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1. EL CANCER COLORECTAL (CCR)

1.1 Anatomia i histologia del colon i el recte

El colon i el recte sén la part terminal del tracte digestiu. Tots dos formen el
budell gruixut que t¢ una longitud aproximada de 1,5 metres. La funcid del colon és la
d’absorbir nutrients, electrolits 1 aigua dels aliments ingerits per incorporar-los al torrent
sanguini 1 el recte fa de reservori del material abans de I’expulsid. Anatomicament el
colon es subdivideix en colon ascendent, transvers, descendent i sigmoide, tot i que a
nivell clinicopatologic sol dividir-se en colon proximal o dret (que comprén 1’ascendent
1 el transvers) 1 distal o esquerre (que compren el descendent, el sigmoide 1 el recte)
(Figura 1). Les capes que formen el colon des de la llum a la capa més externa son les
segiients: mucosa (formada d’epiteli, lamina propia i muscular de la mucosa),

submucosa, muscular externa i serosa (Figura 2).

colon proximal o dret
o J:’
p transvers / ;
- i - "
‘. calon distal
—— w ! il o esquerra

descendent
N |
ascendent Mg
. ) -
e e =
w ] g sigmpide

recte

Figura 1. Esquema anatomic del colon.
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Figura 2. Capes que formen el teixit colorectal.
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L’epiteli té unes invaginacions que formen unes glandules intestinals
anomenades criptes de Lieberkiihn, que incrementen I’area de superficie del budell. Les
cel-lules del fons de les criptes son cel-lules mare que van renovant les cel-lules al 1larg
de I’epiteli en un procés de proliferacid, diferenciacidé i migracidé cap al lumen del
budell. Son cel-lules totipotents que ocupen la tercera part més basal de la cripta i es
divideixen cada 12 hores aproximadament (van de Wetering et al. 2002). A la regio
mitjana de la cripta les ce¢l-lules progenitores es diferencien en enterocits (absorbeixen
aigua 1 nutrients), cel-lules caliciformes (productores de mucigen) 1 cel-lules
neuroendocrines (productores d’hormones). Quan les ce¢l-lules arriben a la superficie
epitelial pateixen un procés d’apoptosis i/o extrusié cap al lumen. Tots aquests

fenomens es donen aproximadament entre 3 i 5 dies (Potten and Loeffler 1990).

1.2 Epidemiologia del CCR

L’any 2002 es van diagnosticar un milié de nous casos de cancer colorectal
(CCR) a tot el mon. Segons les zones geografiques hi ha una gran variacié en les
incidencies de CCR que es poden explicar probablement per diferents exposicions
ambientals, segurament ocasionades per ’estil de vida. Indicis d’aquesta relaci6 entre
CCR i estil de vida es troben en alguns estudis realitzats amb immigrants. D’aquesta
forma s’ha comprovat com els grups migratoris perden de manera progressiva el risc
associat a la seva comunitat d’origen 1 adquireixen el patré de la nova comunitat, que
comenga a la generacié d’arribada. Per exemple, el risc dels descendents de la poblacio
japonesa que han emigrat als Estats Units ha canviat i ara esta proxim o per sobre de la
poblacié americana blanca i €s tres o quatre vegades més alt que la dels japonesos que
viuen al Japo. Aixi, varis estudis suggereixen que els factors ambientals juguen un paper

important en 1’etiologia de la malaltia.

1.3 Factors de risc

Els principals factors de risc en CCR son els segiients:

- Dieta: T¢ una clara importancia per I’exposicio constant a la que esta sotmes el
tracte digestiu als nutrients i additius. Tenint en compte les diferéncies entre 1’incidéncia

de CCR a Africa i els paisos occidentals 1 les seves respectives diferéncies alimentaries
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es recomanen dietes riques en fibres. No obstant, el mecanisme que fa que la fibra
protegeixi la mucosa colonica no ha estat aclarit. Hi ha diverses explicacions possibles

sobre el que provoca el consum de fibra:

1. Disminueix el temps de transit colonic, reduint I’exposicio de la mucosa als
carcinogens intraluminals.

2. Afavoreix la fixacid i dilucid dels carcindogens a la llum del colon
neutralitzant els seus efectes.

3. Produeix canvis a la flora bacteriana, produint alteracions en el metabolisme
dels acids biliars.

4. Disminueix el pH colonic provocant la desionitzacio dels acids grassos

lliures 1 dels acids biliars amb potencial nociu.

Un altre factor protector és el calci, que podria actuar per la seva unid als acids
grassos 1 a la bilis, que és citotoxica (Kleibeuker et al. 1996), o bé que redueixi la
proliferacié de la part apical de la cripta (Bostick et al. 1995). En canvi, factors que
afavoreixen el CCR son la carn vermella, que té una associacié positiva amb
I’incidéncia de CCR (Giovannucci and Willett 1994), els greixos saturats o d’origen

animal (Potter 1999) i el consum d’alcohol (Kune and Vitetta 1992).

