; Mumberg et al., 1997). Totes les variants que tinguin una

“cyclin box” intacta podran activar CDK2. La localitzacié nuclear de ciclina E depén de
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proteines com importina-o i importina-f i és assegurada per un senyal de localitzacié nuclear
basic (NLS) en la seqiiéncia de ciclina E (Moore et al., 1999). Donat que CDK2 és mancada de
la seva propia seqiiéncia de localitzacid nuclear, depén de la interacci6 amb ciclina E per a
poder arribar al nucli. També les proteines Cip/Kip juguen un paper important per a la
localitzacio de les ciclines dins la cél.lula. En preséncia de les dues proteines Cip/Kip, diverses
ciclines, entre elles ciclina E es troben al nucli. Ciclina E també té funcions al citoplasma, com
ara de regulaci6 de la funci6 del centrosoma (Jackman ez al., 2002). La repressio del gen ciclina
E durant les fases G2-M del cicle i també al comengament de G1 és aconseguit per
I’ensamblatge d’un complexe multiproteina format per pRb hipofosforilada, histona deacetilasa
(HDAC) i el complexe remodelador del nucleosoma hSWI/SNF, que és reclutat als factors de
transcripcié E2F units al promotor de ciclina E per a impedir la transcripcié (Zhang et al.,
2000). Els nivells de ciclina E en les diferents fases del cicle es mantenen o redueixen per
degradacié de la proteina en el proteosoma 26S post-ubiquitinitzacié o modulant la seva
estabilitat mitjangant modificacions post-traduccionals. La uni6 d’una cadena de ubiquitina al
substrat requereix d’una série de passos catalitzats per tres enzims (King et al., 1996). Primer es
produeix D’activacié de la ubiquitina (petita proteina monomeérica de 76 residus altament
conservada evolutivament) a nivell C-terminal mitjancant un enllag tioéster amb I’enzim E1.
Seguidament 1’enzim E2 (proteina transportadora de ubiquitina) s’encarrega de transferir la
ubiquitina activada desde E1 fins a un residu lisina del substrat proteic, que esta lligat a I’enzim
E3 (ubiquitina-proteina ligasa E3). En el cas de ciclina E, com en altres ciclines, I’enzim E2 és
CDC34 mentre que I’enzim E3 és el complexe multiproteic SCF, format per les proteines
p19SKP'1, CDC53/Cullin, Rbx1/ROCI1 i una proteina F-box variable que pot ser Fbw7, hCdc4,
p45Skpz o Cullin3, (Winston et al., 1999). Les proteines P195"! | F-box interaccionen a través

del motiu F-box, mentre CDC53 uneix aquest complexe a I’enzim E2, CDC34. La ciclina E
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lliure és reclutada per p4 cap el complexe SCF, mentre que la ciclina E fosforilada o unida

a CDK2 ho ¢és per Fbw7/hCdc4.

1.11.2.2. Inhibidors de les CDKs
D’altra banda, I’activitat de les CDKs pot ser inhibida per dos grups d’inhibidors de les

quinases, la familia ink4 i la cip/kip.

INHIBIDORS INK4

Les proteines del grup inkd (p15™, p16™*, p18™*C i p19™“P) s’uneixen només a les
kinases CDK4/CDK®6 pero no a les ciclines i per tant actuen en la fase G1 temprana, dissociant
complexes ciclinaD-CDK4/6 (Sherr et al., 1999) i inhibint especificament 1’activitat kinasa
d’aquests complexes. Encara no es con¢ixen prou bé els senyals estimulants de la sintesi de
INK4, pero sembla clar que p15INK4b és induit per TGF-B (Hannon and Beach, 1994). P16 INKda
s’acumula progressivament a mida que la cel.lula envelleix (Alcorta et al., 1996). Les proteines
INK4 sobreexpressades aturen el cicle cel.lular en G1. La interpretacido més simple és que la
fosforilacio de pRb és antagonitzada directament per 1’efecte inhibidor de INK4 sobre ciclina D-
CDKA4. L’increment en la sintesi de INK4 resulta en la formacié de complexes INK4-CDK4
amb la consegiient desestabilitzacié de ciclina D. L’alliberament consegiient de les proteines
Cip/Kip d’aquest reservori latent en complexes ciclina D-CDK4 ocasiona I’inhibicié de ciclina

E/A-CDK2 en el nucli 1 I’aturada del cicle.

INHIBIDORS CIP/KIP
Les proteines del grup cip/kip (p21¥*™¢P!| p275P! | p575P?) comparteixen una certa homologia
de seqiiéncia a nivell N-terminal, poden inhibir 1’activitat d’un ventall més ampli de kinases,

amb preferéncia per CDK2, i no sén especifiques d’una fase del cicle. Les proteines Cip/Kip no
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dissocien complexes ciclina-CDK. Els estudis més recents mostren que si bé les proteines
Cip/Kip son potents inhibidors de CDK2, en baixes quantitats actuen com a reguladors positius
de CDK4 i CDK6, primerament actuant com un pont entre la ciclina D i la kinasa 4, facilitant

I’ensamblatge dels complexes ciclina D-CDK4/6 a nivell citoplasmatic. Treballs en els que s’ha
investigat 1’activitat especifica dels complexes ciclina D-CDK4-p27/p21 in vitro, no han
mostrat pas inhibici6 del complexe a una relacio estequiométrica de 1:1:1 (Zhang et al., 1994);
en canvi, amb aquesta mateixa proporcio, p27 i p21 inhibeixen CDK2. Aix0 no significa que
proporcions més elevades de p2l o p27 no puguin, en determinades circumstancies
fisiologiques, inhibir I’activitat ciclina D-CDK4/CDKG6. Pero el que succeeix en principi, és que
ciclina D-CDK4/6 acttia segrestant proteines Cip/Kip sense veure’s subjecta a inhibicio per part
d’aquestes. Ademés, les proteines Cip/Kip promouen I’activacio dels complexes ciclina D-
CDK4 dirigint-los cap al nucli (La-Baer et al., 1997) i incrementant 1’estabilitat de ciclina D. En
abséncia de Cip/Kip, I’exportacié de ciclina D1 cap al nucli és ineficient, i1 la ciclina D

sobreexpressada al comengament del cicle roman al citoplasma.

P21

P21°"! s com ja s’ha dit, un membre de la familia de proteines inhibidores de les quinases
(CIP/KIP) i un dels bracos efectors de p53. Té¢ dos dominis funcionalment ben definits.
Mitjancant els residus 10-80 situats en posicié N-terminal, interacciona amb complexes ciclina
E/CDK2, ciclina A/CDK2 """ i ciclina D1/CDK4 (Chen ef al., 1995). P21 té també un lloc
d’uni6 amb PCNA, constituit pels residus 133-164 en posicié6 C-terminal (Luo et al., 1995;
Nakanishi et al., 1995), possibilitant que p21 pugui inhibir la progressio de la fase S, i per tant
el creixement cel.lular, per inhibici6é de I’activitat de PCNA com a cofactor de la polimerasa.

Quan es produeix un dany a nivell de I’ADN i I’expressio de p21 és induida per pS3 funcionant,
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p21 ocasiona detenci6 del cicle cel.lular en G1 de manera sinérgica amb GADD45, proteina
nuclear abans esmentada al parlar de p53 i amb la que p21 pot també interaccionar (Kearsey et
al., 1995). Aquesta activacid de p21 per p53 requereix la intervencio de “Myc-interacting zinc-
finger 1” (Miz-1) (Sakurai et al., 2004). P21 pot ser activada també per p16, per la citoquina
antimitogenica “transforming growth factor-B” (TGF- B) (Seoane et al., 2002), per 1’activador
de la proteina kinasa C tetradecanoyl-phorbol acetat (TPA) via AP-2, o el receptor de la
vitamina D3 i I’acid retinoic (Liu et al., 1996), entre d’altres mecanismes d’interaccid cel.lular,
afavorint la maduracié, diferenciacié i envelliment cel.lular. Mitjancant els factors de
transcripcié Spl s’indueix p21 en resposta a diferents estimuls, com per exemple BRCA-1,
Ras, el Ca?*, el butirat o la lovastatina. E2F-1 i E2F-3 son inductors de la transcripcid de p21
durant la transici6 G1/S (Hiyama et al, 1998; Waga and Stillman, 1998). Més endavant, a
I’explicar la dinamica del cicle cel.lular, veurem que p21 té un paper important com a factor
d’ensamblatge i estabilitzacié dels complexes ciclina D1/CDK4 (Weiss et al., 2000; LaBaer et

al., 1997; Dong et al., 2004; Dupont et al., 2003), dels quals promou la seva activitat. Per tant,
p21 també pot ser localitzada al citoplasma. P21 bloqueja la interaccié de ciclina D1 amb la
proteina exportadora CRM1, impedint la sortida de ciclina D1 del nucli (Alt JR et al., 2002).
P21 pot unir-se de manera directa també amb Calmodulina (Taulés et al., 1999), essent aquesta
interaccid important per a la localitzacié nuclear del comple ciclina D-CDK4. Diversos estudis
suggereixen que p21 podria funcionar com a cofactor de transcripcid, regulant indirectament
I’activitat de “nuclear factor” NF-xB, i interaccionant directament i inhibint la de “Signal
transducers and activators of transcription” (STAT)-3, Mye, “CCAAT/enhancer-binding
protein— o’ (C/EBP o) i E2F1 (Kitaura et al., 2000; Coqueret et al., 2000; Harris et al., 2001).
Per tant, p21 pot inhibir I’E2F1 i la transcripcido dependent d’aquest factor per una via
independent de pRb. La expressi6 de p2l inhibeix també diversos gens implicats en la

progressid del cicle cel.lular, com el gen de la DNA polimerasa «, topoisomerasa II, ciclina B1 i

48



Introduccio

CDK1 (Chang et al., 2000). A través de STAT3, Myc i E2F, p21 pot inhibir gens més
especificament implicats en respostes mitogéniques. Altres estudis han mostrat el paper de p21
com a mediador de I’efecte pro-proliferatiu del “insulin-like growth factor-1” (IGF-1) i del
factor de transcripcio Ets-1 en diferents tipus cel.lulars. P21 interacciona també amb el domini
CRD1 de la “CREB binding protein” (CBP)/p300, activant-la (Snowden et al., 2000). Els
coactivadors transcripcionals p300 i “C-AMP Response Element Binding protein” (CREB)-BP
(CBP) son proteines altament homologues, contenen dominis histona acetiltransferasa (HAT) i
interaccionen amb un ampli ventall de proteines d’unié amb DNA, incloent p53, la RelA (p65)
NF-B subunitat, E2F, MyoD, AP-1, receptors nuclears, i moltes altres. L ’activitat HAT de CBP
¢s activada per Ciclina E-CDK2. CBP/p300 és requerida tant per a 1’activitat d’E2F estimulant
el cicle, com per a la de p53 i Myo D aturant-lo, de manera que CBP/p300 funciona com un
regulador tant de la proliferaciéo com de la inhibicié del cicle. CRD1 és un domini de repressio
transcripcional de p300, i la desrepressio de CRD1 per p21 activa p300. Tant p300 com CBP es
troben freqiientment mutats en adenocarcinomes colorectals originats per la via mutadora, amb
alta inestabilitat de microsatel.lits (Ionov et al., 2004). Altres proteines que poden interaccionar
amb p21 i modular la seva capacitat de detenir el cicle cel.lular en G1 sén TOK-1, CARB i
SET. La isoforma o de Tok-1 pot interaccionar amb la regié carboxi-terminal de p21 i
augmentar ’efecte inhibitori d’aquesta proteina sobre CDK2. SET pot unir-se directament a p21
i revertir in vitro 1’efecte inhibidor de p21 sobre 1’activitat del complex ciclina E-CDK2.

Una altra funcié de p21 que ha comengat a ser reportada recentment €s la de inhibicid de
I’apoptosi. P21 interacciona en el mitocondri amb procaspasa-3 inhibint 1’activacié de caspasa-
3/CPP32 (membre de la familia ICE, proteases que eliminen substrats en posicié C-terminal a
residus d’aspartat) per a resistir la mort cel.lular mediada per ligands i receptors de membrana
Fas (Suzuki A et al., 1998). El factor de transcripcid6 Myc és en gran manera qui determina que

p53 aturi el cicle cel.lular via p21, o bé que indueixi I’apoptosi. Myc és un factor de transcripcio
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que promou el creixement i prol.liferacié cel.lular, i sota determinades condicions, 1’apoptosi.
En associacio amb la proteina Max, Myc s’uneix a una seqiiéncia especifica de DNA (“E box™)
1 dirigeix 1’activacid transcripcional de diversos grups de gens, perd inhibeix la transcripcio
d’altres gens, entre ells p21 (Seoane et al., 2002). Myc és directament reclutat cap el promotor
de p21 pel també factor de transcripcié de p21 Miz-1. Miz-1 és un factor de transcripcidé amb
domini de tipus POZ. Miz-1 s’inhibeix per interaccid6 amb Myc i el reclutament de Myc al
promotor de p21 per Miz-1 reprimeix la transcripcié de p21 inclis en preséncia de p53. Per aixo
Myc és en gran manera qui decanta el sentit de la funcié de p53.

P21 pot ser fragmentada per accié de la caspasa-3/CPP32 (possiblement activada per la

proteina Bax) (Zhang et al., 1999), resultant en la pérdua d’un fragment de 52 aminoacids en
posicié C-terminal que inclou el senyal de localitzacio nuclear, la regi6 d’enllag amb PCNA iun
recentment identificat segon lloc d’uni6 a ciclines (Adams et al., 1996). Aquesta p21
fragmentada per la caspasa-3 és relocalitzada cap al citoplasma, no pot unir-se a PCNA i per
tant, no pot aturar el cicle cel.lular en G1. Tampoc pot impedir el procés d’apoptosi.
P21 pot també ser fosforilada per la proteina kinasa Akt, resultant en supressio de la seva funcid
antiapoptotica i inhibitoria del cicle cel.lular (Zhou et al., 2001). La via phosphatidylinositol-3-
OH kinase (PI3K)/Akt es troba en la cascada efectora del receptor tirosin-kinasa
ErbB2/HER2/neu, sobreexpressat o amplificat en alguns tumors, per exemple en al voltant d’un
30% de carcinomes ductals de mama.

Per inmunohistoquimica, 1’expressié de p21 sol ser nuclear i de distribucid heterogenia,

principalment en cél.lules ben diferenciades.

P27
Respecte de p27 afegirem que P53, TGF-B o I’AMPc son inductors de p27, mentre que la seva

transcripci6 esta inhibida per c-Myc, pero els mecanismes més importants de control de p27
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tenen lloc a nivell de proteina, per redistribucié o per ubiqiiitinitzacié i degradacio, la qual té
lloc unicament al citoplasma. P27 pot interaccionar amb la proteina mNPAP60 (Muller D et al.,
2000), associada al porus nuclear, facilitant ’entrada de ciclina D-CDK4 al nucli. Ademés,
també bloqueja la interaccidé entre ciclina D1 i I’exportina CRMI1, augmentant els nivells
nuclears de ciclina D. Les funcions de p27 en el procés apoptotic no es conéixen bé. Si bé la
sobreexpressio de p27 pot induir proteccid contra I’apoptosi, altres estudis han reportat efectes
pro-apoptotics (Philipp-Staheli et al., 2001). Hi ha poca evidéncia de que p27 pugui regular
factors de transcripcio. En la fase G1 temprana, p27 inhibeix I’activitat del factor de transcripcio
AP-1 interaccionant amb el seu cofactor JAB1 i impedint I’activacié de gens promotors del
creixement. JAB1 es transloca al citoplasma afavorint la degradaci6 de p27, perd aquesta
translocacio citoplasmatica de p27-JAB1 impedeix [’associacié entre JAB1 i AP-1. Les
proteines Cip/Kip no segueixen la teoria dels dos events de Knudson, dels gens supressors
tumorals. Mentre que la pérdua d’un al.lel de p27 s’ha reportat, la inactivacié de les dues copies
del gen p27 és molt infreqiient. Experiments amb ratolins homozigots p27-/- han mostrat
propensio al desenvolupament d’adenomes hipofisaris, adenomes i adenocarcinomes intestinals
i de pulmo, tumors ovarics de cél.lules de la granulosa, i diferents tipus de tumors uterins. Els
ratolins heterozigots per p27+/- han mostrat també la predisposicié d’aquests animals a
desenvolupar tumors, indicant que p27 és haplo-insuficient en la seva funcié supressora tumoral

(Fero et al., 1998).

1.11.3. Dinamica del cicle cel.lular

Quan una cel.lula quiescent entra en cicle, els gens codificants de les ciclines D (D1, D2 i D3)
son activats en resposta a senyals mitogeéniques, i a continuacio les ciclines D s’uneixen a les
seves unitats catalitiques, CDK4 i CDK6. Llavors els complexes ciclina D-CDK entren al nucli

de la cel.lula on han de ser fosforilats per una kinasa activadora de les CDKs (CAK) (Sherr et
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al., 1995) per poder fosforilar a la vegada altres substrats proteics. Els senyals mitogénics
induits per Ras promouen la transcripcid de ciclina D1 via una cascada de kinases que depén de
I’actuacio6 seqiiencial de la serina/threonina kinasa Raf-1, que fosforila i activa les “mitogen-
activated protein kinase“ (MAPK) 1 i 2 (MEK1 i MEK2), i aquestes a la seva vegada
fosforilen i activen les “extracel.lular signal-regulated protein kinases” (ERKSs). La funcié més
reconeguda de les kinases dependents de ciclina D és la de fosforilar especificament pRb i en un
lloc molt concret (caracteristicament exclou la histona H1). Aquesta especificitat d’accio de
CDK4 contrasta amb el ventall més ampli de substractes de CDK2, que pot fosforilar pRb, la
histona H1, i la mateixa p27kip ' El punt de vista generalment acceptat és que les CDK
depenents de ciclina D inicien la fosforilacio de pRb cap a la meitat de G1, alliberant I’E2F.
E2F indueix la sintesi de ciclina E, que a la vegada estimula a CDK2 a completar el procés
hiperfosforilant pRb en llocs adicionals (Matsushime et al., 1994), creant un cercle vicios
positiu que porta irreversiblement a la fase S. Al mateix temps, el segrest de proteines Cip/Kip
produit per part dels complexes ciclina D-CDK4 produeix la desinhibicio, 1 per tant facilita
I’activacio, dels complexes ciclina E-CDK2 la qual requereix tant la inactivacio de les proteines
Cip/Kip com de pRb, i per tant, depén de ’activacio previa de ciclina D/CDK4. Posteriorment,
ciclina E-CDK2 facilita la seva propia activacio perque ademés d’hiperfosforilar pRb, també
fosforila p27 a nivell del residu de threonina 187 i indueix la degradacio d’aquesta proteina Cip
pel proteosoma 26S. Les mol.lécules residuals de p27 i p21 romanen unides als complexes
ciclina D-CDK al llarg dels cicles subsegiients. Les CDKs dependents de ciclina A i ciclina B
activades més tard durant el cicle de divisi6 cel.lular, mantenen pRb en una forma
hiperfosforilada fins que les cél.lules surten de la mitosi i pRb retorna a un estat hipofosforilat
en la segiient fase G1 (Ludlow ef al., 1990). Es probable que la fosforilacio-proteolisi de ciclina
E durant la fase S (Clurman et al., 1996) juntament amb la degradaci6 de ciclina A en G2 (King

et al., 1996), retornin el sistema al nivell bassal. Per la seva banda, el remanent de proteines
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Cip/Kip segrestades ¢s alliberat quan els estimuls mitogenics ambientals desapareixen i la
sintesi de ciclina D s’atura, resultant tot plegat en la inhibicid de ciclina E-CDK2 i el

consegiient arrest del cicle en G1.

1.11.4. Proteines reguladores del cicle cel.lular i cancer

Com ja s’ha comentat abans al parlar de p53, alteracions d’aquest gen supressor tumoral (el
“guardia del genoma”) han estat reportades en la majoria de neoplasies humanes (Hollstein M et
al., 1991; Caron de Fromentel C et al., 1992; Levine Al et al., 1993), ja siguin epitelials,
mesenquimals, limfoides o del sistema nervids central. Experiment efectuats amb ratolins
carents de p53 han mostrat propensio per part d’aquests a desenvolupar limfomes, sarcomes
indiferenciats, hemangiosarcomes i osteosarcomes, predisposicid6 més elevada en homozigots
que en ratolins amb un sol al.lel mutat de p53, indicant que la preséncia d’un sol al.lel normal
de p53 té capacitat per a reduir la formacié de tumors (Donehower et al,, 1992). Mutacions
germinals de p53 donen lloc a la sindrome de Li-Fraumeni, d’heréncia autosomica dominant.
L’espectre de cancers en aquesta sindrome inclou carcinomes de mama, sarcomes de parts
toves, tumors cerebrals, osteosarcoma, leucémies i carcinoma de cortex suprarrenal entre
d’altres. Es desenvolupen en edats molt tempranes, i multiples tumors primaris simultanis sén
freqiients (Li et al., 1992). Els membres d’una familia que tingui aquesta sindrome, tenen un
al.lel mutat de p53 i un al.lel salvatge. Tots els tumors que puguin presentar retenen 1’al.lel
mutat i perden el salvatge. Aixo s’explica, com s’ha comentat abans, per la hipotesi dels dos
“hits” de Knudson (1971). La majoria de mutacions germinals de p53 son de tipus missense.