- Tabac: S’ha associat I’habit del tabaquisme de més de 35 anys amb un risc

1,47 vegades superior a la mitja (Giovannucci et al. 1994).

- Edat: Rarament es pateix CCR abans dels 40 anys, 1 entre els 40 1 els 50 €s poc
habitual.

- Activitat fisica: Hi ha estudis que reflecteixen un risc menor de CCR a les
persones amb habits més esportistes que a les més sedentaries. No obstant, seria
determinant que aquest habit no fos de recent adquisicid, ja que sin6 seria irrellevant.
L’explicacié a aquest fet podria ser multiple, des de les secrecions hormonals fins a

I’influencia sobre el sistema immunitari (Slattery et al. 1990).

- Factors hereditaris: El 10-15% dels casos de CCR tenen un origen hereditari
(Schottenfeld 1996). La majoria dels cancers familiars es transmeten amb caracter

autosomic dominant, amb diferents graus de penetrancia.
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1.4 Cribatge del CCR

Els pacients amb un estat avancat del tumor tenen poques opcions de tractament,
perd la supervivéncia és molt alta si el tumor es extirpat en els estadis inicials de la
malaltia. Per aixo la millor prevencié en el CCR ¢és el diagnodstic precog, i per tant és
necessaria una bona estratégia de control. En CCR, la majoria de tumors provenen de
polips o adenomes, perd molts d’aquests no arriben a formar un tumor. Actualment no
hi ha cap forma de preveure com evolucionara un adenoma, i a més aquest és
freqiientment asimptomatic. Quan una persona presenta simptomes significa sovint que
el tumor es troba en una fase molt avancada. De totes formes s’estima que el pas
d’adenoma a carcinoma triga entre 5 i 10 anys (Schoen 2002). Hi ha diferents metodes

de detectar els adenomes o els carcinomes:

- Tacte rectal: Exploracid fisica que realitza el metge introduint un dit per
I’anus per detectar anomalies. No és una técnica massa util ja que la majoria de tumors

solen estar més enlla dels 11 centimetres.

- Sang en fempta: Evidencia la preséncia indirecta d’adenomes o tumors
sagnants. No és una técnica ideal perque, tot i ser molt simple i senzilla, s’obtenen
falsos negatius ja que no tots els adenomes sagnen i hi ha altres motius de sagnat, com

ara fissures, fistules o hemorroides.

- Sigmoidoscopia: Es una endoscopia del tram descendent del colon. Mitjangant
un tub amb una camara es visualitza la part distal del colon, i permet fer biopsies de

polips petits.

- Colonoscopia: Es una endoscopia de tot el budell gros, que a més permet
I’escissio d’adenomes grans i petits. Com que 1’examinacid és més llarga, aquesta
requereix l’administracié de sedants perqué pugui ser tolerable. Pot provocar una

perforacid del budell, complicacié que requereix cirurgia major.

- Enema de bari amb doble contrast: S’introdueix al colon del pacient sulfat
de bari, que al ser radiopac és visible en una placa de raigs X. Si hi ha preséncia de

taques anormals a la placa es fa una colonoscopia.

- Colonoscopia virtual: Es un procediment experimental ja que encara no s’ha

demostrat que sigui tant efectiva com les altres proves existents. Es tracta d’una
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tomografia computeritzada que permet 1’obtencié d’una imatge tridimensional. Les
avantatges son que és una prova rapida, no cal sedar al pacient i té un cost menor que la
colonscopia convencional. Les desavantatges son que no permet fer extirpacions durant
el procés i que és menys eficac que la colonscopia convencional per detectar polips

petits.

1.5 Estadiatge del CCR

- Dukes: Es un dels sistemes de classificacié més usats en CCR i molt defensat
per la seva simplicitat. Els estadis son els seglients:

A: Limitat a la paret del recte (mucosa i submucosa), sense afectacié gangliona.

B: Afectacio del teixit perirectal (fins a la serosa), sense afectacié ganglionar.

C1: Afectaci6 perirectal amb afectacid només als ganglis perirectals.

C2: Afectacid perirectal amb afectacié dels ganglis al punt de lligadura del vas

mesenteric (noduls apicals).
D: Metastasi a distancia.

- Astler-Coller: Es solapa molt amb la classificacié de Dukes. Es molt popular
pel seu valor pronostic (Deans et al. 1992). Els estadis que descriu sén els segiients
(Astler and Coller 1954):

A: El tumor esta situat a la mucosa.

B1: El tumor arriba a la muscular pero no a la serosa.

B2: El tumor arriba a la serosa.

C1: Afecta a les mateixes capes que B1, i a més té metastasi en noduls limfatics.

C2: Afecta a les mateixes capes que B2, i a més té metastasi en noduls limfatics.
D: El tumor presenta metastasi a distancia.

- TNM: Aquest estadiatge ¢s un dels més usats en cancer. Va ser presentat I’any
1954 i esta basat en I’extensio de la malaltia utilitzant informacié tant clinica com
patologica (Zinkin 1983). Funciona donant un codi per cada columna, on la T és
I’extensiod que ocupa el tumor primari, la N refereix a metastasi als noduls limfatics 1 la
M a metastasi a distancia. Cada teixit t€¢ el seu propi codi degut a les diferéncies
histologiques existents. La principal avantatge d’aquest metode radica en que cada
columna de la classificaci6 TNM no pressuposa res sobre ’estat de les altres parts,
permetent aixi enquadrar els casos que constitueixen una excepcid en el cami normal de

la progressié tumoral. No obstant també és criticat per ser el de més dificil aplicacio.
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Les categories TNM referents al CCR son les segiients:

Categories de la T:

Tx: Informacié incompleta sobre 1’extensié del tumor.
Tis: Tumor in situ. Aquest no surt de la mucosa.

T1: Invasi6 de la submucosa.

T2: Invasi6 de la paret muscular.

T3: Invasi6 de la subserosa.

T4: Invasi6 d’organs o teixits contigus.

Categories de la N:

Nx: Informacid incompleta sobre 1’afectacio dels noduls limfatics.
NO: Cap nodul limfatic afectat.

N1: Preséncia de cél-lules tumorals a entre 1 i1 3 noduls.

N2: Preséncia de cél-lules tumorals a 4 0 més noduls.

Categories de la M:

Mx: Informacid incompleta sobre metastasi a distancia.
MO: No hi ha metastasi.
M1: Si hi ha metastasi.

Aquesta nomenclatura es pot simplificar en estadis (Taula 1), que de fet
s’assemblen molt als estadis de Dukes (Taula 2). El fet que existeixin tants tipus de
classificacions genera una certa confusid. Per aix0 ¢s imprescindible que a nivell
institucional es defineixin bé els criteris i siguin utilitzats de forma acurada i sistematica
per tot el collectiu de metges. Per tal d’evitar cap confusid, sovint a nivell clinic

s’utilitzen tots tres sistemes.

Estadi Descripcio
0 Tis, NO, MO
T1, N0, MO
: T2, NO, MO
T3, NO, MO
. T4, NO, MO
T1-4, N1, MO
1
T1-4, N2, MO
v T1-4, N1-2, M1

Taula 1. Estadis TNM en CCR.
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Tis T1 T2 T3 T4
NO Estadi 0 Dukes A| Estadil Dukes A Estadi II Dukes B
MO N1 )
Estadi III Dukes C
N2
M1 Estadi IV Dukes D

Taula 2. Comparacid entre les classificacions de Dukes i TNM (Deans et al. 1992).

1.6 Terapia pel CCR

Actualment 1’inica terapia valida és la cirurgia i recessié total del tumor, amb
terapia adyuvant en molts casos mitjangcant quimioterapia o radioterapia. El protocol
utilitzat esta limitat segons I’estat general del pacient, la localitzacid anatomica del
tumor 1 I’estadiatge que presenti. Al fer la cirurgia s’extirpa el tumor i part del teixit
normal adjacent com a mesura de precaucid davant possibles cel-lules tumorals
remanents, 1 s’uneixen els extrems per donar continuitat al tub digestiu. En cas que el
tumor estigués a menys d’uns 10 centimetres de [’esfinter anal, es pot fer una

colostomia, consistent a crear una obertura a I’exterior a través de I’abdomen.

La terapia adyuvant es pot administrar abans de la cirurgia quan es vol reduir les
dimensions del tumor, o després quan es vol destruir c¢l-lules que puguin haver quedat
després de la intervencid. El quimioterapic més utilitzat és el 5-fluorouracil, tot 1 que en
els ultims anys s’han descobert altres alternatives com I’irinotecan o 1’oxaliplati. La
radioterapia s’utilitza rutinariament en el cancer de recte, que tendeix a reaparcixer a la
zona de la intervencio, perd no en el de colon, que metastatitza normalment al fetge o
als pulmons. En el cas del recte, també es dona radioterapia o quimioterapia

preoperatoria.

La resposta a la terapia varia en funcié de I’estadi del tumor. Aixi, els
percentatges de curacid, si entenem aquesta com a absencia de malaltia residual després

de cinc anys de la operacid, son els segiients (Markowitz et al. 2002):

- Estadi I: 90%
- Estadi II: 75%
- Estadi III; 40%
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Aquestes dades demostren la gran importancia que té la deteccié precog del
CCR, ja que millora notablement la superviveéncia dels pacients. Per aixo també és molt

important detectar quins son els grups de més risc per fer-los un seguiment rutinari.

1.7 Alteracions moleculars implicades en CCR

Tres quartes parts del casos de CCR es donen de forma esporadica i la resta es
donen de forma hereditaria (Figura 3). D’aquests, la majoria es donen per mutacions a
gens de susceptibilitat amb penetrancia baixa encara desconeguts, o amb penetrancia
alta coneguts, com per exemple en HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal
Cancer) que presenta mutacions en gens implicats en la reparacié d’errors replicatius
(veure apartat 5.4) o FAP (Familial Adenomatous Polyposis), que les presenta al gen
APC.