Considerant les deu varietats més freqiients de cancer al mon, alteracions en p53 es troben en
el 45% dels pacients (Soussi T et al., 1994). Almenys un 50% d’adenocarcinomes colorectals
tenen una proteina pS3 mutada, generalment associada a pérdua de ’altre al.lel. A més de les

mutacions puntuals que poden afectar el gen p53, diversos treballs han enfocat I’estudi dels
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polimorfismes de p53 com a factors de risc pel desenvolupament de patologies malignes. Els
al.lels del polimorfisme localitzat al codo 72, a I’exd6 4 de p53, codifiquen per a un residu
d’arginina (CGC; Arg72) amb carrega positiva, o per a un residu de prolina (CCC; Pro72)
apolar. Ha estat reportada una associacio significativa entre aquest polimorfisme al codo 72 i el
risc de cancer, encara que els resultats en relaci6 a la majoria de cancers, inclosos els de mama i
els colorectals no soén concloents. Aquest polimorfisme Arg/Pro es localitza en una regi6 rica en
prolina, entre els residus 64-92, requerida per a la funcié d’induccié d’apoptosi pero no per a la
de interrupcio del cicle cel.lular. La proteina p73, homologa de p53, és capag d’activar els
promotors dependents de p53 i induir ’apoptosi en cél.lules deficients en p53. Una funcio
intacta de p73 és un determinant important de la sensibilitat de les cel.lules canceroses als
agents antineoplasics. Alguns mutants de p53 poden unir-se a p73 i inactivar-la, especialment
quan la mutacié de p53 té lloc sobre 1’al.lel Arg72 (Marin et al., 2000). Aquestes mutacions de
p53 estarien localitzades en els codons 173, 175, 176, 179, 220, 242, 245, 248, 249, 2731282, i
son capaces de inhibir I’apoptosi induida per p73, pero amb més eficiéncia quan es localitzen en
un al.lel Arg72. La inhibicié de p73 per aquests mutants de p53 i per mutants de la propia p73
impedeix I’apoptosi i citotoxicitat induida per molt quimioterapics (Bergamaschi et al., 2003).
De manera que la preséncia d’aquestes mutacions en Arg72 s’ha correlacionat amb una pobre
resposta al tractament quimioterapic en cancer de cap i coll. Ademés, en diferents varietats de
tumors s’ha reportat més freqiiéncia de mutacions sobre 1’al.lel Arg72 que sobre 1’al.lel Pro72
(Tada et al., 2001). En una serie de 162 carcinomes colorectals, Langerod ef al. van reportar el
2002 una freqiiencia dels al.lels Arg72 i Pro72 de 0.75 i 0.25 respectivament. La freqiiéncia de
mutacions de p53 en aquesta scrie va ser de 48%, perd no van trobar diferéncies en la
freqiiéncia de mutacions entre els dos al.lels, a diferéncia del que ells mateixos van observar en
una altra série de cancers de mama. Segons aquest treball, el polimorfisme al codd 72 pot

afectar la funcié de les mutacions de p53 en cancer de mama, pero no en cancer colorectal. Des
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de 1989, un ampli cos de literatura s’ha anat ocupant dels aspectes biologics i alteracions de
p53, romanent encara un cert grau de controversia pel que fa al valor com a factor pronostic de
I’estudi de mutacions, sobreexpressio i perdues al.léliques de p53 (Bertorelle R et al., 1995; Dix
B et al., 1994; Kressner U et al., 1999; Goh H-S et al., 1995; Scott N et al., 1991; Slebos RJIC et

al., 1996; Smith D R et al., 1996; Tomoda H et al., 1995).

P21 ha estat també objecte de diverses publicacions referents al seu valor com a factor
pronostic al llarg de la passada década, amb conclusions igualment diverses. Aixi, alguns
treballs no trobaren cap correlacié clinico-patologica amb p21, ni entre p21 i p53, aixi com
tampoc entre sobreexpressido o mutacido de p53 i estadi o grau tumoral. D’altres reporten una
correlacid inversa entre l'expressid6 de p53 i la de p21, perd no troben correlacié entre
I’expressi6 d’aquestes dues proteines i grau tumoral, estadi o supervivéncia. L’equip
d’investigadors de Ropponen et al. (1999) reporten una correlacid clarament inversa entre
I’expressié detectada per immunohistoquimica de p53 i p21, correlacidé entre p21, Dukes i
supervivencia i correlacié entre no deteccid de p53 i millor supervivéncia. Per a Coqueret et al.
(2003) 1 per a Shiohara et al., el possible potencial prondstic de p21 és poc clar comparat amb el
de p27. Ratolins carents de p21 han mostrat només una propensié molt modesta per al
desenvolupament de tumors (Deng et al., 1995; Martin-Caballero et al., 2001). Tampoc no
queda encara clar que en cel.lules tumorals p21 tingui localitzacié citoplasmatica. El fet de que
el gen p21 no estigui mutat en cancers podria indicar que algunes activitats especifiques de p21
poden ser importants per a la transformacio cel.lular. P21 protegeix el carcinoma colorectal i el
melanoma de [’apoptosi mediada per p53 i prostaglandina A2 (Gorospe et al., 1996);
L’associacio dels holoenzims dependents de ciclina D i la funcio antiapoptotica podrien ser

dues funcions importants de p21 durant la carcinogénesi.
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Delecions, reordenaments o mutacions puntuals del gen de p27 sén events molt rarament
reportats en cancers humans (Ponce-Castafieda MV et al.,1995) (Kawamata N et al.,1995), pero
alternativament les c¢l.lules neoplasiques poden esquivar I’acci6 inhibidora sobre el creixement
cel.lular de p27 mitjancant metilacié del promotor, afavorint de forma aberrant la seva
degradaci6 a nivell posttranscripcional, o relocalitzant-la en el citoplasma. Els nivells reduits de
p27 en cancer de colon, pulmé no cél.lula petita, gliomes i limfoma del mantell han estat
atribuits a increment en la degradacid pel proteosoma 26 S (Esposito et al., 1997; Loda et al.,
1997; Piva et al., 1999; Chiarle et al., 2000), mentre que en cancer sobre esofag de Barrett,
ovari, 1 alguns de colon i mama s’ha observat relocalitzacio de p27 al citoplasma (Ciaparrone et
al., 1998; Singh et al., 1998; Blain et al., 2002). Aixi, s’ha trobat p27 citoplasmatica en el 40%
de cel.lules de cancer de mama o colon. Aquesta relocalitzacio de p27 al citoplasma és induida
per la proteina kinasa Akt per mitja de la fosforilacié del domini de localitzaci6 nuclear de p27
(Viglietto et al., 2002). També pot ser relocalitzada per la kinasa “human kinase interacting
stathmin” (hKIS) (Boehm et al., 2002). No es coneixen bé totes les implicacions d’aquesta
relocalitzacio de p27, perd la conseqiiencia més simple és que la redistribucio de p27 al
citoplasma inicia la seva degradacio i activa CDK2. S’ha pogut reportar en diferents estirps
tumorals una correlacio inversa entre expressio de p27 i grau tumoral, com per exemple en
carcinoma colorectal i de mama (Fredersdorf S. et al., 1997), gastric (Mori M et al., 1997), i

d’altres.

El paper de ciclina E en el procés de tumorigenesi encara no és prou conegut. Ciclina E es
troba expressada a uns nivells molt superiors als fisiologics en molts tumors, i el locus genomic
en el que ciclina E es localitza (19q12-q13) es troba freqiientment amplificat (Akama et al.,
1995; Demetrick et al., 1995). Pero donat que nivells alts de ciclina E no necessariament

correlacionen amb nivells alts d’activitat CDK2 (Sweeney ef al., 1998) ni amb alt index
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proliferatiu, la sobreexpressid per si sola de ciclina E no sembla suficient per a la completa
malignitzacié d’una cel.lula. La sobreexpressido de ciclina E ha estat reportada en diversos
processos neoplasics humans, per exemple en mama (Buckley MF et al.,1993) (Keyomarsi K et
al., 1993), estomac (Jiang W et al., 1992), o colon (Kitahara K et al., 1995) (Yasui et al., 1996),
perd mentre que en estomac sembla associar-se a tumors molt invasius o metastasics, en colon
s’associa a estats d’infiltracid incipient a través de la muscularis mucosae. En aquests tumors,
ha estat observada correlaci6 directa entre els nivells de ciclina E i els dels inhibidors p21 i p27

(Akama et al., 1995; Nakamura et al., 1997; Yasui et al., 1997).
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2. OBJECTIUS

2.1. Hipotesi

L’estudi per mitjans immunohistoquimics i moleculars d’algunes proteines reguladores del
cicle cel.lular ha d’aportar informacio pronostica complementaria i/o independent a I’estadi de

Dukes.

2.2. Objectiu general

Identificacié de perfils fenotipics en 1’adenocarcinoma colorectal que puguin aportar
informacié pronostica suplementaria a 1’estudi anatomo-patologic habitual, mitjangant 1’estudi
amb técniques moleculars i immunohistoquimiques de p53, p21, p27 i ciclina E, proteines

implicades en el control del cicle cel.lular, principalment de la transicio G1-S.

59



MATERIAL I METODES



Material i metodes

3. MATERIAL I METODES

3.1. Pacients i especimens tumorals

Es va dur a terme un estudi hospitalari de casos i controls entre Gener de 1996 i Decembre de
1998 amb I’objectiu d’estudiar interaccions genoma-ambient en el desenvolupament del cancer
colorectal. Els casos van ser pacients diagnosticats “de novo” d’adenocarcinoma colorectal i
tractats a la Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge i es va seleccionar un cohort amb els
primers 185 casos operats consecutivament i de forma electiva entre Gener de 1996 i Juliol
1997. Aquest cohort va ser seguit prospectivament per tal de determinar el valor pronostic de
diferents alteracions genétiques. 15 pacients operats d’urgéncia van ser exclosos. Es va disposar
del consentiment escrit de tots ells per a participar i cedir mostres per a ser analitzades
genéticament.

Els pacients comprenien 115 homes i 70 dones, amb un rang d’edat d’entre 30 i 98 anys, amb
un promig d’edat de 67 anys. La distribucié per estadis fou de 93 carcinomes amb estadi de
Dukes A-B1-B2, 67 amb Dukes C1-C2 1 25 amb Dukes D. 114 dels adenocarcinomes es van
localitzar al colon i 71 casos al recte. La intervencid quirtrgica va ser considerada curativa tant
pel cirurgia com pel patoleg en 150 dels 185 pacients (81.0%) i paliativa en 36 casos. En cinc
casos inicialment considerats curatius pel cirurgia es va detectar invasié microscopica dels
marges. Hi va haver recidiva en 22 (14.6%) dels casos curatius i en 10 (6.6%) d’aquests casos
es van detectar metastasis hepatiques metacroniques. Les principals caracteristiques es detallen
a la taula 3.

78 (42.1%) pacients del cohort van rebre tractament quimioterapic seguint els protocols
standard. Quaranta de seixanta-quatre (62.5%) pacients amb estadi Dukes C i els Dukes B amb
elevat risc de recurréncia (27/73, 36.9%) van rebre el mateix tractament adjuvant: 5-FU més
levamisole (injecci6 de 450 mg/m2 en bolus de 5-FU els dies 1 a 5 amb repeticié després de 4

setmanes més levamisole 50 mg 3 vegades al dia (oral) els dies 1 a 31 15 a 17 durant un any).
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Les dades cliniques com desenvolupament de recidiva local, metastasis a distancia i mort van
ser prospectivament enregistrades i recuperades de la nostra base de dades. Vam disposar de
seguiment clinic per a tots els pacients, amb un promig de seguiment de 70.2 mesos (rang entre
64.5175.9 mesos). La supervivéncia global (OS) i la supervivéncia lliure de malaltia (DFS) van
ser calculades des de la data de la intervencié quirargica fins la de la mort, recidiva o darrera
visita. La ra6 de supervivéncia global a 31 5 anys va ser de 70.7% i 64.3% respectivament. Tots
els casos van ser estadiats anatomopatologicament mitjancant el sistema de Dukes modificat per
Astler-Coller. Les peces quirugiques van ser immediatament transportades en gel després de la
seva obtencidé al Servei d’Anatomia Patologica. Mostres aparellades de mucosa normal i
adenocarcinoma van ser congelades en nitrogen liquid dins les 2 hores posteriors a la seva
reseccid i emmagatzemades a —80°C. A continuacid, les peces quirargiques van ser fixades en

formol i incloses en parafina per al seu posterior examen anatomopatologic.

3.2. Analisi per tecniques moleculars del gen p53

3.2.1. Generalitats

Al moment d’iniciar I’estudi de p53, les mostres de tumor congelat estaven exhaurides en 30
casos. Es va realitzar 1’extracci6 d’ADN a partir de les mostres congelades dels 170 casos
restants, sense enriquiment en cél.lules tumorals, seguint procediments estandard amb fenol-
cloroform. Les mutacions entre els exons 5 i 9 de p53 van ser detectades mitjancant reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR), analisi dels polimorfismes comformacionals de les cadenes
senzilles (SSCP) (Orita et al., 1989) dels productes amplificats i seqiienciacio directa dels
productes de PCR. Es va fer servir DNA extret de linies cel.lulars MDA-MB-468 i KM12SM
com a control negatiu. L.’analisi de LOH en p53 va ser realitzat també per PCR-SSCP.

L’objectiu d’'una PCR (Polymerase Chain Reaction) és obtenir un elevat nombre de copies

d’un fragment de DNA, sempre que coneguem una part de la seqiiéncia de nucleotids d’aquest.
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Aquesta técnica va ser ideada en 1989 por Kary B. Mullis. Per a la PCR s’empren dos
oligonucleotids sintétics d’uns 15-20 nucleotids, complementaris als extrems de la regi6é que es
vol amplificar. Aquests oligonucleotids actuen com a cebadors (“primers”) per a la sintesi del
DNA, la qual és catalitzada per I’enzim Taq polimerasa, aillada del bacteri Thermophilus
aquaticus. Els tampons de PCR que s’empren normalment contenen KCI, Tris i MgCl,. El
MgCl, és el component amb més influéncia en 1’especificitat i rendiment de la reaccio, doncs
els ions Mg®" sén cofactors de la polimerasa.

Hi ha tres fases o pasos principals en una PCR, repetits al llarg de 30 a 40 cicles. Normalment
son realitzats en un ciclador automatic capag d’escalfar i refredar els tubs amb la reaccio en
intervals breus de temps:

1. DESNATURALIZACIO (94°C aproximadament): Durant aquesta fase la doble cadena del
DNA es separa en dues cadenes senzilles aplicant temperatures de 90 a 95° C que
produeixen la ruptura dels ponts d’hidrogen intercatenari.

2. HIBRIDACIO (“annealing”) a 54° C aproximadament: Degut al movement brownia, els
cebadors es mouen al voltant de les cadenes senzilles del DNA motlle. Constantment
s’originen i es trenquen enllagos ionics entre els cebadors i el DNA motlle. En els llocs on
els cebadors encaixen exactament, aquests enllagos ionics duren una mica més, i en aquest
petit tram bicatenari format (DNA motlle i cebador) la polimerasa pot acoplar-se i
comengar a copiar el DNA motlle. Una vegada hi ha introduides unes quantes bases noves,
I’enllag ionic entre el motlle i el cebador és tan fort que ja no es. La temperatura de fusio o
annealing (Tm, “melting temperature”) depén de diversos factors i és relativament
especifica per cada cebador. Una férmula senzilla per calcular la Tm és: Tm = 4(G+C) + 2
(A+T). Sovint cal fer proves per a trobar la temperatura d’hibridacio especifica, doncs si la
temperatura és massa baixa es produira una unid inespecifica i si és molt alta no es

produira una uni6 completa.
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3. EXTENSIO a 72°C: A aquesta temperatura, els cebadors situats en posicions que no
encaixen exactament tornen a quedar lliures i no donaran extensio del fragment. En el lloc
on ja hi ha introduides unes poques bases, les forces ioniques que atreuen els cebadors al
motlle prevalen sobre les que trenquen aquestes atraccions. Durant aquest pas, la Taq
polimerasa incorpora nucleotids a 1I’extrem 3' del cebador en sentit 5’ a 3°, llegint el DNA
motlle préviament desnaturalitzat en sentit 3° a 5. 72°C és la temperatura de maxima

activitat de la Taq polimerasa.

Com que les dues cadenes son copiades durant una PCR, es produeix un increment

exponencial del nombre de copies del fragment de DNA.

3.2.2. Analisi de mutacions puntuals de p53

PCR

En el nostre cas es va procedir primerament a 1’amplificacié per PCR d’un fragment de 1987
parells de bases comprés entre la base 12979 en posiciéo UP (U), situada a I’exo 5, i la base
14875 DOWN (D), localitzada a I’ex6 9. La reaccié de PCR es va dur a terme en un volum
final de 25 pl, contenint 2.5 ul de Buffer 10x (Gibco®), 3 pul de dNTPs 100 mM, 0.1 pl de
cebador 12979 U, 0.1 ul de cebador 14875 D, 0.1 ul de polimerasa d’ADN 5 U/ul, 18.2 ul d’
H,O desionitzada i 1 pl d’ADN de la mostra. Després d’un temps de preescalfament d’un
minut a 95°, els cicles térmics comengaven amb la fase de desnaturalitzacié durant un minut a
94°, seguida en segon lloc de la fase d’acoplament dels cebadors a 63° durant 45 segons, i es
completaven amb la fase d’extensié a 72° durant un minut. Aquest cicle es va repetir 25
vegades. A continuacio, el producte resultant d’aquesta primera PCR es va fer servir com a
motlle per a amplificar separadament un fragment de 410 parells de bases que incloia els

exons 5 i 6, un altre fragment de 622 parells de bases que incloia els exons 7 i 8, i un tercer de
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788 que incloia els exons 7 a 9. El medi de la reaccio va ser el mateix per a les tres PCR 1

contenia 2.5 ul de Buffer 10x, 3 ul de dNTPs 100 mM, 0.2 ul de P u32, 0.25 ul de polimerasa

Taq, 18.05 pl d> H,O, 0.5 ul de cada cebador i 0.5 pl del primer producte de PCR, en un

volum final de 25 pl.

Taula 2. PCRs de p53: primers, condicions emprades i mida dels productes.

PCRs CEBADORS | FRAGMENT MESCLA DE REACCIO CICLES I Tm
1*PCR: EX. 59 | 12979 U 1987 pb 1 ul DNA, 0.5 u Tag, 120 uM de |25 cicles, 63°C
14875 D cada dNTP, 0.4 uM de cada cebador
EX.5-6 | 13054 U 410 pb 0.5 pl producte PCR anterior 35 cicles, 63°C
2es 13463 D 1u Taq
PCRs EX. 7-8 | 13966 U 622 pb 120 uM de cada ANTP 35 cicles, 63°C
“nested” 14587 D 2 UM de cada cebador
EX.9 |13966U 788 pb 1-2 uCi [0->2P]dCTP 35 cicles, 60°C
14753 D

Els cebadors van ser el 13054 U i el 13463 D per als exons 5-6, 13966 U i 14587 D per als

exons 7-8 1 13966 U i 14753 D per als exons 7-9. El cicles termics per a les dues primeres PCR

“nested” van ser els mateixos utilitzats per a la PCR inicial, repetits 35 vegades. Per al tercer

fragment es van seguir els mateixos cicles térmics que per a les dues primeres PCR “nested”

perd amb una temperatura d’acoplament dels cebadors de 60°. Totes les PCRs van ser

comprovades en gels petits de poliacrilamida al 6% polimeritzada amb persulfat amonic (APS)

al 10% 1 tetra-metiletilen-diamina (TEMED). En cada cas es carregaven 5 ul de producte

amplificat amb 3 pl de LB (5% glicerol, 0.4% blau de bromofenol i 0.4% xilencianol). La mida

67




Material i méetodes

dels productes de PCR s’obtenia per comparacié amb el marcador ¢X174/Hae I1I (Stratagene),

util com a estandard de cadenes dobles lineals d’entre 72 1 1353 parells de bases.