Sporadic
Familial
HNPCC

EEENORBE
ez |
e
=

Hamartomas

Figura 3. Causes de CCR (Hisamuddin and Yang 2004). HNPCC: Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Cancer; FAP: Familial Adenomatous Polyposis; 1BD:
Inflammatory Bowel Disease; MAP: MYH-Associated Polyposis

Els estadis pels que passen la majoria dels tumors colorectals son: focus de
criptes aberrants (ACF), adenoma primerenc (menys d’un centimetre de diametre),
adenoma intermedi (més d’un centimetre de diametre i sense focus de carcinoma),
adenoma tarda (amb focus de carcinoma), carcinoma i metastasi (Fearon and Vogelstein
1990). Els ACF es defineixen per la seva aparenga microscopica i s’identifiquen per ser
criptes més grans que les normals, tenir I’espai pericriptal augmentat de forma que
estiguin separades de les criptes normals, tenir una capa més gruixuda de cel-lules
epitelials que sovint es tenyeix més fosca i tenir generalment unes obertures més ovals

que circulars (McLellan and Bird 1988).
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Els ACF esporadics presenten metilacié a varis gens amb un alta freqiiencia
(Chan et al. 2002b, Li et al. 2003, Suzuki et al. 2004, Luo et al. 2005) i mutacions a
KRAS en una freqiiencia del 65% aproximadament (Pretlow et al. 1993, Yamashita et
al. 1995, Losi et al. 1996, Shivapurkar et al. 1997, Takayama et al. 2001), sent per tant
factors iniciadors (Figura 4). No obstant no sén 1’unic event iniciador de CCR ja que per
exemple en FAP el factor iniciador son les mutacions germinals d’APC (Groden et al.
1991, Kinzler et al. 1991), que en els ACF esporadics son molt poc habituals (0-6%)
(Jen et al. 1994, Smith et al. 1994, Otori et al. 1998, Takayama et al. 2001). No obstant
un cop format un ACF esporadic el desencadenant de la formacié d’un adenoma sera
una alteraci6 a la via de Wnt, principalment per mutacions a APC (veure apartat 2 de
I’introduccid). Aquest adenoma sera un adenoma tradicional, diferent dels adenomas
serrats que es detecten en 1’1% dels CCR (Longacre and Fenoglio-Preiser 1990, Jass
1999) i que tenen una arquitectura serrada. Aquests es formen a partir d’ACF amb
displasia, que representa un 5-10% del total d’ACF (Roncucci et al. 1991, Jen et al.
1994, Otori et al. 1995, Takayama et al. 1998), i presenten diferéncies a nivell
molecular ja que s’han associat a metilacid (Chan et al. 2002a, Park et al. 2003) 1 a
mutacions de BRAF (Chan et al. 2003). Els adenomas tradicionals progressen a estadis

més avancgats mitjangant altres alteracions com les mutacions a p53 (Figura 4).

També hi ha una altra via diferent a nivell molecular, la inestabilitat de microsatel-lits,
que esta detallada a I’apartat 5 d’aquesta introduccid, i que afecta tant als adenomas

tradicionals com als serrats.

Displasic | Apc

Epiteli ACF Adefu.)ma — | Carcinoma
Normal APC| Tradicional | ps53

KRAS \

Metilacié

9 Displasic

Adenoma

—| Carcinoma
Serrat

Figura 4. Canvis genétics associats a la progressié tumoral colorectal.
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2. LA VIA WNT

Aquesta via participa en el control de la divisid cel-lular com a resposta a
determinats estimuls exteriors de la cel-lula mediats per lligands especifics de Wnt, en
un procés marcat per una cascada de fosforilacions i defosforilacions. Aquesta via
també estda implicada en importants processos precogos del desenvolupament

embrionari (Wodarz and Nusse 1998) i en tumorogénesis (Polakis 1999).

Quan la via no esta activada, B-catenina s’associa a un complex format per APC
1 axina, que estan fosforilats per GSK-3f. Aixi la B-catenina fosforilada es reconeguda i
marcada per ser degradada per ubiqiiitinitzaci6 al proteasoma (Figura 5A). Perd quan es
secreta la glicoproteina Wnt s’activa la via per la seva interaccio amb Frizzled (Frz), el
seu receptor de membrana. L’activacio d’aquest receptor provoca la fosforilacié de la
proteina Dishevelled (Dsh), que inhibeix a GSK-3f fosforilant-la. Aquesta inhibicio
comporta que P-catenina no estigui fosforilada i1 per tant estigui activa, es desplaci al
nucli cel-lular i s’uneixi als factors de transcripci6 LEF/TCF, regulant la transcripcid
génica de determinats gens com c-myc o ciclina DI, involucrats en processos
tumorogenics (He et al. 1998, Shtutman et al. 1999) (Figura 5B). No obstant, B-catenina

activada també pot anar a la membrana cel-lular per unir-se a e-cadherina.