DIGESTIO DELS PRODUCTES DE PCR

Els productes de les PCR “nested” van ser sotmesos a digestid per mitja d’enzims de
restriccié abans de ser carregats en gels de SSCP per a la deteccio de les mutacions en I’ADN.
Del fragment amb els exons 5 i 6, van ser obtinguts dos fragments digerits de 83 i 327 parells de
bases utilitzant I’enzim Hpa II. El mateix enzim va ser emprat per a digerir el fragment amb els
exons 7 i 8 en quatre fragments de 76, 102, 168 i 276 parells de bases respectivament.
Finalment, el segment comprés entre els exons 7-9 va ser digerit mitjancant I’enzim Hha I en
dos fragments de 240 i 548 parells de bases. El menor d’aquests dos fragments contenia sencer
I’ex6 9 juntament amb la segona meitat de 1’exd 8 i I’intrd intermedi. Totes les digestions van
ser realitzades en un volum final de 20 pl a partir de 5 pl de producte de PCR i amb 5-10 unitats

d’enzim de restricci6 en el tampd apropiat, deixant-se incubar tota la nit a 37°C.

SSCp

Es va continuar el procés amb la técnica d’analisi de SSCP. Amb aquesta finalitat, 2 pl de
cada mostra, dissolts en tamp6 de carrega desnaturalitzant DLB (93% formamida, 0.01M
EDTA, 0.01M NaOH, 0.01% blau de bromofenol, 0.01% xilencianol) van ser escalfats a 95°
durant 5 minuts, immediatament refredats en gel durant 3 minuts i sotmesos a electroforesi,
primerament en un gel no desnaturalitzant de poliacrilamida al 6%, i segonament en un gel que
contenia a més, un 5% de glicerol. Abans de carregar les mostres, els gels havien corregut
durant 15 min a 55 W. Quan ja s’havien carregat les mostres, aquestes es deixaven entrar en el
gel durant 12 min a 30 W, i després es corrien el temps adequat. Els fragments digerits

corresponents als exons 5-6 i 7-8 van correr durant 6 hores a 6 W en el primer gel, i durant 13
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hores en el segon. Els fragments pertanyents als exons 7-9 van correr durant 10 hores en el
primer gel i 20 hores en el segon. El motiu de correr a baixa poténcia era evitar 1’escalfament
del gel, que hauria pogut trencar els plegaments comformacionals que condicionen la mobilitat
de les cadenes. Finalment els gels es passaven a un full de paper Whatman 3MM lleugerament
més gran, s’assecaven al buit a 80°C 1 s’exposaven durant un o dos dies a una pel.licula sensible

als raigs X.

SEQUENCIACIO

Les alteracions observades en els tumors respecte de les mostres control van ser confirmades
per seqiienciacidé directa dels productes de les PCRs corresponents. Aquesta es va realitzar
emprant el kit comercial AmpliCycle™ Sequencing Kit (Perkin Elmer), el qual no
subministrava ni els primers ni el dNTP marcat radiactivament. Per exigéncia del kit, els
productes de PCR a seqilienciar es diluien en aigua entre 2 i 8 vegades segons la seva
abundancia en el gel de SSCP. En general, el cebador de seqiienciacio6 era un dels dos (U o D)
emprats en la PCR de la que procedia la mostra, essent seqiienciat el producte per I’extrem més
proper a la zona alterada, el qual es deduia segons el producte de digestio afectat en la SSCP.
Per a cada mostra a seqiienciar es van preparar 4 reaccions de seqiienciacio, una per nucleotid.
A cada un dels 4 tubs d’una mateixa mostra se li afegien 2 pl d’una de les mescles de dNTPs
subministrades pel kit amb un acabador de cadena diferent (ddGTP, ddATP, ddTTP i ddCTP) i
6 ul d’una mescla de reaccio que contenia 23 pl H,O bidesionitzada, 4 wl Cycling Mix (barreja
de tampo i enzim subministrada pel kit), 1 pl d’un dels dos primers a 20 uM de la PCR, 1 ul [&-
32p1dCTP o [@-"*P]dATP (3000Ci/mmol) a 10 pCi/ul (Amersham, Suecia), i 1 pl producte de
PCR diluit. Aquesta reaccid era sotmesa al mateix programa de cicles que la PCR de qué

procedia la mostra, encara que reduit a 30 cicles.
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Els productes de seqiienciaci6 van ser a continuacio carregats en gels de SSCP
desnaturalitzants. En aquest cas la solucio del gel conté urea, amb 1’objectiu d’anular els efectes
comformacionals de les cadenes de DNA sobre la seva mobilitat electroforética. El gel es pre-
corria durant uns minuts a 55 W. A 8 pul de la mostra se li afegien 4 ul de Stop Solution
subministrada pel kiz, o bé DLB; tot seguit, aquesta diluci6 es desnaturalitzava i se’n carregaven
2 ul. Les quatre reaccions de seqiiencia d’una mateixa mostra es carregaven sempre una al
costat de 1’altra, sense pous de separacio entre elles, en I’ordre G-A-T-C. Molt sovint també es
carregaven juntes les reaccions equivalents de mostres diferents en aquest mateix ordre. Es a
dir, si en un gel haviem de correr al mateix temps 4 seqiienciacions iguals perd de productes de
PCR diferents, a més de carregar els grups de mostres G-A-T-C, -carregavem
GGGGAAAATTTTCCCC. D’aquesta manera rapidament es veia en quina mostra del grup hi
havia una alteraci6 de la seqiiéncia respecte a la de les demés. Les mostres es corrien entre 2 1 6
hores, depenent de la distancia entre la zona de la seqiiéncia que ens interessava i el cebador. Els

gels es revelaven de la mateixa manera com s’ha explicat.

3.2.3. Analisi de LOH en p53

Per a la deteccid de perdues al.léliques a nivell de pS3 es comenga amb ’extraccié de ’ADN a
partir de talls de 10 um de mostres congelades i aparellades de mucosa normal i carcinoma dels
diferents casos. Posteriorment es procedi a I’amplificacié mitjangant PCR d’un fragment de 330
parells de bases localitzat entre les bases 12019 i 12349 de 1’ex6 4, on s’ubica el polimorfisme
AA 72 Arg/Pro. Aquest polimorfisme es troba a la posicié 12138 i consisteix en una transversio
G-C. El medi de reaccié d’aquesta PCR estava constituit per 5 pl de tamp6 Buffer 10x sense
Mg"* (Gibco®), 5 ul de dNTPs 2 mM, 2.5 pl de MgCl, 50 mM (Gibco®), 34.9 ul d’H,0, 0.2 pl
dels cebadors 11033 “UP” i 12349 “DOWN” a 100 uM, 0.2 pl d’ADN polimerasa Taq 5 U/ul

(Gibco®) i 2 ul d’ADN de la mostra. Els cicles térmics comengaven, previ preescalfament de les
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mostres a 95° durant un minut, amb una primera fase de desnaturalitzacié6 d’un minut a 94°,
seguida en segon lloc de la fase d’acoplament dels cebadors a 55° durant 45 segons, i es
completaven amb la fase d’extensié a 72° durant 1 minut i 15 segons. Els cicle es repetia 35
vegades.

Les pérdues d’heterozigositat van ser detectades carregant 4 ul del producte de PCR
desnaturalitzat més 8 pl de blau DLB en gels de poliacrilamida al 10% no desnaturalitzants
(acrilamida:bisacrilamida, 40: 1) de 0.8 mm de gruix. Després de correr a 14 W durant 8 hores,
les mostres eren fixades per immersio del gel en etanol al 10% durant 10 minuts, i tractades
durant 3 minuts amb solucié de HNO; a 1’1%. A continuacié es canviava 1’acid nitric per una
altra soluci6 de 2.02 g de nitrat de plata (AgNOs) en 1 1 d’H»0 durant 20 minuts. Finalment
s’obtenia el revelat per mitja d’una solucié de 29.6 g de carbonat sodic (NayCOs) 1 540 ul de
formaldehid al 37% en 1 1 d” H,0 desionitzada. El revelat s’aturava per immersié del gel en
soluci6 d’acid acetic al 10% durant 10 minuts.

En tots els casos heterozigots per al polimorfisme 72 Arg/Pro es va procedir a un segon analisi
comparatiu normal-tumor previ enriquiment en cél.lules tumorals de les mostres corresponents
als carcinomes, en aquest cas mostres parafinitzades. L’ADN va ser extret exclusivament de les
zones tumorals mitjangant un equip d’extraccio de Quiagen®. A continuacio, un fragment inicial
de 492 parells de bases, comprés entre la base 11920 situada a I’ex6 3 i la base 12412
localitzada a I’ex6 4, va ser amplificat per mitja d’una PCR. El medi de reacci6 d’aquesta estava
constituit per 5 ul de tampo “Buffer Mg™" free”, 5 ul de dNTPs 2 mM, 5 pl de MgCl, 25 mM i
0.2 ul d’ADN polimerasa Taq 5 U/ul, tots aquests reactius de Promega®. El medi de reacci6 es
completava amb 1.2 ul de cada un dels cebadors a 20 uM, 27.4 ul d’H,O bidestil.lada i 5 pl
d’ADN de la mostra. Els cicles térmics van ser els mateixos que en les PCR prévies augmentant
el temps d’elongacio fins a 2 minuts. A partir del producte d’amplificacié obtingut, es va

procedir a una segona PCR de I’ex6 4, tal i com s’ha descrit anteriorment. El producte finalment
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obtingut es va carregar en gels de SSCP iguals als anteriorment descrits i revelats igualment per

tinci6é amb plata.

3.3. Immunohistoquimica

3.3.1. Immunohistoquimica sobre seccions histologiques completes

L’estudi per mitja d’immunohistoquimica es va dur a terme a partir de seccions parafinitzades
de 5 um de gruix dels tumors. Les mostres van ser desparafinitzades mitjangant una bateria de
quatre xilols (10 minuts per xilol) i rehidratades passant-les durant 15 minuts per una bateria de
tres etanols absoluts (5 minuts en cada etanol), 15 minuts per tres alcohols de 96°, 5 minuts per
un alcohol de 70° i 5 minuts en H,O desionitzada. Després de la desparafinitzacid es procedia al
bloqueix de I’activitat peroxidasa endogena amb H,O, al 3% durant 10 minuts, seguit d’un
rentat de 5 minuts amb H,O i de tres rentats de 5 minuts amb solucio salina tamponada de fosfat
(PBS) a 1/10. El desemmascarament antigénic s’obtenia autoclavant durant dos minuts les
mostres en una olla a pressio. En el cas de les determinacions de p53, p21 i p27, la soluci6 de
desemmascarament antigénic era citrat sodic a pH= 6. En el cas de la ciclina E va ser tampo
d’etilén-diamino-tetraacétic (EDTA) a pH= 8.

Després de tres nous rentats amb PBS i incubacié durant 2 hores amb normal serum GOAT a
1/5, es procedia a incubacio6 de les preparacions a +4°C durant una nit amb 1’antic6s primari.

La sobreexpressid de p53 es va detectar mitjangant anticos monoclonal de ratoli 1gG,, DO-1
(Ab-6) d’Oncogene™ Research Products a una solucié 1: 100. Aquest anticés reconeix un
epitop localitzat entre els aminoacids 21 i 25 tant de la proteina salvatge com de les formes
mutades de p53. Cél.lules d’adenocarcinoma ductal pancreatic van ser processades durant cada
immunotincié com a control positiu. Per a la deteccid d’expressio de proteina p21 es va utilitzar
anticés monoclonal de ratoli IgG), clona 6B6 de PharMingen®. En aquest cas es van utilitzar

seccions de carcinoma de c¢l.lula transicional com a control positiu. La solucioé de treball de
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I’anticos anti p21 humana va ser 1: 20. L expressio de proteina p27 va ser demostrada per mitja

de I’anticds monoclonal muri IgGj, clona 57 de BD Transduction Laboratories, Lexington, KY.

Taula 3. Particularitats dels diferents anticossos primaris utilitzats

Proteina | Anticds primari Marca Dilucio Control positiu
P53 |Monoclonal  |Oncogene™  |1:100  |Cel. carcinoma ductal]
IgG,, DO-1 (Ab-6) | Research Products pancrees
P21 Monoclonal PharMingen" 1: 20 Cel. carcinoma urotelial

IgG, clona 6B6

P27 Monoclonal BDTransduction 1: 100 Cel. mantell fol.licular
IgG, clona 57 Laboratories
Ciclina E | Monoclonal Santa Cruz" 1: 40 Citotrofoblaste (placenta)

IgGyp, clona HE12

Igualment, les mostres van ser incubades tota una nit a +4°C a una soluci6 de treball d’1: 100.
El control positiu van ser les cél.lules del mantell dels folicles d’amigdala faringea. En aquesta
immunohistoquimica en concret van servir de control intern les neurones del plexe mientéric
d’Auerbach. Finalment, per a la determinacié de ciclina E es va emprar anticoés monoclonal
muri, isotipus IgGyyp, clona HE12 de Santa Cruz® a una dilucié d’1: 40. El teixit utilitzat com a
control positiu va ser placenta, concretament les cél.lules del citotrofoblaste. En tots els cassos,
el control negatiu es va obtenir per omissi6 de I’anticos primari corresponent.

Després de tres rentats de 5 minuts amb Trité X-100 diluit al 0.2% en PBS, les mostres es van
incubar durant 30 minuts a temperatura ambient amb 1’anticés secundari EnVision HRP de

Dako®. F inalment, després de tres rentats més amb Tritdo X-100, es procedia al revelat amb
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diaminobenzidina. La immunoreactivitat es va gradar avaluant la tincié nuclear d’almenys 500
cél.lules tumorals en les arees més representatives.

Es van considerar positius per a p53 aquells adenocarcinomes en els que es va detectar
immunotincio per a I’esmentada proteina en més d’un 20% de nuclis. Pel que fa a p21, p27 i
ciclina E, els percentatges de tall es van situar en el 10%, 15% i 10% de nuclis tumorals
respectivament. Per a gradar 1’expressio de les diferents proteines analitzades vam escollir en
cada cas el percentatge de tall que millor discriminava entre un grup de pacients amb bona
supervivencia i un altre amb baixa supervivéncia a les corbes de Kaplan-Meyer. En el cas de
p53 1 p21 els nostres percentatges de tall coincideixen amb els reportats en la majoria de treballs

publicats.

3.3.2. “Array” tissular (Tissue macroarray)

S’ha fet servir el sistema de “arraying” tissular descrit per P.L. Ferndndez et al. Després de
I’estudi immunohistoquimic amb seccions histologiques senceres, una seccid de cada bloc va
ser tenyida amb hematoxilina-eosina per a marcar tres arees no necrotiques i morfologicament
representatives dels tumors. De cada bloc de tumor es van prendre, mitjangant un punx per a
biopsies cutanies, dos cilindres tissulars de 2 mm de diametre, els quals van ser disposats
ordenadament en un nou bloc de parafina. Els 200 casos van quedar finalment representats en

set blocs de parafina, contenint cada bloc dos cilindres tissulars de trenta casos (Fig. 7).

Fig. 7. Portaobjectes amb una secci6 de I’array tissular.
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Les tincions immunohistoquimiques de p53, p21, p27 i ciclina E van ser realitzades tal i com
s’acaba de descriure en 1’apartat anterior en dues seccions de 5 um de cada bloc del “tissue-

array”, distanciades entre elles un promig 30 nivells.

3.4. Analisi estadistic

Per als calculs estadistics es va fer servir el programa imformatic Statistical Package for
Social Science (SPSS). Les taules de contingéncia per a correlacions clinicopatologiques van
ser analitzades per mitja del test X*. Van ser considerats estadisticament significatius valors de
“p” inferiors a 0.05. La supervivencia global i la supervivencia lliure de malaltia van ser

calculades per mitja del métode de Kaplan-Meyer i analisi de log-rang. Per a D’analisi

multivariable de supervivéncia es va aplicar el métode de regressid de Cox.

75



RESULTATS



Resultats

4. RESULTATS

4.1. Estudi mutacional de p53

La taula 4. mostra els resultats de 1’estudi mutacional de p53. Hi havia mostres
congelades disponibles en els 162 dels 185 casos inclosos. Es van obtenir resultats
mutacionals valids en 139 tumors (85.8%), essent positius en 73 adenocarcinomes
(45.0% dels casos). Hi va haver 3 tumors amb doble mutacio, detectant-se en total 79
mutacions puntuals.

Taula 4. Caracteristiques dels pacients i carcinomes amb mutacions de p53

No. de No. amb Mutacions p53 wt-no hs / hs (*) p53 wt-no hs / hp L3-LSH (**)
Tumors mutacio en hot spots HR CI95% HR CI95%
Mida inicial mostra 185 73 (45.0%) 32 (19.7%)
Sexe dels pacients
Masculi 115(62.2%) 43 (50.0%) 16 (18.6%) 1 1
Femeni 70(37.8%) 30 (56.6%) 16 (30.2%) 1.94 (0.87-4.33) 2.00 (0.83-4.80)
Localitzaci6 dels tumors
Recte 71(38.4%) 25 (51.0%) 12(24.5%) 1 1
Colon esquerre  63(34.1%) 29 (64.4%) 10(22.2%) 1.10 (0.42-2.87) 1.18 (0.42-3.33)
Colon dret 51(27.6%) 19 (42.2%) 10(22.2%) 0.97 (0.35-2.62) 0.85(0.28-2.58)
Estadi de Dukes
A /B1-B2 93(50.3%) 36 (49.3%) 11(34.4%) 1 1
Cl-C2 67(36.2%) 27 (58.7%) 16(34.8%) 2.95(1.22-7.15) 2.80 (1.08-7.22)
D 25(13.5%) 10 (50.0%) 5(25.0%) 1.84 (0.55-6.12) 1.25(0.30-5.15)
Grau histologic
Baix grau 160 (86.5%) 65 (89.0%) 27 (84.4%) 1 1
Alt grau 17 (9.2%) 8 (11.0%) 5(15.6%) 1.99 (0.61-6.45) 1.98 (0.56-6.91)
NOE 8 (4.5%)

Supervivencia global (Crua)
Wt/nohs 1 wtmohs 1
Hot spot  1.69 (0.89 —3.20)  hs L3-LSH 1.97 (1.01 — 3.85)

Supervivencia lliure de malaltia (Crua)
Wt/nohs 1 wt/mohs 1
Hot spot 2.29 (1.07-4.91)  hs L3-LSH 2.39 (1.08 — 5.30)

Supervivéncia global (Ajustada)
Wt/nohs 1 wtmohs 1
Hotspot 1.70 (0.88 —3.27) hs L3-LSH 2.85 (1.36 —5.78)

Supervivencia lliure de malaltia (Ajustada)
Wt/nohs 1 wtmohs 1
Hot spot  2.09 (0.96 —4.55)  hs L3-LSH 2.25 (1.00 —5.10)

(*) p53 salvatge o amb mutacio no hot spot vs mutacio hot spot
(**) p53 salvatge o amb mutaci6é no L3-LSH vs mutacié en L3-loop i LS a-helix
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4.1.1. Correlacions clinicopatologiques

No es va observar correlacio entre mutacié puntual de p53, edat i sexe dels pacients,
grau tumoral, invasi6 de vasos limfatics i sanguinis, o estadi de Dukes. Considerant en
un mateix grup els carcinomes rectals i aquells localitzats al colon esquerre, les
mutacions puntuals de p53 van ser una troballa més freqiient entre els tumors localitzats
al colon esquerre que entre els localitzats al colon dret, resultant aquesta correlacio

gairebé significativa estadisticament, (p= 0.06).

4.1.2. Analisi de supervivéncia
Els pacients amb mutacid6 de p53 van mostrar una tendéncia a una menor

supervivencia global i lliure de malaltia, pero no va ser estadisticament significativa.

4.2. Estudi mutacional especificant “hot spots” de p53

Trenta-tres de 79 (41.7%) mutacions de p53 es van localitzar en “hot spots” (taula 5).
Set (8.8%) de les mutacions puntuals de la nostra serie es van localitzar al codd 175, 4
(5.0%) al codo 245, 6 (8.2%) al codod 248, 9 (12.2%) al codd 273 1 7 (9.6%) al codo 282.
No hem detectat cap cas a la nostra série amb mutacié puntual als “hot spots” 143 i 249.
D’altra banda, vam detectar mutacions repetides en altres codons. Quatre (5.3%)
mutacions al codo 5, 3 (4.0%) mutacions al codd 7 i 3 (4.0%) al codd 158. Aquests tres
codons no estan ubicats als dominis altament preservats i per tant no van ser considerats

“hot spots”.
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Taula 5. Mutacions “hot spot” de pS3[percentatge respecte del total de mutacions

detectades( tipus de mutacio frecuéncia de cada tipus i canvi de base.

Codo Freqliéncia | % Tipus Freqiiéncia | Canvi

175 7 8.8% transicid 7 CGC-CAC

245 4 5.0% transicio 1 GGC-GAC
transversio |3 GGC-GTC

248 6 8.2% transicio 5 CGG-TGG
transicio 1 CGG-CAG

273 9 12.2% transicio 6 CGT-TGT
transicio 2 CGT-CAT
transversio |1 CGT-AGT

282 7 9.6% transicid 7 CGG-TGG

4.2.1. Correlacions clinicopatologiques

Si en lloc de considerar conjuntament totes les mutacions de p53 com hem fet abans,
diferenciem entre les que es localitzen en “hot spots” i les que no, trobem algunes
correlacions interessants. En primer lloc, es va observar correlacié estadisticament
significativa entre la preséncia de mutacions “hot spot” i 1’edat dels pacients. El 65%
(n=21) de pacients amb aquesta mena de mutacions puntuals tenia més de 70 anys
(p<0.01). També es va observar una bona correlacid entre I’estadi de Dukes i 1’estat
mutacional de p53 si es distingeix entre mutacions en “hot spots” i mutacions fora
d’aquests llocs, especialment si es prescindeix dels tumors amb p53 salvatge (p= 0.02).
Es van detectar 0 mutacions “hot spot” en tumors Dukes A, 11 (13%) de mutacions “hot
spot entre els Dukes B, i 16 (34.7%) en tumors Dukes C. Es va observar la mateixa
correlacié agrupant els tumors amb p53 salvatge amb els que tenen mutacions “no hot

spot” i comparant-los amb els tumors amb mutacid “hot spot” (p= 0.02).
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4.2.2. Analisi de supervivéncia

Quan I’estat mutacional de p53 es va dividir en proteina salvatge, mutacions “no hot
spot” i mutacions “hot spot”, els carcinomes amb mutacions “hot spot” van mostrar una
tendéncia a presentar una menor superviveéncia global, mentre que els tumors amb altres
mutacions de p53 van tendir a mostrar la millor supervivéncia global i aquells que no
presentaren mutacié una superviveéncia global intermitja (P=0.08)(Fig. 8). No hi ha
diferéncies al comparar la supervivencia dels carcinomes amb mutacions “hot spot”
amb la dels tumors amb qualsevol altra tipus de proteina p53, (Fig. 9). Finalment, quan
dintre de les mutacions “hot spot” vam considerar només les que afecten el L3-loop i el
motiu LSH, aquest grup va mostrar clarament pitjor supervivencia global que els tumors

amb qualsevol altra mutaci6 de p53 o amb p53 “wild type” (p= 0.04) (Fig. 11).

Les corbes de supervivéncia lliure de malaltia dels tumors amb p53 salvatge i amb
mutacio “no hot spot” van ser coincidents (Fig. 8), essent els carcinomes amb mutacio
“hot spot” els que van mostrar pitjor supervivéncia lliure de malaltia (p= 0.02) (Fig 9).
L’analisi va donar el mateix resultat quan vam comparar els carcinomes amb mutacio en

L3 o LSH amb la resta dels carcinomes (Fig. 11).
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Fig. 8. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels tumors amb mutacions “hot

spot”, mutacions “no hot spot” i proteina p53 salvatge.
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Fig. 9. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels tumors amb mutacié “hot spot

de p53 i d’els tumors amb proteina p53 “wild type” o amb mutacié no “hot spot”(valors crus).
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Fig. 10. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels tumors amb mutacio “hot spot

de p53 comparades amb les dels tumors amb altres mutacions de p53 (valors crus).
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Fig. 11. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels tumors amb mutacions “hot
spot” en L3-loop i en LS a-hélix comparades amb la dels tumors amb altres mutacions de p53

(valors crus).
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Fig. 12. a) Intensa expressio nuclear de p53 en un adenocarcinoma colorectal, que contrasta amb
I’expressid6 més débil i ocasional en una area d’adenoma periféric, i nul-la en glandules
arquitecturalment distorsionades perd sense displasia (10x); b) Dos émbols carcinomatosos en
P’interior de vasos limfatics, amb intensa expressié de p53, en contrast amb la negativitat de

I’epiteli de les criptes normals.
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4.3. Sobreexpressio de p53

L’analisi immunohistoquimic de p53 (Fig. 12) va ser valorable en 176 casos (taula 6).

Es va detectar sobreexpressio de p53 en 124 (70.4%) dels mateixos. En 93 casos

(65,8%) els resultats de la tinci6 i I’analisi mutacional van ser concordants (64 positius i

29 negatius) (Taula 7).

Taula 6. Caracteristiques dels pacients i carcinomes amb analisi d’expressio de p53

p53 THC + p53 THC - X HR IC95%
(>20%) (<20%) “p”
Mida inicial mostra 124/176 (70.4%) 52/176 (29.5%)
Sexe dels pacients
Masculi 75 (70.1%) 32 (29.9%) 0.51
Femeni 49 (71.0%) 20 (29.0%)
Localitzacio del tumor
Recte 48 (71.6%) 19 (28.4%) 0.84
Colon esquerre 42 (67.7%) 20 (32.3%)
Colon dret 34 (72.3%) 13 (27.7%)
Estadi de Dukes
A /B1-B2 56 (62.2%) 34(37.8%) 0.02 1
C1-C2 51 (82.3%) 11 (17.7%) 2.81(1.29-6.13)
D 17 (70.8%) 7 (29.2%) 1.47 (0.55-3.92)
Grau histologic
Baix grau 107 (69.5%) 47 (30.5%)  0.13
Alt grau 14 (87.5%) 2 (12.5%)
NOE 3 (2.4%)

Va trobar-se sobreexpressio de proteina sense mutacid geénica en 34 (25.5%) dels

carcinomes, i mutaci6 sense expressio de p53 en 10 (7.5%) de casos. La correlacié entre

estat mutacional i sobreexpressio de p53 va ser, no obstant, estadisticament significativa

(p< 0.01). Nou de les 10 mutacions sense expressid de proteina (90% de les mateixes)

estaven localitzades fora dels “hot spot”.
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4.3.1. Correlacions clinicopatologiques

No es va observar correlacio entre sobreexpressid de pS3 i edat o sexe dels pacients,
localitzacio del tumor, o invasio limfatica i/o sanguinia. Es va observar una tendéncia a
la correlacid entre alt grau tumoral (adenocarcinomes poc diferenciats) i sobreexpressio
de p53 pero no va arribar a ser estadisticament significativa (p= 0.11). Si es va observar
una correlacid estadisticament significativa entre la immunoexpressio de p53 i I’estadi
de Dukes, tant si aquest es divideix en tres categories (A-B1-B2, C1-C2, D) com en

dues categories (A-B1-B2, C1-C2-D) (taula 6), amb p=0.02 i 0.01 respectivament.

Taula 7. Taula de contingencia P53 ITHQ * P53 mutacions

Mutacions p53 Total
- +
P53 THQ >20% 27 10 37
<20% 34 62 96
Total 61 72 133

P=0.00

4.3.2. Analisi de supervivencia

En D’analisi de supervivencia univariant no es va observar correlacid entre
sobreexpressio de p53 i supervivencia. Aquesta €s per tant, una variable que no farem
servir en posteriors analisis de supervivéncia. Si es va trobar pero, correlacid

significativa al restringir 1’analisi de supervivéncia global als tumors Dukes C (p= 0.02).
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4.4. LOH de p53

També vam voler analitzar la pérdua d’heterozigositat dels tumors. Noranta-i-un
(52.9%) tumors van ser homozigots per a 1’al.lel guanina (G) en la posicié 12138 (ex6
4) de p53, 10 (5.8%) van ser homozigots per a 1’al.lel citosina (C) i 69 (40.1%) dels
casos van ser heterozigots i per tant, informatius. Es va detectar pérdua d’heterozigositat
(LOH) en 44 (63.7%) dels 69 casos informatius: 42 (60.8%) van perdre 1’al.lel C (Fig.
13) 1 2 (2.9%) van perdre 1’al.lel G. A més, en dos casos es va trobar mutacié a ’ex6 4.
No es va trobar cap correlacié estadisticament significativa entre els diferents
parametres clinicopatologics i LOH de p53. Es va observar una major freqiiéncia de
mutacions de p53 en els tumors GG (Arg72) que en els CC (Pro72) o GC (taula 8).
Sumant els tumors heterozigots als CC es va mantenir la mateixa tendéncia. No es van
observar tendéncies diferents en les supervivéncies global i lliure de malaltia entre
tumors homozigots i heterozigots, ni dintre d’aquests, entre tumors amb o sense pérdua

al.lélica.

Fig. 13. Gel de SSCP en el que s’observa pérdua de I’al.lel citosina en el carcinoma amb

numero d’identificacié 304, respecte del seu corresponent epiteli normal.
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Taula 8. Taula de contingéncia GG_GCCC * P53 mut

P53 mut Total
Wt mut
GG_GCCC GG 43 60 103
GC/CC 18 10 28
Total 61 70 131

p=0.03

Tampoc es van observar tendéncies diferents en les supervivencies global i lliure de
malaltia entre els tumors amb al.lels codificants per arginina (GG) i els tumors amb
al.lel codificant per prolina (GC, CC). Posteriorment vam comparar la supervivéncia
dels carcinomes amb mutacions de p53 que en estudis previs s’han mostrat com
inhibidores de p73 amb la dels carcinomes amb altres mutacions. Aquestes mutacions
inhibidores de p73 estarien localitzades segons s’ha reportat a la literatura en els codons
173, 175, 176, 179, 220, 242, 245, 248, 249, 273 1 282 de p53. Els tumors amb aquestes
mutacions van mostrar una tendéncia a una pitjor supervivéncia global (p=0.07) que els
tumors amb altres mutacions, que va fer-se significativa en 1’analisi multivariant (p=
0.04, HR 2.66, IC95% 1.02-6.76). Al repetir aquesta analisi en el grup de tumors GG
(Arg), els carcinomes amb aquestes mutacions van tendir a una pitjor supervivéncia
global (p= 0.08). En canvi, en el grup de tumors GC-CC no es va observar aquesta
tendéncia. També dins el grup de tumors GG va ser clarament pitjor la supervivencia
global dels carcinomes amb mutacions “hot spot” de p53 que la dels carcinomes amb
mutacions “no hot spot” (p= 0.02). Per ultim, dins del grup de tumors GG, aquells amb
mutaci6é en L3 i LSH van mostrar pitjor supervivéncia global que els tumors amb p53

salvatge o amb altres mutacions (p= 0.03)(Fig. 14). Aquesta correlaci6 va ser més clara
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al estratificar per Dukes (p < 0.01). En canvi, no es va poder observar correlacio dins el

grup GC-CC.

supervivencia global Arg

hot spots L3 i LSH

|
wild type i altres

0 10 20 30 40 50 60 70 so| P=0.03

mesos

p=0.06

Supervivencia global Pro

1,11
1,04
91
81
7 n=3
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64 hot spots L3 i LSH
n=25
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wild type i altres
4

Temps per a supervivéncia global

Fig. 14. Corbes de supervivéncia global dels tumors amb mutacions “hot spot” en L3-loop i en

LS a-helix comparades amb la dels tumors amb altres mutacions de p53 (valors crus),
estratificant segons la preséncia de I’al.lel Arg o Pro.

92



Resultats

4.5. P21

4.5.1. Expressié immunohistoquimica de p21

Amb D’estudi immunohistoquimic de p21 (Fig. 15) sobre seccions histologiques
senceres van ser obtinguts resultats valids en 177 dels 185 tumors de la série (95.7%
dels casos). Mitjancant el “tissue-array” (Fig. 16) es van poder obtenir resultats valids
de p21 en un 66.5% (123/185) dels casos. Els resultats obtinguts a partir de seccions
senceres i dels cilindres histics ordenats van ser coincidents en 91 casos (73.9%) i

divergents en 28 casos (25.2%) (Taula 9).

Fig. 15. Imatge a 20x d’un adenocarcinoma colorectal de baix grau amb expressié de p21 en

més d’un 10% de nuclis.
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Fig. 16. Imatge a 10x d’una seccio del tissue array mostrant un tru-cut d’adenocarcinoma

colorectal de baix grau amb expressio de p21 en més d’un 10% de nuclis.

Com pot observar-se en la taula 10, 16 casos avaluats com positius sobre talls sencers
van resultar negatius en el “tissue array”, mentre que 12 tumors que havien estat
considerats negatius en seccions senceres, van resultar positius amb 1’arranjament
tissular. a efectes de correlacions estadistiques els tumors que presentessin un resultat
positiu en 1 dels analisis van ser considerats com positius. Van ser considerats negatius
per p21 els tumors negatius tant en seccions senceres com en array. Combinant els
resultats obtinguts a partir de seccions senceres amb els de 1’array, vam disposar de
resultats valids en 181 dels 185 casos de la série, dels quals 104 (56.2%) van ser
negatius per a p21 (taula 9), mentre que en el 41.6% restant (77 de 181) es va considerar

que s’expressava la proteina.
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Taula 9. Taula de contingéncia entre p21 valorada en seccions completes
comparada amb p21 valorada mitjancant seccions de ’array tissular.

P21 array Total
<10% >10%
P21 seccions <10% 65 12 77
>10% 16 26 42
Total 81 38 119

4.5.2. Correlacions clinicopatologiques

No es va observar correlacid entre expressio de p2l1 i variables cliniques i
patologiques com edat i sexe dels pacients, localitzacié del tumor o invasi6 vascular. Es
va observar una tendéncia amb el grau de diferenciacio tumoral (p= 0.07), i una
correlacié clara entre p21 i la T de I’estadiatge TNM (p< 0.01) (taula 10). No es va

observar correlacio entre 1’expressio de p21 i I’estadi de Dukes.

Taula 10. Caracteristiques dels pacients i carcinomes amb expressio de p21

P21 IHC (+) p21 THC (-) ¥ HR IC95%
“p”

Nombre de casos 77/181 (42.5%) 104/181 (57.4%)
Sexe dels pacients

Masculi 47 (41.6%) 66 (58.4%) 0.42

Femeni 30 (44.1%) 38 (55.9%)
Localitzaci6 del tumor

Recte 25 (37.3%) 42 (62.7%) 0.49

Colon esquerre 30 (47.6%) 33 (52.4%)

Colon dret 22 (43.1%) 29 (56.9%)
Estadi de Dukes

A /BI1-B2 42 (45.7%) 50 (54.3%) 0.47

Cl-C2 27 (42.2%) 37 (57.8%)

D 8 (32.0%) 17 (68.0%)
pT

pT1+pT2 22 (66.7%) 11 (33.3%) 0.003

pT3+pT4 55 (37.2%) 93 (62.8%) 3.38 (1.52-7.50)
Grau histologic

Baix grau 69 (43.7%) 89 (56.3%) 0.25

Alt grau 5(29.4%) 12 (70.6%)
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Fig. 17. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels tumors amb elevada expressio
de p21 i dels tumors amb pérdua d’expressio de 1’esmentada proteina (valors crus).
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4.5.3. Analisis de supervivéncia amb p21

Amb dades crues, els tumors amb menys d’un 10% de nuclis positius per a p21 van
mostrar pitjor supervivéncia global que els carcinomes amb alta expressioé de p21 (p=
0.016) (Fig. 17). A lestratificar per I’estadi de Dukes dividit en tres categories, la
significacio es perd. Els tumors amb expressio de p21 inferior al 10% de nuclis, van
mostrar un escurgament de la supervivéncia lliure de malaltia estadisticament
significatiu (p< 0.01), mantenint-se el nivell de significacié a I’estratificar per edat,
sexe, localitzacio del tumor o estadi de Dukes, 1 també¢ al limitar 1’analisi als carcinomes

Dukes A-B (p <0.01).

4.6. Analisi combinada de p53 i p21

Malgrat ser p21 un dels bragos efectors de p53, no hi ha una correlacio inversa entre
expressio de p21 i mutacid o sobreexpressido de p53, com ha estat reportat en altres
tumors. La sobreexpressio de p53 havia correlacionat amb 1’estadi de Dukes. Quan es
consideren conjuntament hi ha una major proporcié de tumors positius per a p53 i
negatius per a p21 en els estadis avangats (n= 45, 52.9%).

Per a les analisis de supervivéncia univariants (Fig. 18 i 19), considerant
simultaniament mutacions de p53 aixi com la seva ubicaci6 o no en “hot spots” i
I’expressié de p21, es va prendre inicialment com a categoria de referéncia la
constituida pels adenocarcinomes amb p53 salvatge o amb mutacid “no hot spot” i que
alhora conservaven I’expressio de p21. En 1’analisi univariant, aquest grup de tumors va
mostrar millor supervivéncia global (log rang 0.07). Aquest nivell de significacio es va
perdre al estratificar per estadi de Dukes (p= 0.10). Finalment, els carcinomes amb p53
salvatge o sense mutacio en L3-loop i LSH i expressid elevada de p21 van mostrar

millor superviveéncia global que els carcinomes amb qualsevol altre perfil (Fig. 19).
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Taula 11. Analisi combinada de p53 i p21.

p53 wt/nohp p53 wt/no hp p53 hp p53 hp X’
p21 + p21 - p21 + p21 - “p”
Nombre de casos 46/138 (33.3%) 60/138 (43.5%)  13/138 (9.4%) 19/138 (13.8%)
Sexe dels pacients
Home 29 (33.7%) 41 (47.7%) 8 ( 9.3%) 8( 9.3%) 0.23
Dona 17 (32.7%) 19 (36.5%) 5( 9.6%) 11 (21.2%)
Localitzacio del tumor
Recte 16 (33.3%) 20 (41.7%) 6 (12.5%) 6 (12.5%) 0.82
Colon esquerre 16 (35.6%) 19 (42.2%) 2 ( 4.4%) 8 (17.8%)
Colon dret 14 (31.1%) 21 (46.7%) 5(11.1%) 5(11.1%)
Estadi de Dukes
A/B1-B2 26 (36.1%) 35 (48.6%) 5(6.9%) 6 (8.3%) 0.22
C1-C2 15 (32.6%) 15 (32.6%) 7 (15.2%) 9 (19.6%)
D 5(25.0%) 10 (50.0%) 1 (5.0%) 4 (20.0%)
Grau histologic
Baix grau 44 (35.5%) 53 (42.7%) 11 (8.9%) 16 (12.9%) 0.40
Alt grau 2 (14.3%)  7(50.0%) 2 (14.3%) 3 (21.4%)
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Fig. 18. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels carcinomes amb p53 salvatge o
mutada fora de “hot spots” i elevada expressié de p21, comparats amb els carcinomes amb

qualsevol altre perfil (dades crues).
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Fig. 19. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels carcinomes amb p53 salvatge o

sense mutacido en L3-loop i LSH i expressio clevada de p21 comparats amb carcinomes amb

qualsevol altre perfil (dades crues).
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Figura 20. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels tumors amb mutacio en L3 o
LSH i amb pérdua de p21, comparats amb els altres perfils. Els resultats son equivalents ajustant

per ’estadi de Dukes.
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Al estratificar per Dukes el valor del log rang va empitjorar lleugerament fins a 0.09,
observant-se que el test conserva millor el seu valor prondstic en el grup de carcinomes
amb estadi de Dukes avancat. Pel que fa a la supervivencia lliure de malaltia, els
adenocarcinomes inclosos en la categoria de referéncia (“wild type”/mutacio no hot spot
p21+) (Fig. 18) van presentar clarament una millor supervivéncia lliure de malaltia, amb
un log rang estadisticament significatiu (p< 0.01) que es va mantenir estratificant per
edat, sexe, localitzaci6 o estadi de Dukes. Aquest log rang va ser fins i tot inferior al
comparar la supervivéncia lliure de malaltia dels carcinomes positius per a p21 i amb
p53 “wild type” o amb mutaci6 fora de L3 i LSH amb la de tots els demés carcinomes
(Fig. 19).

Al repetir les analisis univariants agafant com a categoria de referéncia el perfil
teoricament advers, €s a dir, els carcinomes amb mutacié “hot spot” de p53 i1 pérdua
d’expressio de p21, aquests tumors van mostrar pitjor supervivéncia global que tots els
altres perfils agrupats, amb p= 0.01 (Fig. 20). Aquests resultats van ser idéntics excloent
com a “hot spots” les mutacions L2, és a dir, considerant com a categoria de referéncia
els tumors amb mutacié de p53 en L3 i LSH i manca de p21. Aquests resultats van ser
equivalents al estratificar per Dukes. En canvi, les corbes per a supervivencia lliure de

malaltia no van ser estadisticament significatives.