Les mutacions en aquesta via es donen sobretot a APC, que trunquen la proteina
prematurament i cancel-len la seva habilitat de marcar per degradar a B-catenina,
activant la via constitutivament (Korinek et al. 1997, Morin et al. 1997). Aquestes
mutacions es donen en el CCR i1 poden ser esporadiques o bé germinals, provocant
llavors FAP (Groden et al. 1991, Kinzler et al. 1991), malaltia en que apareixen
centenars de polips al colon i recte dels individus afectes. En CCR també hi ha
mutacions a B-catenina, que la fan resistents a la fosforilacio i que per tant també
activen la via constitutivament (Morin et al. 1997), 1 a Axina2, que estabilitzen a -

catenina i activen la via p-catenina-TCF (Liu et al. 2000).
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A

Figura 5. A) Via Wnt sense activar. B) Via Wnt activada (McDonald et al. 2006).

3. p33

La proteina p53 esta codificada pel gen TP53 i €s un supressor tumoral que actua
sobretot com a factor de transcripcio en forma d’homotetramer capag d’activar i inhibir
un gran nombre de gens. Les seves principals funcions son la d’aturar el cicle cel-lular,

reparar I’ADN 1 iniciar I’apoptosi.

En resposta a ’estrés genotoxic, unes certes proteines quinases sensores com
ATM o ATR fosforilen p53 directa o indirectament a multiples llocs modulant la seva
activitat. Aixi, p53 pot activar proteines com p21, que és un potent inhibidor de varies
CDKs responsables del pas de G1 a S (Shiloh 2001). D’aquesta forma p53 atura el cicle
cel-lular en aquesta fase, i dona temps a la cel-lula per poder reparar el dany a I’ADN
abans que es repliqui 1 passi ’error a les cel-lules filles. Perdo p53 també actua en la
reparacido de ’ADN, ja que es capa¢ d’interaccionar amb proteines implicades en la
reparacio per escissio de nucleotids (NER), reparacio6 per escissio de bases (BER), unid
d’extrems no homolegs (NHEJ) i recombinacié homologa (HR) (Sengupta and Harris
2005). Pero si tot 1 aixi la cel-lula excedeix un llindar critic de dany a ’ADN, p53
indueix I’expressio de gens proapoptotics com Puma, Noxa o Bax (Chipuk and Green
2006). La funcid i el nivell de p53 esta fortament inhibit per la proteina MDM?2, que
I’ubiqiiitinitza i el degrada. Alhora el gen MDM2 esta induit per p53, cosa que fa que es

reguli el seu nivell d’expressio.
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TP53 és el gen més mutat en els cancers humans, amb una incidéncia
aproximada del 50%. Aquest gen també es troba mutat germinalment originant el
sindrome de Li-fraumeni, que es caracteritza per una predisposicidé a patir
carcinogenesis prematura a diferents teixits (Malkin et al. 1990, Srivastava et al. 1990).
Les mutacions a TP53 provoquen la perdua de la activitat transcripcional i
conseqiientment de la seva propietat antiproliferativa (Hainaut and Hollstein 2000).
També algunes mutacions de p53 li confereixen funcions oncogeniques com 1’atenuacid
de la funcio6 de p73 (Strano et al. 2000). Les mutacions tant germinals com esporadiques
son en més del 75% dels casos de sentit incorrecte o missense (Olivier et al. 2002) i tot i
que poden donar-se a qualsevol lloc, solen situar-se al domini d’uni6 a I’ADN, entre els
codons 92 1 292 (Hollstein et al. 1991, Levine et al. 1991). També es pot donar una
perdua de funcié del p53 salvatge per la sobreexpressié de p53 mutat pel seu efecte

dominant negatiu (Ko and Prives 1996).

4. LES VIES DE RAS

Un dels sistemes de senyalitzacié més importants en la regulacié de multiples
processos cel-lulars son les vies de transduccié de les proteines quinases activades per
mitogen o MAPK (mitogen-activated protein kinase), que poden controlar entre d’altres
la proliferacid, la diferenciacio i 1’apoptosi. El patré que les caracteritza es basa en una
proteina G activable per senyals extracel-lulars que activa una MAPK quinasa quinasa
(MAPKKK), que fosforila i activa una MAPK quinasa (MAPKK) que finalment
fosforila 1 activa una MAPK. Aquesta ultima és la responsable d’activar els diferents
efectors fisiologics. Amb aquest sistema es permet una gran amplificacié del senyal i
alhora un important nivell de regulacio (Kolch 2000). D’aquestes proteines G la més
estudiada ¢€s la proteina Ras, que és una proteina de baix pes molecular (21 kDa) que

pertany a la superfamilia de les GTPases petites.