4.7. Expressio de p27

Avaluant I’expressio de p27 a partir de seccions histologiques convencionals (Fig. 21)
es van obtenir resultats valids en 177 dels 185 tumors de la série (95.7% dels casos),
mentre que els resultats valids obtinguts amb el “tissue-array” (Fig. 21b) van ser 136
(73.5%), dels quals 104 (76.4%) van ser coincidents amb I’analisi immunohistoquimica

prévia de p27 (Taula 12). Vint-i-dos tumors que havien estat considerats positius per
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p27 en seccions convencionals, van resultar negatius amb la nova técnica, mentre que 9
casos negatius per p27 en seccions histologiques convencionals, van mostrar elevada
expressio d’aquesta proteina en els cilindres del “tissue-array”. De la mateixa manera
que amb p21, els casos amb resultat positiu amb almenys una de les dues metodologies
van ser considerats positius. Combinant aquests dos métodes es van obtenir resultats
correctes d’immunotinciéo amb p27 en 178 casos (96.2%), dels quals 135 (73.0%) van
ser considerats positius. Tots els resultats es van repetir només amb les dades de

seccions completes no havent-hi diferéncies.

Fig. 21. Intensa expressio de p27 en un adenocarcinoma papil.lar ben diferenciat (20 x)
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Fig. 22. a) Intensa expressio de p27 en nuclis neuronals del plexe mientéric d’ Auerbach,

util com a control intern positiu (40 x).

b) Imatge a 10x d’una secci6 del tissue array mostrant un tru-cut d’adenocarcinoma

colorectal de baix grau amb elevada expressio de p27.

Taula 12. Taula de contingencia entre p27 valorada en seccions completes comparada amb

p27 valorada mitjancant seccions de ’array tissular.

104

P27 array Total
<15% >15%
P27 seccions <15% 27 9 36
>15% 22 77 99
Total 49 86 135
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4.7.1. Correlacions clinico-patologiques de p27

No es va observar correlacié entre expressio de p27 i edat dels pacients o localitzacio

dels tumors al colon o recte. Noranta-tres (68.9%) dels adenocarcinomes positius per a

p27 van ser diagnosticats en homes (taula 13), mentre 25 (58.1%) dels tumors amb poca

Taula 13. Caracteristiques dels pacients i carcinomes amb expressio de p27

P27 IHC (+)

p27 THC (-)

x2

[}

HR  IC95%

Nombre de casos

Sexe dels pacients
Masculi
Femeni

Localitzacié del tumor
Recte
Colon esquerre
Colon dret

Estadi de Dukes
A /Bl1-B2
C1-C2
D

Grau histologic

Baix grau
Alt grau

135/178 (75.8%)

93 (83.8%)
42 (62.7%)

51(77.3%)
45 (72.6%)
39 (78.0%)

74 (82.2%)
47 (74.6%)
14 (56.0%)

119 (76.8%)
12 (70.6%)

43/178 (24.1%)

18 (16.2%)
25 (37.3%)

15 (22.7%)
17 (27.4%)
11 (22.0%)

16 (17.8%)
16 (25.4%)
11 (44.0%)

36 (23.2%)
5 (29.4%)

0.001

0.75

0.02

0.57

1
0.32 (0.16 — 0.66)

1
0.77 (0.34 - 1.73)
1.04 (0.43 — 2.52)

1
0.63 (0.29 — 1.39)
0.27 (0.10 - 0.71)

1
0.72 (0.24 -2.19)

expressio d’aquesta proteina afectaven dones (p< 0.01). No es va observar correlacid

entre 1’expressid de p27 i la profunditat d’infiltracié tumoral. En canvi, [’expressi6 de

p27 va correlacionar amb 1’estadi de Dukes (p= 0.03; taules 13 i 14). Vint-i-set (62.8%)

dels carcinomes amb escassa expressio de p27 tenien un estadi de Dukes alt (C1-C2-D)

en el moment del diagnostic, mentre que 74 (54.8%) dels carcinomes p27 positius era

Dukes A o B. Separant els Dukes C dels Dukes D (Taula 16) onze (25.6%) dels 36
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carcinomes amb pérdua d’expressid de p27 tenia metastasi sincronica, en front d’un

10.4% de tumors positius per I’esmentada proteina (p= 0.02).

Taula 14. Correlacié entre Dukes i expressio de p27

Dukes Total
A-B1-B2 | C1-C2 D
p27 <15% 16 16 11 43
p27 > 15% 74 47 14 135
Total 90 63 25 178

P =10.02

4.8. Correlacions entre p27 i p21

Malgrat la manca de correlacio entre la profunditat d’invasid tumoral i la
immunoexpressio de p27, I’analisi combinat de l’expressid de les dues proteines
Cip/Kip si va mostrar correlacié estadisticament significativa amb la T del TNM (p=
0.01). Només 39 (26.4%) dels adenocarcinomes T3+T4 conservaven |’expressi6 de les
dues proteines; 109 (el 73.6%) restant havia perdut I’expressio d’almenys una d’elles.
Trenta-sis (64.3%) dels carcinomes amb elevada expressid tant de p21 com de p27
tenien un baix estadi de Dukes (A-B1-B2). D’altra banda, 69 (77.5%) dels carcinomes
amb estadi de Dukes C1, C2 o D havien perdut I’expressido d’alguna de les dues
proteines. Per tant, malgrat que 1’expressio de p21 per si sola no correlacionava amb
I’estadi de Dukes, si es va observar correlacié estadisticament significativa entre

I’expressio de p21 i p27 valorades conjuntament i I’estadi de Dukes (p=0.01).
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Taula 15. Caracteristiques dels pacients i carcinomes amb expressié de

p27ip21
P21ip27 IHC (+) X HR  IC 95%
4‘pﬁ’
Nombre de casos 56/181 (30.9%)
Sexe dels pacients
Masculi 40 (35.4%) 0.09
Femeni 16 (23.5%)
Localitzacié del tumor
Recte 18 (26.9%) 0.60
Colon esquerre 22 (34.9%)
Colon dret 16 (31.4%)
Estadi de Dukes
A /BI-B2 36 (39.1%) 0.02 1
Cl-C2 17 (26.6%) 0.56 (0.28-1.12)
D 3 (12.0%) 0.21 (0.05-0.76)
Grau histologic
Baix grau 50 (31.6%) 0.23
Alt grau 3 (17.6%)

Separant els Dukes D dels Dukes C, 22 (88%) dels carcinomes amb metastasis
viscerals havien perdut 1’expressio d’una de les dues proteines, mentre nomeés 3 (12%)
dels carcinomes amb metastasis viscerals mantenien 1’expressio tant de p21 com de p27.

Aquest test també va ser estadisticament significatiu, amb p= 0.02 (taula 15).
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4.8.1. Analisis de supervivéncia amb les dues proteines Cip/[]ip

Amb dades crues, els carcinomes amb menys d’un 15% de nuclis positius per p27 van
mostrar clarament una pitjor supervivencia global en ’analisi univariant, essent el
resultat estadisticament significatiu (p= 0.01). Estratificant per Dukes, no existeix
correlacié entre immunoreaccio per p27 i supervivencia global. Excloent de 1’analisi de
supervivencia els tumors amb estadi de Dukes C-D i aplicant-lo només als carcinomes
Dukes A-B, tampoc es va evidenciar correlacid entre expressio de p27 i supervivencia
global. El nivell d’expressio de p27, contrariament al que succeia amb el de p21, no va
ser un bon marcador de superviveéncia lliure de malaltia. En les analisis de supervivéncia
univariants considerant conjuntament 1’expressié de les dues proteines Cip/Kip, els
carcinomes amb pérdua d’expressié de p27 o p21 van mostrar clarament una pitjor
supervivéncia global i lliure de malaltia que els carcinomes que van mantenir una
elevada expressio de les dues proteines. El valor del log rang va ser estadisticament
significatiu en ambdos analisis, amb p< 0.01 (Fig. 23), mantenint-se significatiu en
I’analisi de supervivéncia global a 1’estratificar per localitzacio del tumor, edat, sexe o
estadi de Dukes dividit en dues categories (A-B1-B2/C1-C2-D), perd no a I’estratificar
per I’estadi de Dukes dividit en tres categories (A-B1-B2/C1-C2/D). En I’analisi de
supervivencia lliure de malaltia, el log rang va mantenir-se significatiu (p= 0.02) fins i

tot estratificant per 1’estadi de Dukes dividit en tres categories.
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Fig. 23. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels adenocarcinomes amb ambdues
proteines Cip/Kip positives comparades amb les dels tumors amb pérdua d’expressié d’alguna

d’elles (dades crues).
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4.9. Analisis de supervivéncia amb p53(p27 i p21

En I’analisi de supervivéncia univariant (Fig. 24 i 25), considerant d’una banda
I’estatus mutacional de p53 dividit en proteina salvatge, amb mutacié “no hot spot” i
amb mutaci6 “hot spot”, i de l’altra I’expressio de p27, vam observar que els
adenocarcinomes amb p53 salvatge o “no hot spot” i amb expressio elevada de p27
mostraven la millor supervivéncia global amb dades crues que no es va confirmar

després de la estratificacié per Dukes (p=0.13).

Supervivéncia global
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71 p53 hs p27-
n=79
61 —
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51
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Fig. 24. Corbes de supervivéncia global dels tumors amb p53 salvatge o “no hot spot” i
expressio elevada de p27; dels carcinomes amb p53 salvatge o “no hot spot” negatius per a p27;
dels tumors amb mutacié “hot spot” de p53 i alta expressio de p27; i dels tumors amb mutacid

“hot spot” de p53 i poca expressio de p27 (dades crues).
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Fig. 25. Corbes de supervivéncia global dels tumors amb p53 salvatge o “no hot spot” i
expressio elevada de p27; dels carcinomes amb p53 salvatge o “no hot spot” negatius per a p27
0 amb mutacio “hot spot” de p53 i alta expressio de p27; els carcinomes amb mutaci6 “hot spot”

de p53 1 poca expressio de p27 (dades crues).

Finalment, els carcinomes amb mutacioé de p53 en els “hot spots” de L3 i LS a-hélix i
perdua simultania d’expressi6 d’alguna de les proteines Cip/Kip, van mostrar, en
I’analisi univariant, tendéncia a una pitjor supervivéncia global i lliure de malaltia que
els altres fenotips agrupats, amb p= 0.020 i 0.009 respectivament (Fig. 26). Aquest test

es va mantenir estadisticament significatiu a I’estratificar per Dukes.
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Fig. 26. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia dels carcinomes amb mutacié de p53
en L3 o LSH i pérdua d’expressio d’alguna de les proteines Cip/Kip, comparats amb els altres

perfils tumorals (dades crues).
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4.10. Ciclina E

4.10.1. Correlacions clinico-patologiques

Es van obtenir resultats valids d’expressi6 de ciclina E en 175 casos (taula 16). La
intensitat de tincio6 va ser gradada -, +, ++. A més, vam avaluar el percentatge de nuclis
positius. L’epiteli normal no va mostrar expressio de ciclina E mentre que I’epiteli
adenomatos va mostrar una certa positivitat per a aquesta proteina, perd sempre situada
al voltant d’un 5% de nuclis positius. D’altra banda, només sis tumors (3.4% de casos)
van ser totalment negatius, perd0 vam considerar positius els tumors amb
immunoreactivitat en més d’un 12% de nuclis (80, 45.7%). No es va trobar correlacio
estadisticament significativa entre expressio de ciclina E i variables clinico-patologiques
com edat, sexe, localitzacié del tumor, profunditat d’infiltracié o estadi de Dukes. En
referéncia a la profunditat d’invasio, el percentatge més elevat de tumors positius per a
ciclina E es va observar en el grup de tumors pT1, amb un 66.7% de casos positius,
encara que el valor de “n” en aquest grup és massa baix, amb només sis casos. En quant
a I’estadi de Dukes (taula 16), i dividint aquest en tres categories (A-B1-B2, C1-C2 i
D), es va observar una lleuger predomini de tumors Dukes A-B negatius per a ciclina E
(48, 54.5%) 1 una proporcié6 més clara de tumors Dukes C positius per 1’esmentada
proteina (33, 53.2%), pero una majoria forga clara (n=18, 72%) de carcinomes Dukes D
no van expressar ciclina E (p=0.10). En canvi, si que es va observar una correlacio entre
expressio de ciclina E i preséncia de metastasis viscerals (pM) (p= 0.05). Divuit
(72.0%) dels tumors amb metastasi visceral al moment del diagnostic expressaven
ciclina E en menys del 12% de nuclis tumorals (taula 16).

Es va observar una correlacié directa entre el percentatge d’expressio de ciclina E i el

de p21 (taula 17)(p= 0.04). Seixanta (63.2%) dels carcinomes amb poca expressio de

113



Resultats

ciclina E van ser també negatius per a p21, mentre que 40 (50.6%) dels tumors amb

elevada expressio de p21 també van expressar ciclina E.

Taula 16. Caracteristiques dels pacients i carcinomes amb expressi6 de ciclina E

Ciclina E THC (+) Ciclina E THC (-) ¥  HR I1C95%
“pﬂﬁ

Nombre de casos 80/175 (45.7%) 95/175 (57.3%)
Sexe dels pacients

Masculi 48 (60.0%) 60 (63.2%) 0.39

Femeni 32 (40.0%) 35 (36.8%)
Localitzacié del tumor

Recte 26 (40.0%) 39 (60.0%) 0.49

Colon esquerre 31 (50.0%) 31 (50.0%)

Colon dret 23 (47.9%) 25 (52.1%)
Estadi de Dukes

A /B1-B2 40 (45.5%) 48 (54.5%) 0.10

C1-C2 33 (53.2%) 29 (46.8%)

D 7 (28.0%) 18 (72.0%)
pM

pMO 73 (91.3%) 77 (81.1%) 0.05 1

pM1 7 (8.8%) 18 (18.9%) 2.43 (0.99-6.17)
Grau histologic

Baix grau 119 (76.8%) 36 (23.2%) 0.04 1

Alt grau 12 (70.6%) 5(29.4%) 2.99 (1.00-8.92)

Taula 17. Taula de contingéncia entre expressio de ciclina E i expressié de p21.

Ciclina E Total
<12% >12%
P21 <10% 60 39 99
35 40 75
>10%
Total 95 79 174
p=0.04
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4.10.2. Analisis univariant de supervivéncia per a ciclina E

No es va observar correlacid entre intensitat d’expressio de ciclina E i supervivencia
global o lliure de malaltia. Els carcinomes amb expressio de ciclina E en més d’un 12%
de nuclis tumorals van mostrar millor supervivéncia global que aquells amb un
percentatge inferior de nuclis immunoreactius (p< 0.01), perd aquest nivell de
significacio es va perdre al estratificar per Dukes (p=0.11) (Fig. 27).
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Fig. 27. Supervivencia global

dels tumors amb elevada expressié de ciclina E comparada amb la dels tumors amb poca

expressio de ciclina E.

A continuacié vam avaluar conjuntament percentatge de nuclis positius i intensitat
d’expressio i vam dividir els tumors en tres categories: Carcinomes amb intensitat
d’expressio ++ o +++, carcinomes amb intensitat + en més d’un 12% de nuclis, i
carcinomes amb menys d’un 12% de nuclis positius. En 1’analisi univariant per a
supervivencia global, els carcinomes amb expressio débil de ciclina E en més d’un 12%

de nuclis van mostrar la millor supervivéncia, els carcinomes amb expressid molt
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intensa (++, +++) van mostrar una supervivencia forca pitjor, i els carcinomes del grup
amb expressio nulla o debil en menys del 12% de nuclis van mostrar la pitjor
supervivencia (p< 0.01) (Fig. 28). En conjunt el grup de tumors amb expressio debil en
més d’un 12% de nuclis va mostrar una millor supervivéncia global, (p< 0.01, 0.02

estratificant per Dukes) (Fig. 29).
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Fig. 28. a) Corbes de supervivencia global dels carcinomes amb intensitat d’expressié ++ o +++, dels
carcinomes amb intensitat + en més d’un 12% de nuclis, i carcinomes totalment negatius o + en menys
d’un 12% de nuclis; b) El mateix test suprimint els cassos amb expressio nul.la o molt debil (dades crues).
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Fig. 29. Corbes de supervivéncia global i lliure de malaltia dels carcinomes amb expressio debil
(+) de ciclina E en més d’un 12% de nuclis comparats amb els altres perfils d’expressio de

ciclina E (dades crues).
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4.10.3. Analisi de supervivéncia univariant amb ciclina E i les proteines Cip/[lip

Considerant conjuntament 1’expressidé de p21 i p27 tal i com s’ha explicat
anteriorment, aixi com el percentatge d’expressio nuclear de ciclina E, els carcinomes
amb expressio elevada d’ambdues proteines Cip/Kip i que alhora expressaven ciclina E
en més del 12% de nuclis van mostrar la millor supervivéncia global, mentre que els
carcinomes amb pitjor supervivéncia van ser els que havien perdut I’expressi6 de p21 o
p27 i a més expressaven ciclina E en menys del 12% de nuclis (p< 0,01). Els resultats
van ser semblants pel que respecta a superviveéncia lliure de malaltia pero sense arribar a
la significacio estadistica ( p= 0.058)(Fig. 301 31).

A continuacié vam prendre en consideracid el percentatge i intensitat d’expressio de
ciclina E. Prescindint en un primer moment dels tumors amb expressié nul.la (-) o molt
debil (+ < 12%) de ciclina E, els carcinomes amb expressio debil (+) de ciclina E en
més d’un 12% de nuclis i que alhora conservaven una expressié elevada tant de p21
com de p27 van mostrar la millor supervivéncia global (p= 0.02), mentre que el grup
amb pitjor supervivencia global va ser el dels tumors amb expressio intensa de ciclina E
(++, +++) 1 peérdua d’expressio d’alguna de les dues proteines cip/kip (Fig. 32). La
supervivencia global i lliure de malaltia dels carcinomes amb expressid intensa
(++,+++) de ciclina E i pérdua d’expressi6 d’alguna de les proteines inhibidores
Cip/Kip va ser significativament pitjor que la dels altres carcinomes agrupats (p< 0.01 i

p= 0.01 respectivament) (Fig. 33).
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Fig. 30. Corbes de supervivencia global i lliure de malaltia per a p21, p27 i percentatge

d’expressioé nuclear de ciclina E.
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Fig. 31. Corbes de supervivéncia global i lliure de malaltia comparant els tumors positius per les
dues proteines Cip/Kip i amb expressio de ciclina E en més del 12% de nuclis amb els altres

grups de tumors (dades crues).
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Fig. 32. Corbes de supervivencia global per a p21, p27 i expressio de ciclina E avaluada tenint

en compte intensitat i percentatge de inmunotincio (tumors amb expressio de ciclina E nul.la o

molt debil exclosos).

Finalment, incloent en aquestes darreres analisis els carcinomes amb expressié nul.la o
molt débil de ciclina E, vam observar que aquests tumors, quan a més havien perdut

I’expressi6 d’alguna de les proteines Cip/Kip, eren els que presentaven pitjor

supervivencia global (p< 0.01) (fig. 34).
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Fig. 33. Corbes de supervivéncia global i lliure de malaltia dels tumors positius per a les dues
proteines Cip/Kip i amb expressio intensa de ciclina E comparats amb els altres grups de

tumors.
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Fig. 34. Corbes de supervivencia global per a p21, p27 i expressio de ciclina E avaluada tenint

en compte intensitat i percentatge de immunotincio (tots els grups inclosos).

Els carcinomes amb pérdua d’expressio de p21 o p27 i amb expressio molt debil (-, +
< 12%) o molt intensa (++,+++) de ciclina E, van mostrar agrupats, pitjor supervivencia
global 1 pitjor supervivencia lliure de malaltia que tots els altres perfils

immunohistoquimics junts (fig. 35).
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Fig 35. Corbes de supervivéncia global i lliure de malaltia pels carcinomes amb pérdua
d’expressio de p21 o p27 i expressid molt deébil o molt intensa de ciclina E, comparats amb tots

els altres carcinomes (dades crues).
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4.10.4. Analisi de supervivéncia univariant amb ciclina E i p53

Avaluant ciclina E segons el percentatge d’expressié nuclear, vam observar en el grup
de tumors amb expressio de ciclina E inferior a un 12% de nuclis, una clara millor
supervivencia global i lliure de malaltia entre els tumors amb p53 “wild type” o amb
mutacio “no hot spot” que en aquells amb mutacié en un “hot spot”, tot i que aquesta
diferéncia, amb p= 0.10 i p= 0.06 respectivament, no arribava a ser estadisticament
significativa (fig. 36). Avaluant ciclina E segons les tres categories que hem vingut
utilitzant al combinar percentatge de nuclis positius amb intensitat d’expressio, vam
observar que, entre els carcinomes amb expressio intensa de ciclina E tenien pitjor
supervivencia global els tumors amb mutacié “hot spot” de p53 que els que tenien p53
“wild type” o amb mutacio “no hot spot”, encara que aquest resultat tampoc no va ser
estadisticament significatiu (p= 0.17). Ni entre els carcinomes amb expressié debil
(+>12%) de ciclina E, ni entre aquells amb expressié nul.la o molt deébil de la mateixa
proteina no es van observar diferéncies dependents de 1’estat mutacional de p53, aixi
com tampoc no es van observar agrupant aquest segon grup de carcinomes amb els que

expressaven intensament ciclina E.
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Fig 36. Corbes de supervivencia global dels tumors amb ciclina E < 12% de nuclis positius en

funcié de 1’estat mutacional de p53.

125



Resultats

4.11. Analisi de supervivencia multivariant

4.11.1 Supervivencia Global

Respecte a la supervivencia global, en I’analisi de supervivéncia multivariant (taula
18), en el qual es va introduir I’estadi de Dukes, els carcinomes amb mutacio de p53 en
L3 o LSH van mostrar una pitjor superviveéncia global mentre que p21 sola va perdre la
significaci6. En canvi, 1’analisi combinat de mutacié de p53 en L3 i LSH i pérdua
d’expressio de p21, es va mostrar informatiu (p<0.01). Finalment, vam prendre com a
categoria de referéncia els adenocarcinomes amb mutacio de pS3 en L3 i LSH i pérdua
d’expressio de p21 i p27. Al comparar-los contra tots els altres perfils agrupats van
mostrar clarament una pitjor supervivéncia global, amb p<0.01.

L’analisi multivariant per a supervivencia global va reforcar la tendéncia observada en
I’univariant pel que fa al valor pronostic de les mutacions de p53 que afecten la
funcionalitat de p73 comparades amb les altres mutacions de p53. Els carcinomes amb
aquestes mutacions van mostrar pitjor supervivencia global que els carcinomes amb
altres mutacions, amb p= 0.04, un HR de 2.66, i un IC 95% de 1.02-6.76. Finalment,
dins el grup de tumors GG, els tumors amb mutacions en L3 i LSH van mostrar pitjor
supervivencia global que els tumors amb p53 salvatge o amb altres mutacions, amb p =
0.004, un HR de 3.33, i un IC 95% de 1.45-7.62.

En I’analisi multivariant per a supervivéncia global amb ciclina E, valorant inicament
el percentatge d’expressio nuclear, es va perdre el nivell de significacié estadistica al
comparar els carcinomes amb expressié de ciclina E en més d’un 12% de nuclis, amb
els carcinomes amb expressio de 1’esmentada proteina inferior a aquest percentatge,
amb p= 0.14, un HR de 0.62 i un interval de confianga al 95% de 0.33-1.17. Valorant

també la intensitat d’expressio, els tumors amb expressio debil de ciclina E en més d’un
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12% de nuclis van mostrar millor supervivéncia global que els carcinomes amb
expressio nul.la (-, + < 12%) o molt intensa (++,+++) (p= 0.03).

Considerant I’expressio de p21 i p27, i el percentatge d’expressio nuclear de ciclina E,
el grup de carcinomes positius per ambdues proteines Cip/Kip i que alhora expressaven
ciclina E en més del 12% de nuclis, es va mostrar en 1’analisi multivariant per a

supervivencia global com un factor protector estadisticament significatiu (p= 0.02).

4.11.2. Supervivencia lliure de malaltia
En DP’analisi multivariant de supervivéncia lliure de malaltia (taula 18), la pérdua
d’expressio de p21 es va mostrar com un marcador pronostic independent, amb una p =
0.01. El grup de tumors amb mutacions en L3 o LSH de p53 va mostrar també una
pitjor supervivéncia lliure de malaltia (p= 0.05). El perfil d’adenocarcinomes amb p53
salvatge o amb mutacio “no hot spot” i amb expressié simultania de p21 es va mantenir
com a predictor independent de millor supervivéncia lliure de malaltia, amb una p=
0.01. Els carcinomes amb mutaci6é de p53 en L3 i LSH i perdua d’expressio de p21 i
p27, es van mostrar com un factor de mal pronostic (p= 0.03).
En I’analisi multivariant de supervivéncia lliure de malaltia, I’expressi6 de les dues
proteines Cip/Kip va mantenir un cert grau de significaci6 estadistica, amb p= 0.02.
Valorant conjuntament la intensitat i el percentatge de nuclis, i suprimint el grup de
tumors amb expressio quasi nul.la (-, + < 12%), les diferéncies entre els carcinomes
amb expressio debil de ciclina E en més d’un 12% de nuclis i els carcinomes amb
expressio molt intensa (++, +++) van fregar la significacid estadistica, amb p= 0.06,
mostrant-se [’expressio intensa de ciclina E respecte a I’expressio débil en més d’un

12% com un factor de risc amb un HR de 2.57 1 un IC al 95% de 0.93-7.10.

127



Resultats

Considerant I’expressio de p21 i p27, i el percentatge d’expressio nuclear de ciclina E,

el grup de carcinomes positius per ambdues proteines Cip/Kip i que alhora expressaven

ciclina E en més del 12% de nuclis, es va mostrar com un grup amb comportament

favorable en 1’analisi de supervivéncia lliure de malaltia, amb p= 0.03.

En I’analisi multivariant, els carcinomes amb pérdua d’expressio de p21 o p27 i amb

expressio molt debil (-, + < 12%) o molt intensa (++,+++) de ciclina E, van mostrar al

agrupar-los pitjor supervivéncia lliure de malaltia, amb p= 0.03 (Fig. 37).

Taula 18. Analisi multivariant per a supervivéncia global i lliure de malaltia.

Variable Supervivéncia global | Supervivéncia lliure de malaltia
P53 wt // mut P=0.43 P=0.16

HR 1.27 (0.69-2.33) |HR 1.77(0.79 -3.94)
P53 mutacié no hot spot // mut hot spot | P =0.02 P=0.18

HR 3.06 (1.19-7.83) |HR 1.86(0.73 -4.72)
P53 wt-no hot spot / mut hot spot P=0.11 P=0.06

HR 1.70 (0.88 - 3.27) | HR 2.09 (0.96 - 4.55)
P53 wt-mut noL.3-LSH // mut L3-LSH | P = 0.005 P=0.05

HR 2.81 (1.36-5.78) |HR 2.25(1.00 - 5.10)
P21- P=0.13 P=0.01

HR 1.54 (0.87-2.74) |HR2.38(1.19-4.75)
P53 mut L3-LSH p21- // altres P =0.004 P=0.09

HR 3.27(1.47-7.26) |HR 2.29 (0.86 - 6.10)
P21+i p27+// p21 o p27- P=0.13 P=0.02

HR 0.56 (0.27-1.18) |HR 0.38 (0.17 - 0.88)
P53 mut L3-LSH p21 o p27- // altres P =0.007 P=0.03

HR 2.93 (1.34-6.39) |HR2.66(1.10 - 6.43)
Ciclina E >12% // <12% P=0.14 P=0.09

HR 0.62 (0.33-1.17) |HR0.57(0.29 - 1.10)
Ciclina E +>12% // -[#<12%[#++[#++ |P=0.03 P=0.09

HR 0.36 (0.14-0.93) |HR0.49(0.21-1.11)
Ciclina E >12% p21+ p27+ // altres P=0.02 P=0.03

HR 0.10 (0.01 - 0.76) | HR 0.20 (0.05 - 0.86)
Dukes A-B1-B2 P= 0.00 P=0.08

C1-C2
D

wt: “wild type”; mut: mutacio;
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Fig. 37. Corbes de supervivéncia global i lliure de malaltia, ajustades per Dukes, dels
carcinomes amb pérdua d’expressido de p21 o p27 i amb expressido molt débil (-, + < 12%) o

molt intensa (++,+++) de ciclina E, comparats amb els altres perfils agrupats.
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4. 12. Valor pronostic en la practica assistencial de I’estudi molecular i

THQ de p53 p21[p27 i ciclina E

Per a I’estudi del valor pronostic que les analisis realitzades al llarg d’aquesta tesi
poden tenir a la practica assistencial, es van repetir les analisis de supervivéncia
restringint la série de casos a aquells en que ’exéresi quirirgica havia estat completa.
Aquesta série de 146 tumors, a la que podem anomenar RO (taula 20), exclou els
adenocarcinomes amb estadi de Dukes D i aquells en els que I’exéresi quirtirgica ha

resultat incompleta.

Taula 20. Caracteristiques clinico-patologiques dels diferents patrons d’expressio

de proteines obtinguts a partir de la série R0.

No.de Mutacions Mutacions Expressio Expressio Expressio Expressio
Tumors de p53 en hot spots p21 p27 p21ip27 Ciclina E
Serie RO 146 59 (45.0%) 25 (19.0%) 65/142 112/139 51/142 68/136
Sexe dels pacients
Masculi 90(61.6%) 34 (52.3%) 12(18.5%) 42 (47.7%) 75(87.2%) 36 (40.9%) 41 (49.4%)
Femeni 56(38.3%) 25(56.8%) 13(29.5%) 23 (42.6%) 37(69.8%) 15 (27.8%) 27 (50.9%)
Localitzacio
Recte 62(42.4%) 21(50.0%) 10(23.8%)  23(39.7%) 44(772%) 17(29.3%) 25 (44.6%)

Colon esquerre  46(31.5%) 23 (71.9%)  7(21.9%)  26(56.5%) 38 (84.4%) 22 (47.8%) 24 (53.3%)
Colon dret 38(26.0%) 15(42.9%)  8(22.9%) 16 (42.1%) 30(81.1%) 12(31.6%) 19 (54.3%)

Estadi de Dukes
A /BI1-B2 87(59.6%) 33 (48.5%) 10 (14.7%) 41 (47.7%) 70 (83.3%) 35 (40.7%) 37 (45.1%)
C1-C2 59(40.4%) 26 (63.4%) 15 (36.6%) 24 (42.9%) 42(76.4%) 16 (28.6%) 31 (57.4%)
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Taula 21. Analisi de supervivéncia amb la série de carcinomes ressecats amb finalitat

curativa
variable Supervivéncia global Supervivéncia
Lliure de malaltia
P53 wt/no hs Wtnohs 1 Wt/nohs 1
Hot spot Hot spot  2.22 (0.87-5.68) Hot spot  1.92 (0.81-4.53)
P53 wt/no hs Wtnohs 1 Wt/no hs 1
mL3-LSH mL3-LSH 2.69 (1.03-7.01) mL3-LSH 2.23 (0.92-5.37)
P21 P21+ 1 P21+ 1
P21- 2.42 (1.02-5.78) P21- 2.24 (1.07-4.69)
Ciclina E -, +<12% 1 -, +<12% 1
++, +++  4.92(1.15-21.02) ++, +++  1.98 (0.81-4.85)

4.12.1. p53

Dins d’aquesta série de 146 carcinomes R0, es va poder analitzar I’estat mutacional de

p53 en 131 tumors, obtenint-se resultats valids en 109 tumors. Al comparar en una

analisi univariant, la supervivéncia dels carcinomes amb mutacions “hot spot” va

continuar essent pitjor (p= 0.03), significacidé que es va perdre en el multivariant (Fig.

38), p= 0.09 per a la variable analitzada, perd amb p=0.19 per a I’estadi de Dukes.
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Fig. 38. Supervivéncia global, ajustada per Dukes, dels carcinomes amb mutaci6 “hot spot” de

p53, comparada amb la dels carcinomes amb qualsevol altra proteina p53.
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Finalment, les mutacions “hot spot que afecten el L3-loop i el motiu LSH, van mostrar
una clara tendéncia cap a pitjor supervivéncia global que, es va mantenir en 1’analisi
multivariant (p= 0.04) (Fig. 39). Respecte a la supervivéncia lliure de malaltia, la

significacio no es va mantenir en 1’analisi multivariant.
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Fig. 39. Supervivéncia global dels carcinomes amb mutacié de p53 en els “hot spot” de L3 i

LSH, comparada amb la dels carcinomes amb qualsevol altra proteina p53 (ajustat per Dukes)

4.12.2. p21
Al repetir I’analisi multivariant per a supervivéncia global (Fig. 40), la pérdua
d’expressio de p21 si es va mantenir com un factor de risc (p= 0.04). També va ser el

mateix per la supervivencia lliure de malaltia.
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Fig. 40. Supervivencia global i lliure de malaltia dels carcinomes amb elevada expressi6 de p21,

comparada amb la dels carcinomes amb pérdua d’expressio de p21 (ajustades per Dukes).
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4.12.3. p53-p21

Dins d’aquesta série de 146 adenocarcinomes RO, es va disposar de resultats valids pel
que fa a mutacions de p53 i expressio de p21 en 108 tumors, dels quals només 9 tenien a
la vegada, mutacio de pS3 en L3 i LSH i manca d’expressio de p21. Aquest nimero de
casos ¢és massa reduit com per poder realitzar analisis de supervivéncia que puguin
resultar fiables. En ’analisi univariant de supervivencia global, aquests tumors van
mostrar una tendencia a pitjor supervivéncia, amb p= 0.03. En I’analisi multivariant,

aquests test va fregar la significaci6 estadistica, amb p= 0.06.

4.12.4. p27

En la série de 146 adenocarcinomes RO es va disposar de resultats valids d’expressio
de p27 en 139 casos, dels quals, 112 van mantenir una elevada expressidé d’aquesta
proteina, mentre que 27 la van perdre. No es va observar correlacié entre expressio de

p27 i supervivéncia.

4.12.5. Ciclina E

Es va disposar de resultats valids pel que fa a ciclina E en 135 casos, dels quals 56 van
ser totalment negatius o van expressar ciclina E débilment (+) en menys d’un 12% de
nuclis, 35 tumors la van expressar débilment (+) en més d’un 12% de nuclis, i 45
adenocarcinomes van expressar intensament ciclina E.

Els carcinomes amb expressio débil de ciclina E en més d’un 12% de nuclis, van ser
marcadors de millor supervivencia global (Fig. 41) tant en 1’analisi univariant (p= 0.02)

com en I’analisi multivariant (p= 0.03).
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Fig. 41. Corbes de superviveéncia global dels carcinomes que expressen ciclina E débilment en
més d’un 12% de nuclis, comparats amb els carcinomes amb expressiéo nul.la o molt intensa

(ajustades per Dukes).

4. 13. Analisi de prediccio de resposta al tractament quimioterapic

En ser una série historica amb un llarg seguiment vam poder avaluar la utilitat del
marcador com a predictor de resposta al tractament. Setanta-vuit dels 185 pacients
(42,16%) de la seérie completa van rebre quimioterapia en el decurs del tractament.
D’aquests, els tumors amb elevada expressio de p21 van mostrar al estratificar per
Dukes, una tendéncia gairebé significativa a una millor supervivéncia global (p= 0.06)
(Fig. 42) i una clara millor supervivéncia lliure de malaltia (p= 0.006). Dels 92 tumors
restants que no van rebre quimioterapia, els positius per p21 van mostrar una millor
supervivencia global (p= 0.048) que no es va mantenir estratificant per Dukes. No es va

observar correlacio estadisticament significativa amb supervivéncia lliure de malaltia.
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Fig. 42. Corbes de supervivéncia global i lliure de malaltia dels pacients que han rebut

quimioterapia, en funci6 de 1’expressio de p21, ajustades per Dukes.
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L’analisi immunohistoquimic de p53 no va mostrar valor com a factor predictor de

resposta al tractament amb quimioterapia.

Els tumors tractats amb quimioterapia no van mostrar diferéncies estadisticament
significatives en supervivéncia global i lliure de malaltia que es podessin relacionar amb
I’expressié de p27 o d’ambdues proteines cip/kip, o amb la pérdua d’expressié d’alguna
d’elles. En canvi, entre els tumors que no van rebre quimioterapia, 1’expressio de p27 va
correlacionar amb una millor supervivencia lliure de malaltia (p= 0.04 estratificant per
Dukes), pero no amb supervivéncia global (p= 0.001 en I’analisi crua, perd p= 0.13
ajustant per Dukes)(Fig. 43). Dins d’aquest mateix grup de tumors que no van rebre
quimioterapia, I’expressioé d’ambdues proteines cip/kip va ser un factor de bon pronostic

per a supervivencia global, amb p= 0.04 al ajustar per Dukes.
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Fig. 43. Supervivéncia lliure de malaltia dels pacients que no van rebre quimioterapia, en

funcio6 de ’expressio de p27, ajustada per Dukes.
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Discussio

5. DISCUSSIO

P53

Des de 1989, un dens cos de literatura ha estat publicat al voltant de pS3. Nombrosos treballs
s’han centrat en la seva estructura, tant a nivell de gen com a nivell de proteina. Altres articles
s’han centrat en I’estudi de les seves funcions biologiques, en la determinacio i estudi de les
possibles mutacions, en la deteccid per mitjans immunohistoquimics de la proteina p53, etc.
Tota aquesta literatura conté perd, molts resultats contradictoris que fan dificil extreure
conclusions clares respecte del valor pronostic de les diferents alteracions de p53 en els tumors
solids en general i en els tumors colorectals en particulars.

Hem detectat mutacions de p53 en 51.1% dels casos i sobreexpressid d’aquesta proteina en el
68.9% dels mateixos. Hem considerat “hot spots” les mutacions de p53 més freqiients a la
nostra s€rie que, a més, estiguessin localitzades en els dominis evolutivament conservats del gen
p53. Aquestes han estat cinc mutacions reportades a la literatura com a “hot spots” i localitzades
als codons 175, 245, 248, 273 1 282. Una sisena mutaci6 “hot spot” reportada a la literatura és la
localitzada al codo6 249, de la que no en tenim cap cas a la nostra série. No hem observat una
correlacié clara entre mutacié de p53 i estadi de Dukes si ’estat mutacional de p53 ha estat
dividit inicament en proteina salvatge o proteina mutada, observacié aquesta en coincidéncia
amb Guirlando, Slebos o Hamelin ef al. D’altra banda, s’ha observat una correlacid més clara
entre I’estadi tumoral i I’estat mutacional de p53 quan la distincid entre mutacions “hot spot” i
“no hot spot” s’ha pres en consideracio. En aquest sentit, la correlacié més clara amb estadi
tumoral es va observar comparant directament mutacions “hot spot” contra mutacions “no hot
spot”. De manera semblant, HS Goh et al. van reportar una clara correlacié entre mutacions
puntuals en els dominis evolutivament conservats del gen p53 i la invasié de ganglis limfatics
(estadi C de Dukes), mentre les mutacions ubicades fora d’aquelles regions mostraven una molt

menor taxa de metastasis ganglionars.
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Mentre que diversos treballs publicats (Goh et al., Hamelin et al.,) han mostrat una clara
correlacié entre estat mutacional de p53 i supervivéncia sense distingir entre tipus de mutacio,
nosaltres només hem pogut observar una tendéncia cap a una pitjor supervivencia global i lliure
de malaltia per als pacients amb adenocarcinomes amb mutacié de p53. En canvi, si hem
observat diferéncies més clares, en 1’analisi multivariant, quan establiem com a grup els tumors
amb mutacions “hot spot”. Tot indica que, sembla més important que hi hagi una mutacié en un
“hot spot” que la simple existéncia d’una mutacié en p53. Una explicacié amb base biologica
per a aquestes observacions pot ser que els cinc codons “hot spots” codifiquen per a la
seqiiencia especifica del domini d’interaccié amb el DNA de la proteina p53. El nucli central
del domini d’interaccié amb el DNA de p53 t¢ 200 aminoacids i inclou quatre dels cinc dominis
altament conservats entre espécies. Dins d’aquesta regi6é hi ha una superficie d’unié amb el
DNA formada per dos llagos amb estructura B-plegada (L2 i L3) i un llag amb estructura o-
heélix (LSH). El llag L2, codificat pels codons 163-195, és important per a [’estabilitat
configuracional de la part central de la proteina, mentre que el llag L3 (codons 236-251) i el
motiu LSH (codons 273-286) contacten directament amb el DNA. Els llagos L2 i L3 estan
mancats d’una estructura secundaria regular i son estabilitzats mitjangant coordinacions de zinc
i interaccions de cadenes laterals. El codd “hot spot” 175 codifica per al llag L2, els codons 245
1 248 ho fan per al llag L3, i els codons 273 i 282 codifiquen per al motiu LSH. Els “hot spots”
248 (L3) 1 282 (LSH) so6n per tant “mutants de contacte”. El hot spot 175 és degut a la seva
posicié en L2 un mutant “estructural” o “configuracional”. Perd els “hot spots™ 245, 248, 249
(L3) 1273 (LSH) s6n, de fet, mutants combinats de “contacte” i “configuracionals”, malgrat la
seva posicié en L3 i LSH. Tant les mutacions del coddé 245 com les del 249 eliminen les
interaccions entre cadenes laterals i les mediades per zinc. El “hot spot” 248 també distorsiona
I’estructura de L2 i L3 i d’altres regions distants com els llagos L1 o hélix 2. El “hot spot” 273

crea alteracions en I’entorn quimic local, amb canvis quimics en els residus 281, 282, 285 1 286.
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Per tant, és versemblant que mutacions puntuals en aquests “hot spots” puguin tenir més
repercussio en la funcid de la proteina p53 que la que puguin tenir altres mutacions, la majoria
d’aquestes localitzades fora dels dominis abans esmentats.