Les proteines Ras funcionen com un interruptor regulat per 1’intercanvi entre
GDP 1 GTP situat a la cara interna de la membrana plasmatica per a la transduccio dels
estimuls extracel-lulars mitjancant lligand dins del citoplasma. L’activitat biologica de

Ras esta controlada per un cicle GDP/GTP. La majoria de les moleécules de Ras resten a
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la cellula en el seu estat inactiu, caracteritzat per una conformacié que permet la unid
de GDP. L’intercanvi de GDP per GTP es seguida per un canvi conformacional de la
proteina Ras al seu estat actiu. Llavors les proteines Ras actives poden interactuar amb
molécules efectores 1 propagar el senyal. La hidrolisi de GTP a GDP retorna a la
proteina Ras activa al seu estat inactiu unit a GDP. Aquesta hidrolisi pot ser feta per
I’activitat GTPasa intrinseca de Ras. No obstant, 1’activitat GTPasa intrinseca és molt
baixa 1 una hidrolisi més rapida de GTP es catalitzada per altres molecules. Per tant hi
ha dos tipus de reguladors de Ras, els GEFs (Guanine-nucleotide Exchange Factor),
que promouen la formaci6 a I’estat actiu unit a GTP, i els GAPs (GTPase Activating
Protein), que promouen la formacid a I’estat inactiu unit a GDP. Els GEFs actuen com a
reguladors positius o activadors de Ras mentre que els GAPs inhibeixen la transduccio

de senyals mediada per Ras (Bourne et al. 1991).

4.1 Activacio de Ras

Els estimuls que activen la via de Ras comprenen una gran varietat de molecules
com hormones, factors de creixement o factors de diferenciacid. Aquests arriben a la
part externa de la membrana cel-lular i interaccionen amb un receptor, induint la seva
dimeritzaci6. Exemples d’aquests tipus de receptors son els receptors tirosina quinasa,
els de citoquines o els de cellules T. Com a conseqiiéncia es produeix una
autofosforilacié en residus de tirosina, que faran de lloc d’acoblament del domini SH2
de la proteina adaptadora Grb2. Aquesta, mitjancant el seu domini SH3, és
I’encarregada de reclutar al factor intercanviador de guanines SOS. Aquesta proteina és
una GEF, i per tant intercanvia GDP per GTP, cosa que fa canviar de conformacio6 a Ras
1 Pactiva (Figura 6). Ras activat és responsable de transduir un gran nombre de senyals.
Aixi Ras és capag¢ d’activar proteines com Raf, PI3K o RASSF1 entre altres (Vojtek and

Der 1998), totes elles membres de diferents vies d’activacio (Figura 7).
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Figura 6. Activacié de Ras (Downward 2003).

29



INTRODUCCIO

H-Has, M-Kas, K-Hps K-Rasd, T2

|
¥ ¥ ¥ ¥ t
AR RulG Im5 leaf T"J'+'
PLE-¢ NORE] +
sy + ¥ Mk FTEN
P ! L PIEN =— | —_— T1AM-
P MET1 Rl
RAFHI * Eik l
Gk T Becs, L 4
POEGEFL2 RLalfiFl, Ets Family FERALL #— FDEI
KA TR EONAR !
Pl L 1 131
Cyiln I | GAR-F Furkbeil Hail  SE-el TREOLT
m Laismlly i |
v ' b
aard] - R— —| i i bt fiawr
o bl l HT
- Famli |
E2F Pamik + H mTiR R Irak
0 ( [ (o I |
i [ 3 v 3 | —
Aiedml AEF DA wandlicdic Cuelin K |t i l 1
[ e mea, Eilsliin \ - dF-BPI
l H Caldi—— it i
13 . I
w—— S phase .
| | 8K EIFAE
-+
— pciiviibed in Eoncer TF'UH:\.I'.]HHH .
= ypctrvated 11 Gancer

Figura 7. Vies activades per Ras (Rodriguez-Viciana and McCormick 2005).

4.2 Els gens i les proteines Ras: KRAS, HRAS i NRAS

La superfamilia de Ras és un grup de proteines d’unié al nucleotid guanina
d’entre 20 1 25 kDa que comparteixen una homologia estructural. Esta formada per més
de 60 membres en mamifers i segons tant la seqiiéncia primaria com 1’activitat biologica
es divideix en les subfamilies de Ras, Rho, Rab, Arf, Ran i Rad/Gem (Bourne et al.
1990, Bos 1997). S’han identificat moltes proteines Ras en eucariotes com fongs,
mosques, granotes o nematodes. Les ce¢l-lules de mamifer codifiquen tres gens Ras
funcionals, KRAS, HRAS i NRAS, que presenten una estructura i funcid similar. Estan
formats per quatre exons codificants més un exd no codificant a I’extrem 5 (ex6 ¢) i
difereixen ampliament en les seqiiéncies 1 tamanys intronics. La seqiiéncia gendomica
humana avarca 3 Kb en el cas de HRAS, 7 Kb en el de NRAS 1 més de 35 Kb en el de
KRAS. A més tots tres gens estan situats en cromosomes diferents. El quart exd de
KRAS t¢ dos variants alternatives (4A i1 4B) que donen lloc a les proteines isomorfiques
KRAS-4A i KRAS-4B. Les seves diferéncies es donen només als tltims 25 aminoacids

de I’extrem carboxi-terminal (Barbacid 1987, Lowy and Willumsen 1993). El pes de les
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proteines Ras és de 21 kDa, on KRAS-4A, HRAS i NRAS contenen 188 aminoacids per
189 de KRAS-4B.