Una explicaciéo a la debil correlacid observada en la nostra série entre superviveéncia i
presencia o no de mutacions de p53 sense altres especificacions, podria ser una simple qiiestio
de mida mostral i d’espectre de mutacions. A la nostra série, només un 44.4% (32/72) de les
mutacions de p53 detectades es van localitzar en “hot spots”. A més, a la nostra serie, el 82.5%
de les mutacions “no hot spot” (33/40) es van localitzar fora dels dominis evolutivament
conservats. Tampoc no tenim cap de les mutacions minoritaries perd funcionalment rellevants
de p53, com ara la 143, la 179 o la 281. A la nostra s¢rie tampoc no hi va haver cap cas amb
mutacio en el “hot spot” 249, i només hi va haver quatre casos amb mutacio al “hot spot” 245 i
sis al “hot spot” 248. En el treball de Goh et al. 27 dels 53 casos de la série tenien una mutacio
de p53 localitzada en un “hot spot”, pero altres 14 casos tenien una mutacié “no hot spot” també
localitzada en els dominis evolutivament conservats. En una série publicada per R Hamelin et
al., només 20 de les 42 mutacions de p53 eren “hot spots”, perd 11 d’aquestes mutacions
estaven localitzades als codons 245, 248 1 249, que com hem comentat abans, son codons amb
gran repercussio sobre l’estructura i funci6é de la proteina. A més, en aquesta seérie hi havia
moltes mutacions “no hot spot” als codons 135, 173, 176, 178, 241 o 253, també localitzats en
els dominis conservats. En S Tortola et al 60 % (38/63) de les mutacions exoniques de p53 eren
“hot spots”, 12 d’elles localitzades als codons 245, 248 i 249. El treball publicat per A Russo et
al en 2002 esta en la linia de les nostres observacions, fins i tot és més restrictiu ja que només
atorguen valor pronostic a les mutacions que afecten L3 i no a les que afecten altres regions
conservades. En aquest sentit, hem pogut observar que dintre del conjunt de mutacions “hot
spot”, les que afecten L3-loop i LSH semblen tenir més influéncia en el pronostic dels tumors.

Comparant la supervivencia global dels carcinomes amb mutacions en aquests codons amb la
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dels carcinomes amb proteina p53 salvatge o amb altres mutacions de p53, els carcinomes amb

mutacions en L3 o LSH van mostrar pitjor supervivencia global en I’analisi multivariant. De fet,

la maxima diferéncia es va observar al comparar directament la supervivéncia global d’aquests

tumors amb la dels tumors amb altres mutacions de p53.

Taula 22. Comparacio entre diferents treballs on s’analitza el valor pronostic de p53.

Analisi de p53 “n” RO DukesD teixit técnica hot spots correlacions valor pronostic
Bell S et al., 1993 100 ? no congelat HQ cap NS
Scott N et al., 1991 52 7 no congelat HQ colon esquerre NS
Tomoda H et al., 1995 144 101 si parafina THQ Dukes C NS

Goh HS et al., 1995 192 si si congelat PCR si Dukes C p <0.05
HamelinR et al., 1994 85 no si ? PCR no colon esquerre p <0.05
Russo A et al., 2002 160 no si congelat PCR si colon esquerre p <0.05
Tortola S et al., 1999 132 si si congelat PCR 175/273 colon esquerre p <0.05
Bertorelle R et al., 1995 8§83 si congelat IHQ/PCR no IHQ Dukes CD  no analitzat
Dix B et al., 1994 109 no paraf/cong IHQ/PCR 175/248 no estudiades no analitzat
Oressner U et al., 1999 189 no si congelat  IHQ/PCR dominis colon esquerre PCR p <0.05
Smith DR et al., 1996 100 ? si congelat IHQ/PCR no no estudiades p<0.05

Respecte a la IHQ, I’expressio de p53 va ser nuclear en tots els casos de la nostra série. No es

va objectivar expressio de pS53 en mucosa histologicament normal. En setanta-nou (45%)

adenocarcinomes es va trobar sobreexpressio de p53 en més del 90% de nuclis, i en 36 (20.5%)

va ser nul.la. Tots els altres percentatges d’expressidé van ser minoritaris. Ni 1’anticos emprat

(DO-7), ni el punt de tall fixat (20%) solen variar en els diferents treballs publicats.

Contrariament als estudis publicats per Ropponen et al., Slebos et al., o Guirlando et al. (veure

taula 24), I’analisi de p53 per mitja tnicament immunohistoquimic va correlacionar bé amb

I’estadi de Dukes a la nostra série, perd no va ser un bon marcador de superviveéncia global,

aspecte en el que coincideixen la majoria de treballs publicats per diferents autors (Tomoda et

al., Scott et al., Smith et al., (ressner et al. o Zirbes et al). Bertorelle et al., de la mateixa

manera que nosaltres, troben una clara correlacié entre sobreexpressié immunohistoquimica de
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p53 i I’estadi de Dukes dividit en dues categories (A-B/C-D) pero sobretot amb ’estadi de
Dukes C. Aquests autors, després d’haver provat dividint I’expressié de p53 en tres grups
segons percentatge de tincio nuclear, finalment estableixen el punt de tall en el 10% de nuclis,
mentre que nosaltres i la majoria d’autors I’estableixen en el 20%. Soussi T i Beroud C, en una
revisio publicada el 2001, arriben a afirmar directament que en ’estudi de p53 en vistes al seu
valor com a factor pronostic, només s’hauria de realitzar I’analisi molecular. Rosati et al.,
estudiant tinicament per immunohistoquimica p53, p27, [1i-67, bcl-2 1 timidilat sintasa, en una
série de 103 carcinomes colorectals sense estadi Dukes D, van concloure que només p53 i [1i-67
donaven informacio pronoéstica independent sobre supervivéncia global. En el nostre estudi,
prescindint dels carcinomes Dukes D, vam observar en I’analisi univariant una pitjor
supervivencia global per part dels tumors que sobreexpressaven p53, perd sense arribar a la
significacié estadistica (p= 0.103). No es pot descartar que amb major mida de mostra ho
haguéssim trobat. Unicament vam observar una clara correlacié entre sobreexpressio de p53 i
pitjor supervivencia global al restringir 1’analisi als carcinomes Dukes C. Per tant, aquest grup
de tumors, els Dukes C, és I’inic en qué I’analisi immunohistoquimic de p53 pot afegir

informacio sobre pronostic, segons el nostre estudi.

Es ben conegut que la correlacio entre mutaci6 i sobreexpressié de p53 no és exacta, essent
del 65% a la nostra série. Hi pot haver diverses raons, préviament assenyalades a la literatura,
que expliquin aquesta correlacié inexacta entre els dos meétodes d’analisi de p53. Aquestes
poden ser que, normalment, 1’analisi mutacional de p53 es limita a 1’estudi dels exons 5-9, i per
tant, deixa de banda mutacions localitzades en altres exons. La majoria de mutacions de p53
localitzades en els exons 4, 9 i 10 sén nonsense, per tant, no detectables per
immunohistoquimica. En aquest sentit cal destacar que alguns treballs amb cancer de pulmo

(Schiller JH et al., 2001) han assenyalat manca de correlacid de p53 amb supervivéncia quan
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I’estudi de mutacions s’havia limitat als exons 5-8, i en canvi, bona correlacid quan 1’analisi
mutacional s’havia fet extensiu a tots els exons codificants. També pot ser deguda a que la
proteina p53 salvatge pot estabilitzar-se, i per tant sobreexpressar-se, per interaccio amb altres
proteines, com per exemple mdm-2 (Momand et al., 1992). Es important destacar que, al
distingir entre mutacions “hot spot” i “no hot spot”, només una de les 32 mutacions “hot spot”
(3.1%) no va donar lloc a sobreexpressio de proteina. Aquestes 31 mutacions “hot spot” poden
ser considerades mutacions “missense”, amb acumulaci6 de proteina en el nucli de les cél.lules
tumorals. La majoria (90.9%) de mutacions de p53 sense acumulacié de proteina (mutacions
“nonsense”) van ser mutacions localitzades fora dels “hot spots™. U [ressner ef al, van reportar
correlacid entre mutacid “missense” 1 localitzacid en regions conservades de p53, pero
inesperadament, atorguen valor pronostic a les mutacions localitzades fora dels dominis
conservats ([Jressner ef al., 1999).

Podem concloure doncs que I’analisi IHQ de p53, encara que correlaciona bé amb I’estadi de
Dukes, no t¢ valor pronostic. En canvi, I’analisi mutacional de p53 prenent en consideracio les
mutacions en els “hot spots”, i especialment en els localitzats a nivell de L3 i LSH, aporta
informacid pronostica estadisticament significativa en 1’analisi multivariant per a supervivéncia

global, tant en la série completa com en la série RO.

El polimorfisme localitzat en 1’aminoacid 72 de la cadena peptidica de p53 (Arg/Pro)
consisteix en una transversio G-C en posicié 12138, localitzada a 1’ex6 4 del gen de p53. S’ha
suggerit que aquest polimorfisme podria ser un factor de risc per desenvolupar un tumor o bé
podria, un cop desenvolupat el tumor, influir en la seva progressio. L’estudi a gran escala del
polimorfisme 72 de p53 en tumors humans com ara en colon i recte, hauria de permetre la
deteccid d’un possible biaix en la freqiiéncia d’algun dels dos al.lels respecte a la poblacid

normal. Per exemple, s’ha reportat en cancer de pell no melanoma una major freqiiéncia de
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mutacions de p53 sobre 1’al.lel Arg72 que sobre el Pro72 (Marin M et al., 2000). Mentre que la
freqiiéncia de 1’al.lel Pro (CC,GC) entre la poblacié nordica gira al voltant del 17%, en paisos
de I’ Africa subsahariana és d’un 63% (Beckman G et al., 1994), de manera que s’ha especulat
sobre un possible efecte protector de 1’al.lel Pro72 en cancer de pell. També ha estat reportat
que la variant Arg72 (GG) és més sensible a la degradacié induida per la proteina E6 del virus
del papilloma huma que la variant Pro (Storey A et al., 1998), la qual cosa pot ser important en
la génesi de cancers cervicals o de cap i coll.

Un estudi de casos i controls realitzat per Gemignani ef al. en 2004 a partir de mostres de
I’Hospital de Bellvitge, en el que s’estudiaven dos polimorfismes de p53 entre ells I’ Arg72Pro,
no va mostrar diferéncies significatives en la distribucié dels dos al.lels entre el grup control i el
grup de carcinomes. Els dos grups van ser majoritariament homozigots per a Arg i molt
minoritariament homozigots per a Pro. Dins del grup de casos, els percentatges de distribucio
dels dos al.lels van ser molt semblants als que hem trobat a la nostra série. Per tant, en cancer de
colon i recte no sembla que hi hagi cap biaix en la freqiiéncia dels dos al.lels respecte a la
poblacié normal. Dels 172 tumors de la nostra série en qué es va poder analitzar 1’ex6 4 de p53,
91 (52.9%) van ser homozigots GG (Arg), mentre que només 10 (5.8%) ho van ser per CC
(Pro). Aquesta distribucid és semblant a la que van trobar en tot I’estudi. Respecte a les pérdues
al.leliques, seixanta-nou (40.1%) dels casos van ser informatius (teixit normal heterozigot), dels
quals 42 (respecte a 69) adenocarcinomes presentaven perdua de I’al.lel C respecte al teixit
normal, mentre que només dos carcinomes van mostrar respecte al teixit normal, perdua de
I’al.lel G. Els vint-i-cinc adenocarcinomes restants dels seixanta-nou casos informatius no van
patir perdua al.lelica. Si tenim en compte el genotip somatic als adenocarcinomes de la nostra
série, sumant els casos no informatius homozigots GG amb els casos amb pérdua de ’al.lel C,
tenim 133 (77.3%) tumors amb 1’al.lel Arg davant de 37 (21.5%) tumors amb 1’al.lel Pro (GC +

CC + LOH G). Es va observar una major freqiiéncia de mutacions de p53 en els tumors Arg72
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que en els Pro72, coincidint amb el que s’ha observat en carcinomes escamosos de vulva o de
cap i coll (Marin et al., 2000). Aquesta correlacié contrasta amb la informacié reportada per
Langerod A (Langerod A ef al., 2002), els quals troben correlaci6 entre freqiiéncia de mutacions
i al.lel del polimorfisme en cancer de mama, pero no en cancer de colon i recte. Les diferéncies
de superviveéncia global entre els tumors amb mutacions en L3 i LSH i els tumors amb p53 amb
altres mutacions o “wild type” van tendir a ser més grans en preséncia de I’al.lel Arg. Al avaluar
el valor pronostic de les mutacions de p53 que, segons s’ha reportat en la literatura, afecten més
la funcié del gen p73, vam observar en 1’analisi multivariant una pitjor supervivéncia global per
als carcinomes amb aquestes mutacions en comparacid6 amb els carcinomes amb altres
mutacions. El subgrup de tumors GG (Arg), els carcinomes amb aquestes mutacions van tendir
a una pitjor supervivéncia global. Aquests resultats anirien en la linia dels reportats per Marin et
al. i confirmen que part de la informacid pronostica de p53 pot venir determinada pel genotip

tumoral i la seva repercussio sobre la proteina p73.

P21

Un dels nostres objectius en aquest estudi ha estat investigar el valor pronostic de la via p53-
p21 en cancer colorectal. Han estat també nombrosos els treballs que han tractat sobre aquest
tema en cancer de colon, analitzant correlacions entre [’expressi6 immunohistoquimica
d’ambdues proteines, entre 1’expressio de p21 i I’estat mutacional de p53, o el valor pronostic
de totes aquestes variables, perd freqiientment sense especificar en el cas dels estudis de
supervivencia, entre mutacions de p53 en “hot spots” i mutacions en altres localitzacions. La
taula 22 mostra un resum d’alguns d’aquests treballs.

La immunotincié per p21 va ser nuclear tant en mucosa normal com tumoral. S’ha de
destacar que, en els adenocarcinomes, aquesta expressio nuclear de p21 va tendir a ser escassa i

de distribucio6 heterogénia, sovint en grups de cél.lules tumorals, i més freqilient en les zones
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superficials i millor diferenciades dels tumors. Contrariament al baix valor pronostic de I’analisi
IHQ de p53, I’expressio de p21 detectada per aquest metode va esdevenir un clar factor
pronostic per a supervivéncia lliure de malaltia en 1’analisi multivariant. S’ha de destacar que
p21, va mostrar tenir valor pronostic independent si es prescindia dels carcinomes amb
metastasi visceral (Dukes D). Aquest resultat contrasta amb el reportat per autors com Slebos et
al., els quals només observen una tendéncia a millor superviveéncia global entre els tumors que
expressen p21, perd sense ser estadisticament significativa; en canvi, és forga coincident amb
I’obtingut per Pasz-[1] alczak et al., els quals afirmen que I’expressid de p21 s’associa a mal
pronostic en D’analisi univariant, tot i que perd valor pronostic independent en [’analisi
multivariant. Nosaltres pero, creiem que p21 pot ser molt util com a factor pronostic de
supervivencia global i lliure de malaltia.

En aquest sentit, treballs com els de Ropponen et al., o Zirbes et al., son més contundents al
conferir a p21 valor pronostic per a superviveéncia global independentment de 1’estadi de Dukes
sense matisos, perd en aquests treballs no queda clar si les analisis multivariants per
supervivéncia global han estat efectuades ajustant per 1’estadi de Dukes dividit en dues (A-B1-
B2/C1-C2-D) o en tres categories (A-B1-B2/C1-C2/D). Resultats semblants a aquests darrers
son els que reporten Chapusot et al., dividint I’estadi de Dukes en dues categories. A aquest
respecte hem d’emfatitzar el fet que totes les analisis multivariants que hem descrit en aquesta
tesi s’han fet sempre ajustant per 1’estadi de Dukes dividit en tres categories, és a dir,
diferenciant els tumors amb metastasis ganglionars dels tumors amb metastasis viscerals. I cal
dir que els resultats poden ser clarament influits per aquesta analisi. Tant pel que fa a p21 com
els que comentarem més endavant respecte p27, els resultats son encara més clars atorgant valor
pronostic independent a cadascuna de les proteines Cip/[Jip, si s’ajustava per Dukes dividit en

dues categories.
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Taula 24. Comparacio entre diferents treballs publicats sobre correlacié entre p53 i p21

Slebos et al Girlando et al

Br J cancer [Jirchows Arch
1996 1999

Tipus retrospectiu prospectiu
1983-1987 1996-1999

N° 46 ca (*) 103 ca

Metode DNA parafina DNA parafina
Per ex 5-8 p53 per-sscp ex 5-8 p53
ihq p53 DO7  ihq p53 DO7
ihq p21 Ab- ihq p21 EA10
LOH p17 X?i Sidak test
X? i Caplan-M

Resultats:

+ en 39% tumors

+ només nuclear
tall al 10%
heterogénia, clonal
més en superficie

P21: + en 35% tumors
+ nuclear
tall al 10% nuclis

Correlacié p21: no no

Supervivéncia:

Millor en p21+ pero
No sign. Estadistica

+ en 58% tumors
+ només nuclear
tall al 40%

P53: + en 46% tumors
+ només nuclear
tall no mencionat

correlacio p53: mida tumor amb res

supervivéncia:

menor si mutacié de p53 mutacio de p53 més

Correlaci6 ihq p53-p21:

No inversa

(¥) carcinoma
(**) adenoma

150

no significaci6 estadistica sensibilitat a QT i RT

Ropponen et al Doglioni et al

Br J Cancer J Pathology

1999 1996
retrospectiu retrospectiu
1976-1986

162 ca 38 ca

15 ad (*¥)

DNA parafina talls parafin
ihq AP-2 ihq [Ji-67/Mib-
ihq p53 DO7 ihq p53 DO7
ihq p21 NCL ihq p21
X? i Cox test X2

+en 25%;0 en 25% + en 50% tumors + en 71% tumors

+només nuclear  + només nuclear

tall al 10% tall al 10%

+ = c¢l.lula madura heterogénia,
clonal superficial

amb Dukes i amb Dukes

Supervivencia

millor en p21+ cal més recerca

“p”significativa

+en 53% tumors + en 42% tumors
+ només nuclear + només nuclear
tall al 20% tall al 50%

amb supervivéncia no comentada

millor si p53- no comentada

“p” significativa

molt inversa inversa

Valassiadou et al
Clin Cancer Res

Chapusot et al
Pathol Biol

2001 1997
prospectiu retrospectiu
1995-1996 1990-1994

35ca 52 ca

4 ad

congelat/ parafina  parafina
per-ssep ex 5-9 pS3  ihq p53 DO7
hot spots p53 p21 Ab-1 OP64
ihq p53 DO7 Bcl-2 MO887
ihq p21 SX118 Mdm-2 Ab-1 Op46
X2, [aplan-M,Cox x?

+ en 86% carcinomes

mediana de +: 11% + nuclear
heterogenia heterogénia
mucosa normal +  superficial

>25% nuclis en 5 casos
+ 100% adenomes
(5%-25% nuclis)

amb I’edat >/< 70 a
amb I’estadi tumoral

millor en p21+
“p” significativa
+ en 59% tumors + en 67% carcinomes
minim 29% nuclis + gradaci6 0, <5%,
5-25%, 25-50%,>50%

amb colon esquerre
no correlacio amb Dukes

No estableix
correlacid prondstica

no comentada

no inversa no inversa
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Al limitar les analisis de supervivencia amb p21 als carcinomes que havien rebut quimioterapia,
vam observar que |’expressid6 de p2l es mantenia com un factor de bon prondstic en
supervivencia global, perd sobretot en supervivencia lliure de malaltia, mentre que en el grup de
pacients que no havia rebut quimioterapia les correlacions entre p21 i les supervivencies global 1
lliure de malaltia es perdien clarament al estratificar per Dukes. Aquesta observacid fa pensar
que p21 pot ser un bon factor predictor de resposta al tractament amb quimioterapia, conclusi6 a
la qual també¢ arriben Cheng et al. (1999). Publicacions com la de Geller JI et al., (2004) segons
la qual p21 és un mediador important de I’accié citotoxica dels inhibidors de timidilat-sintasa en
cel.lules de carcinoma colorectal, ens poden ajudar a entendre els resultats de les nostres
observacions. Per tant, creiem que p21 podria ser utilitzat com a factor per a seleccionar

quimioterapia.

P53i P21

Donat que p21 és un dels bragos efectors de p53 en la seva funcié d’interrupcié del cicle
cel.lular en G1, vam voler estudiar la possible correlacio existent entre la expressio de p21 i la
sobreexpressid o presencia de mutacions de p53, aixi com el valor pronostic de 1’estudi
combinat d’ambdues proteines. Contrariament a alguns treballs préviament reportats com els de
Doglioni et al., Girlando et al., Pasz-[] alczak et al., o Ropponen et al., i en coincidéncia amb
Chapusot et al., Slebos et al., o Valassiadou et al., no hem observat correlacid entre
sobreexpressio de p53 i expressio de p21, ni tampoc entre I’estat mutacional de p53 i p21, inclts
parant atencio als “hot spots”. Alguns dels diversos mecanismes d’activacié de p21 comentats a

la introduccid, independents de p53, poden ser importants en els cancers de colon i recte.

Combinant expressié de p21 i estat mutacional de p53, els adenocarcinomes amb p53

salvatge o amb mutacioé “no hot spot” i que alhora conservaven 1’expressio de p21, van
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presentar clarament una millor supervivéncia lliure de malaltia. Un resultat molt semblant a
aquest, fins 1 tot una mica més clar es va obtenir al considerar mutacions “hot spot” de p53
unicament les localitzades en L3 i LSH. Quan enlloc d’agafar com a categoria de referéncia per
a ’analisi de supervivéncia el perfil tedricament més favorable, vam agafar el perfil “a priori”
més negatiu, al comparar-lo amb els altres, vam observar que aquest el perfil tumoral,
caracteritzat per mutaci6 de p53 en els “hot spots” de L3 o LS a—helix i pérdua d’expressié de
p21 era un marcador de mal pronostic en I’analisi multivariant per a supervivéncia global. Per
tant, creiem que la combinacié de mutacié de p53 en L3 i LSH i pérdua de p21 resulta d’utilitat
perfilant un grup de carcinomes amb clar mal prondstic. Perd com comentarem més endavant,
no hem pogut demostrar que en la série RO, I’analisi combinada d’aquestes dues proteines aporti

més informacio6 pronostica practica que les analisis de les dues proteines per separat.

P27

Les conclusions sobre p27 i cancer colorectal reportades a la literatura (Taula 25) soén, una
vegada més, forca variades i estan plenes de matisos, pero tendeixen a coincidir en atorgar mal
pronostic a la pérdua d’aquesta proteina. Tenjo et al. van reportar correlacid entre pérdua
d’expressio de p27 i pitjor pronostic en els carcinomes de colon i recte (Tenjo et al., 2000).
Thomas G et al. (1998), en una série molt petita i retrospectiva, van trobar associacio entre
pérdua d’expressido de p27 i desenvolupament de metastasis. Per la seva part Manne U ef al.
(2004) només van observar correlacié entre expressio de p27 i supervivéncia en els tumors amb
estadi avancat, no pas en els estadis incipients, i en canvi Belluco C ef al. van reportar que
I’abséncia de proteina p27 prediu mal prondstic en pacients amb carcinoma colorectal amb
estadi I-III. Li GQ et al. (2004), en una série de 40 carcinomes sense tumors Dukes D no van
trobar correlaci6 entre p27 i supervivencia. Els nostres resultats han mostrat que la pérdua

d’expressio de p27, si bé no va correlacionar amb una pitjor superviveéncia lliure de malaltia si
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que ho va fer amb una pitjor superviveéncia global. Malgrat aixo, el seu valor com a marcador
pronostic independent continua essent motiu de controversia, ja que la seva poteéncia en I’analisi
multivariant varia al ajustar per I’estadi de Dukes segons es divideixi aquest en 2 o 3 categories.
De fet, I’expressiod de p27 va correlacionar clarament amb un alt estadi de Dukes, especialment
amb ’estadi de Dukes D i amb pMI1, és a dir, amb la preséncia de metastasis viscerals. No
podem precisar doncs, si aquest resultat és degut propiament al valor pronostic de p27 o a la

influéncia de 1’estadi de Dukes D.

Taula 25. Comparacio entre diferents treballs sobre correlacié p27

(*) Només Dukes Bi C

[Autors ~ disseny  “n” RO DukesD teixit  anticos  correlacions  prondstic |
Belluco prospectiu 124 si  no parafina Transduction grau, Dukes p <0.05
Cheng JD et al retrospectiu = 66  no si parafina Transduction  [1i-67 NS
Fredersdorf S et al. retrospectiu = 80  ? si ? propi Dukes no avaluat
LiGQetal prospectiu 40 ?7  no parafina ? grau, Dukes C NS
Manne U et al. retrosp/aleatori 206 no  si parafina  Novocastra grau en Dukes C
Palmqvist R ef al. retrospectiu 89 si  no parafina Transduction inversaamb pT p<0.05
Rosati G et al (*) retrospectiu 103 si  no parafina Dako Dukes C NS
Tenjo T et al. prospectiu 171  si si parafina Transduction pT, Dukes C,D p <0.05
Thomas GV et al retrospectiu 36  no  si parafina Transduction = Dukes D p<0.05
Yao J et al retrospectiu 136 ? si parafina Transduction cap si (dada crua)

Excloent de ’analisi de supervivéncia els tumors amb estadi de Dukes C-D i aplicant-lo

només als carcinomes Dukes A-B, no vam constatar correlacid entre expressio de p27 i
supervivencia global, coincidint la nostra observacio amb la de Manne U ef a/ (2004) i amb la
de Schwandner et al/ (2002). Per tant, creiem que ’analisi d’expressio de p27 per mitja
immunohistoquimics no sembla tenir per ell mateix, valor pronodstic independent al de ’estadi

de Dukes. Finalment, vam veure que 1’expressié de p27 correlacionava amb una millor
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supervivencia lliure de malaltia en el grup de tumors que no havia rebut tractament amb
quimioterapia, tot suggerint que p27 podria ser util com a marcador de resisténcia al tractament

quimioterapic.

P21i P27

Donat que p21 i p27 sén membres d’una mateixa familia d’inhibidors de les quinases
dependents de ciclines, vam voler estudiar si 1’analisi conjunt d’ambdues proteines aporta més
informaci6 prondstica que el de les dues proteines per separat. L’analisi combinat de p21 i p27
va mostrar, tant en 1’analisi de supervivéncia univariant com en la multivariant si es prescindeix
dels tumors Dukes D, que I’expressi6 d’ambdues proteines correlaciona amb una bona
superviveéncia global, mentre que la pérdua d’una sola de les dues proteines empitjora
significativament el pronostic. Amb tots els tumors inclosos, aquest segueix sent un bon test
predictor de supervivéncia lliure de malaltia, i fins i tot de supervivéncia global si s’ajusta per
I’estadi de Dukes dividit en dues categories (A-B1-B2/C1-C2-D), pero en aquest cas, novament
no queda clar si és pel valor intrinsec de les dues proteines o per influéncia dels tumors Dukes
D. En tot cas, no hi ha diferéncies de supervivéncia entre la pérdua d’una de les dues proteines i
la pérdua de les dues alhora.

Quan es va restringir 1’analisi als tumors amb estadi de Dukes A-B, la correlacio amb
supervivencia lliure de malaltia també es va mantenir. Per tant, pensem que en tumors amb
estadi de Dukes baix, I’estudi immunohistoquimic combinat de p21 i p27 podria ser util com a
factor predictor de recidiva. Schwandner et al. (2002), després d’estudiar p21 i p27 en una série
de 97 carcinomes de recte Dukes A-B, van reportar que en 1’analisi univariant, 1’estadiatge
tumoral i p21 eren els unics factors predictors de supervivéncia lliure de malaltia, perd només
I’estadiatge ho va ser per a supervivéncia global. En 1’analisi multivariant fet per aquests autors,

només ’estadiatge era un bon predictor tant per supervivencia global com lliure de malaltia.
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Aquest resultat coincideix amb el que hem comentat abans, quan hem parlat de 1’estudi de
supervivencia només amb p21 i limitat als carcinomes de colon i recte Dukes A-B (encara que
en el nostre cas, el test de supervivéncia global va atansar-se més al nivell de significacio) pero

difereix en quant a la valoracié conjunta de les dues proteines.

CICLINA E

Respecte al valor de ciclina E com a factor pronodstic vam observar una correlacié inversa
entre el percentatge d’expressio nuclear d’aquesta proteina i la supervivéncia global. De forma
inesperada, els carcinomes amb immunoreaccio per a ciclina E en més d’un 12% de nuclis van
mostrar millor superviveéncia global que els carcinomes amb un percentatge d’expressio nuclear
inferior a aquest llindar. Si bé la sobreexpressio de ciclina E ha estat considerada un marcador
de mal pronostic en diferents cancers humans, el valor pronostic de la sobreexpressio de ciclina
E sembla ser depenent del tipus de teixit. Per exemple, la perdua d’expressioé de ciclina E s’ha
associat amb mal pronostic en carcinoma urotelial (Camai T ef al., 2001). Els nivells elevats de
ciclina E en cancer de colon podrien ser deguts més a inhibicio de la via ubiquitin-proteasoma
que a increment en els nivells d¢ mRNA (Clurman BE et al., 1996; [1on [IA et al., 1996;
Renyifo O et al., 2001; Sutter T et al., 2002). De fet, I’amplificacio del gen de ciclina E és un
esdeveniment important en alguns cancers, perd no en cancer colorectal (Citahara [ et al.,
1995), on només s’observa ocasionalment. L’augment d’activitat de CD[J2 observat en cancer
colorectal sembla més degut a disminuci6 de p27 i p21 que a increment de ciclina E (Renyifo [J
et al., 2001). D’altra banda, s’ha observat en cancer colorectal la preséncia d’isoformes de baix
pes mol.lecular de ciclina E, pero que no semblen ser el resultat de formes alternatives de
“splicing” del mRNA (Sutter T et al., 2002). Yasui ef al. va reportar en 1996 en una série de
més de 400 pacients, una correlacid inversa entre la sobreexpressié de ciclina E i I’estadi

tumoral, de manera que la sobreexpressio de ciclina E podria predir un comportament favorable
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en carcinoma colorectal. En la seva serie 1’expressio de ciclina E en tumors Dukes-Astler C o D
va ser més baixa que en estadis inferiors. Aquesta observacio suggeria que la sobreexpressio de
ciclina E en cancer colorectal podria contribuir a la progressio i invasioé incipient del carcinoma
a través de la muscularis mucosae. Els nostres resultats semblen confirmar els de Yasui et al.
donat que vam observar el percentatge més elevat de tumors positius per a ciclina E en el grup
de tumors pT1 (n = 6), encara que sense arribar una associacié significativa. En canvi, la
correlaci6 entre disminucid de 1’expressio de ciclina E i preséncia de metastasis viscerals (pM)
va ser clara. Concretament, 18 (72.0%) dels 25 tumors amb metastasi visceral al moment del
diagnostic tenien una expressio baixa de ciclina E. Un altre treball amb resultats en aquesta linia
¢s el de Jia-Qing Li et al., els quals van reportar que en el procés carcinogenetic, 1’expressio de
C2 i ciclina E va augmentar de manera significativa; comparant el carcinoma primari amb els
focus tumorals metastasics als ganglis, ciclina E va romandre sense canvis pero CD2 va
augmentar considerablement; finalment, comparant el tumor primari amb les metastasis
hepatiques, ciclina E va disminuir i CD[12 es va reduir gairebé a zero. No son els cancers de
colon 1 recte els unics en que¢ s’han trobat indicis de correlacid inversa entre ciclina E 1
pronostic. Takano Y et al., van reportar en carcinoma gastric, tant en 1’analisi univariant com en
la multivariant, que la sobreexpressi6 de ciclina E correlacionava amb diferenciacié i bon
pronostic, atribuint-lo a un possible acumul de formes inactives de complexes ciclina E/CD[12.
Aquesta correlaci6 entre ciclina E i diferenciacié sembla coherent amb la nostra evidéncia de
correlaci6 entre ciclina E i p21.

Un treball que pot ajudar a entendre aquest resultat aparentment contradictori entre
percentatge d’expressio nuclear de ciclina E i supervivéncia global és el publicat per Minella A
et al. en 2002. En aquest, els autors van reportar que p53 i p21 actuen conjuntament per a evitar
la deregulacid de ciclina E-CD[12. Es requeriria doncs, la pérdua d’activitat de la via p53-p21

per a que alteracions en ciclina E tinguessin un efecte pernicios. A aquest respecte, i avaluant
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ciclina E segons el percentatge d’expressio nuclear, vam observar en el grup de tumors amb
perdua d’expressio de ciclina E, una tendéncia cap a una millor supervivencia global si p53 era
“wild type” o amb mutacié “no hot spot” que si tenia mutacié en un “hot spot. De fet, la
supervivéncia global en el grup de tumors amb poca expressio de ciclina E seguia sent pitjor
que en el grup amb elevada expressio d’aquesta proteina encara que aquest test s’estratifiqués
segons |’estat mutacional de p53, o segons el nivell d’expressid de p21. Per tant, nosaltres no
hem pogut demostrar dependéncia entre ciclina E i p53 o p21. El mateix va succeir avaluant
ciclina E segons les tres categories que hem vingut utilitzant al combinar percentatge de nuclis
positius amb intensitat d’expressio, de manera que entre els carcinomes amb expressio intensa
de ciclina E vam observar una tendéncia cap a una pitjor supervivéncia global en preséncia de
mutacio “hot spot” de pS3 que amb p53 “wild type” o amb mutaci6 “no hot spot”. Ni entre els
carcinomes amb expressio debil (+>12%) de ciclina E, ni entre aquells amb expressi6 nul.la o
molt debil de la mateixa proteina no es van observar diferéncies dependents de I’estat
mutacional de p53, aixi com tampoc no es van observar agrupant aquest segon grup de

carcinomes amb els que expressaven intensament ciclina E.

Malgrat tot el que acabem de comentar, vam intentar buscar un model d’expressio de ciclina E
que s’ajustés al que es podia esperar “a priori” de I’estudi d’aquesta proteina en quant a
pronostic. Amb aquesta finalitat vam avaluar ciclina E segons percentatge i intensitat
d’expressio 1 vam dividir els tumors en les tres categories esmentades a 1’apartat de resultats.
Ajustant per Dukes i excloent els carcinomes Dukes D, aquest pot ser un test amb valor
pronostic per a supervivencia global. Els carcinomes amb expressié nul.la o molt intensa de
ciclina E van mostrar pitjor supervivencia global que els carcinomes amb expressio debil de
ciclina E en més d’un 12% de nuclis. Afegir a aquesta analisi la d’expressiéo combinada de p21 i

p27, gairebé no fa millorar el valor pronostic per a supervivéncia global, pero si millora el valor
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pronostic per a supervivencia lliure de malaltia. En qualsevol cas, encara considerem prematura

I’aplicacio d’aquesta analisi en la practica assistencial.

Pel que fa a la técnica de I’array de teixits per a avaluar immunohistoquimica, cal tenint en
compte que la pérdua de cilindres de biopsia durant el procés técnic es situa al voltant del 25-
30% de la mostra (Fernandez PL et al). En el nostre cas, la pérdua de mostra ha estat del
23.16% amb p27 (136 sobre 177 casos valorables sobre secci6 completa) i del 30.5% amb p21
(123 sobre 177 casos valorables sobre seccidé completa). Creiem que aquesta peérdua de mostra
pot no repercutir quan es tracta d’una proteina amb expressio for¢a generalitzada pero si que
influeix en el resultats d’analisis basats en proteines d’expressio tan irregular com p21.

Com hem comentat en I’apartat de resultats, 16 i 22 tumors que havien estat considerats
positius per p21 i p27 respectivament sobre talls sencers, van resultar negatius en el “tissue-
array”. En aquests casos, creiem que la propia heterogeneitat dels carcinomes, pot haver fet
coincidir zones amb poca expressié d’aquestes proteines amb els fragments representats en
I’array. D’altra banda, 12 1 9 tumors considerats negatius per p21 i p27 respectivament en
seccions senceres, van resultar positius amb D’arranjament de teixit. En aquests casos
I’explicacid pot ser semblant, pero es tractaria d’heterogeneitat entre diferents blocs de parafina
d’un mateix tumor. Tampoc podem excloure la possibilitat de fallada de la técnica sobre les
seccions histologiques convencionals, malgrat que la mostra emprada com a control positiu
hagués donat expressio correctament. Aquests tumors els vam considerar positius; només vam
considerar negatius els tumors amb manca d’expressio amb les dues técniques, la convencional i
la de I’array. Com hem esmentat a [’apartat de resultats, les analisis amb els resultats combinats,

van reforcar en tots els casos les tendéncies préviament observades a partir de teixit sencer.
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SERIE R0

Fins aqui, hem analitzat tota la informacio que les diferents proteines estudiades ens podien
proporcionar sobre el comportament biologic de la serie completa de carcinomes. Amb
I’objectiu de valorar més clarament el valor de la informacié sobre pronostic que 1’estudi
d’aquestes proteines pot aportar en la practica assistencial, vam limitar la série de casos als
tumors operats amb finalitat curativa i en que la reseccid quirurgica va ser completa. Malgrat la
reduccié del poder estadistic de moltes de les analisis previes (especialment de p27 i p21
valorades conjuntament) deguda principalment a la disminucié del numero de casos, la
determinacio d’expressio de p21 mitjangant immunohistoquimica, aixi com I’estudi de les
mutacions “hot spot” que afecten el L3-loop i el motiu LSH de p53, es van mantenir com uns
bons marcadors pronostics de supervivencia global en I’analisi multivariant. I cal remarcar que,
fins i tot la comparacid entre la supervivencia global dels tumors amb mutacions “hot spot” de
pS3 i la dels tumors amb p53 salvatge o amb altres mutacions, tot i no arribar a ser
estadisticament significativa en ’analisi multivariant, va ser més informativa que ’estadi de

Dukes en aquesta analisi.
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6. SUMARI

1. L’analisi per immunohistoquimica de p53 en cancer colorectal, correlaciona bé amb

I’estadi de Dukes perd no dona informacio pronostica.

2. De les técniques d’analisi genomic de pS3 esmentades en aquesta tesi, només 1’analisi de
I’estat mutacional dels codons 245, 248, 273 i 282 té, en supervivéncia global, valor

pronostic independent de I’estadi de Dukes.

3. En adenocarcinomes colorectals ressecats amb finalitat curativa, [’analisi per
immunohistoquimica de p21 és per si mateixa, un bon factor pronostic per a
supervivencia global i lliure de malaltia, i podria ser un factor predictor de resposta al

tractament amb quimioterapia.

4. L’expressid6 de p27 analitzada mitjangant immunohistoquimica mostra una forta
correlacié amb supervivéncia global, perd no té valor pronostic independent al de

I’estadi de Dukes.

5. Calen més estudis, 1 un millor coneixement de les interaccions 1 funcions de ciclina E
per poder assumir el possible valor pronodstic per a supervivéncia global, de ’estudi

immunohistoquimic d’aquesta proteina.
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7. CONCLUSIONS

A partir dels resultats obtinguts en aquesta tesi podem concloure:

1. En cancer de colon i recte, I’analisi mitjangant técniques moleculars dels codons 245,
248, 273 1 282 de p53, aporta informacid pronostica sobre supervivéncia global amb

independéncia de I’estadi de Dukes.

2. L’estudi de p21 mitjancant immunohistoquimica en carcinomes colorectals
completament ressecats, és un métode d’analisi relativament senzill i economic, el
qual proporciona informaci6 pronostica amb independéncia de 1’estadi de Dukes, i
que podria ser utilitzat en la practica assistencial com a complement de 1’estudi

anatomopatologic habitual.
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