Els primers 84 aminoacids del costat amino terminal de les quatre proteines soén
ideéntics, 1 del 85 al 165 la homologia és del 85%. La part carboxi terminal només
presenta un 4% d’homologia i es coneix com la zona hipervariable, que esta formada
per una seqiiencia d’unidé o /linker (residus 166-180 a HRAS i NRAS i 166-174 a
KRAS) i1 una d’ancoratge (Figura 8). No obstant els ultims quatre aminoacids de
I’extrem carboxi terminal corresponen a la seqiiencia altament conservada CAAX, on C
correspon a una cisteina, les dues A a qualsevol residu alifatic i la X a qualsevol
aminoacid sense carrega. El remarcable grau de conservacio que hi ha entre espécies tan
allunyades evolutivament com els llevats i els humans suggereix que els productes dels
gens Ras juguen un paper fonamental en processos cel-lulars claus. Tots tres gens s’han
trobat conservats en totes les especies de mamifers estudiades, cosa que suggereix que
les duplicacions que van donar lloc als tres gens van tenir lloc abans de la formacid dels

mamifers en 1’evolucio.

1 165 188/9

: Conserved domains

: Hypervariable region

T A
——

Linker Anchor

Heras | s |
N-ras G@dGLPm;
K-ras | RS k<G |

CAAX
motif

Figura 8. Estructura dels dominis de les proteines Ras (Hancock 2003). Els
residus en blau sén el primer senyal d’ancoratge a membrana: la seqiiéncia CAAX;
en taronja son el segon: llocs de palmitolaci6 a HRAS i NRAS i sis lisines
continues a KRAS.

Els promotors dels tres gens Ras tenen un alt contingut en GC 1 no tenen caixa
TATA, caracteristica tipica dels gens d’expressid constitutiva (housekeeping genes). En
mamifers els tres gens Ras s’expressen en tots els tipus cel-lulars i drgans, tot i que hi ha
certes diferéncies en el nivell d’expressi6 de cadascun d’aquests gens en el

desenvolupament embrionari i en alguns teixits adults (Furth et al. 1987, Leon et al.
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1987). KRAS-4A presenta un patrd d’expressié més restrictiu (Pells et al. 1997). El
diferent patro d’expressié de les quatre proteines Ras suggereix una diferéncia
funcional, tot i que al menys un gen ras sempre s’expressa en tots els tipus cel-lulars. En
canvi els nivells de ARNm de Ras semblen ser basicament constants a la c¢l-lula ja que
la regulacid de I’activitat de Ras es fa per la seva unié a GDP o GTP. L’activitat de la
proteina Ras s’indueix amb sérum i segons 1’assaig usat entre el 0,3 i 5% de les 20.000-
30.000 molecules de proteina Ras per c¢l-lula estan en la seva forma activa unida a GTP
en cel-lules NIH3T3 suplementades amb sérum fetal (Lowy and Willumsen 1993,
Scheele et al. 1995). Tot i aixi no només augmenta 1’activitat sind que I’expressid dels
tres gens ras augmenta lleugerament de forma sérum-depenent (Quincoces and Leon
1995). Ademés també s’ha descrit una regulacié en la induccid transcripcional dels gens
Ras, sent aquesta induccid depenent d’un element localitzat fora del promotor

(Quincoces et al. 1997).

Les proteines Ras es sintetitzen en ribosomes lliures al citoplasma i tenen una
vida mitja de 24 hores com a minim (Ulsh and Shih 1984). Les proteines Ras son
sintetitzades com precursors citosolics que experimenten processos postraduccionals per
poder associar-se a les membranes cel-lulars. La primera modificacid esta dirigida per la
seqiencia CAAX de l’extrem carboxi-terminal. Primer, 1’enzim citosolic farnesil-
transferasa uneix un grup farnesil al residu de cisteina de la seqiiencia CAAX (Reiss et
al. 1990). Després, la seqiiencia CAAX farnesilada dirigeix Ras a la superficie
citosolica del reticle endoplasmatic on una endopeptidasa, Rcel, treu el tripeptid AAX
(Boyartchuk et al. 1997, Kim et al. 1999, Otto et al. 1999). Després el grup a-carboxil
de la que ara és una farnesil-cisteina carboxi terminal és metilada per una
isoprenilcisteina carboxil metiltransferasa (Icmt) (Hrycyna et al. 1991, Dai et al. 1998),
donant lloc a una proteina més hidrofobica amb més afinitat per a les membranes.
KRAS és metilat molt més eficientment, perd se’n desconeix el perque (Choy et al.
1999). Finalment, després de la metilacid, les proteines Ras agafen una ruta de dues
possibles a la superficie de la cel-lula, que esta dictada per un segon senyal que esta
localitzat immediatament al costat aminoterminal de la cisteina farnesilada (Hancock et
al. 1990, Hancock et al. 1991). HRAS i NRAS experimenten una palmitolacié als
residus de cisteines de la zona hipervariable i entren a la via exocitica, anant a través del
Golgi a la membrana plasmatica (Choy et al. 1999, Apolloni et al. 2000). KRAS, que té
una seqiiencia polilisina enlloc dels residus de cisteines, evita I’entrada al Golgi 1 arriba

a la membrana plasmatica per un mecanisme actualment desconegut (Choy et al. 1999,
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Apolloni et al. 2000) (Figura 9). El correcte processament de la seqiiencia CAAX és
essencial per a un transport eficient de Ras ja que la delecié de Rcel o Iecmt perjudica
I’habilitat de Ras per seguir la via, que resulta en una localitzacié incorrecte al citosol
(Boyartchuk et al. 1997, Kim et al. 1999). Alhora aquestes modificacions
postraduccionals son necessaries per a I’activitat de Ras ja que els gens Ras activats
perden la seva activitat transformant amb mutacions que deixen a la proteina citosolica
(Willumsen et al. 1984). L’activitat transformant es rescata posant un domini
d’ancoratge a membrana a I’extrem amino-terminal dels mutants per a la cisteina (Lacal

et al. 1988, Buss et al. 1989).

{ H-ras and N-ras | Keras Plasma membrane
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Figura 9. Ruta de les modificacions postraduccionals de les proteines Ras
(Hancock 2003). SAM: S-AdenosilMetionina (donador de grups metil).

Les proteines Ras contenen cinc dominis no continus necessaris per a la seva
funcid, que son els residus 5-63, 77-92, 109-123, 139-165 1 la seqiliencia carboxil
terminal Cys186-A-X-COOH (Barbacid 1987). S’ha demostrat que com a minim cinc
dominis no continus son prescindibles per a les propietats transformants oncogeniques
de Ras, que son la part amino terminal, tres dominis interns (residus 64-76, 93-108 i
124-138) 1 la regid hipervariable. De totes formes, no esta clar si aquestes regions soén

completament prescindibles per a la funcid normal dels protooncogens ras.

L’estructura tridimensional de Ras unit a GDP o GTP proporcionen una
explicacio del cicle de GTP i la seva regulacio per GEFs 1 GAPs (Krengel et al. 1990,
Bollag and McCormick 1991, Scheffzek et al. 1997). Les proteines Ras s’uneixen als
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nucleodtids guanina amb gran afinitat i com a minim quatre dominis estan involucrats en
aquesta unio: els residus 10-18, involucrats en la unid a les fosfatases a i B, els residus
57-63, involucrats en la uni6 al magnesi 1 a la fosfatasa y en la forma unida a GTP, i les
regions dels residus 116-119 1 144-147, ambdos importants per a la unié de 1’anell de
guanina (Lowy and Willumsen 1993). De totes formes les principals diferéncies entre
les formes unides a GDP 1 GTP semblen estar limitades a dos girs de la proteina: el
switch 1, que avarca els residus 30-38 (gir o loop 2), 1 el switch 11, que avarca els residus
60-76 (helix 2 1 gir o loop 4) (Figura 10) (Wittinghofer and Pai 1991, Ma and Karplus
1997). Aquestes regions contenen residus hidrofilics localitzats a la superficie externa
de la molecula. Les regions switch estan properes al fosfat y de GTP i exhibeixen
diferents conformacions depenent de si esta unit el GDP o el GTP. La regio switch 1 és
el principal lloc d’unié i és en part responsable d’interaccions amb GAPs i efectors. Les
interaccions dels GEFs amb Ras son, en part, amb la regio switch II. Aixi, els canvis
conformacionals d’aquestes dues regions en el cicle GTP estan involucrades en la unié a

proteines reguladores i en la transduccid del senyal als efectors.

The GDP-bound form The GTP-bound form
7 Switch 1 =

I ’

= Switch |

Figura 10. Representacio esquematica de les estructures de Ras-GDP (esquerra) i Ras-
GTP (dreta) (Wittinghofer and Pai 1991, Ma and Karplus 1997).

4.3 Activacio oncogeénica de Ras

Els tres gens Ras presenten mutacions puntuals, somatiques i activants en
aproximadament el 30% de tots els tumors solids (Bos 1989), fet que els converteixen
en una de les alteracions genétiques més freqiients en cancer. Aquestes mutacions

activants també es detecten a lesions premalignes, suggerint que tenen un paper
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potencial en I’iniciacid del tumor. Les mutacions de Ras apareixen durant la vida
d’individus sans i poden romandre silencioses fins que apareguin altres alteracions
genetiques. Aquestes mutacions oncogeniques mantenen a la proteina en la seva forma
activa unida a GTP de forma constitutiva. Cel-lules 3T3 transformades per oncogens
Ras activats contenen un 29% de la proteina Ras unida a GTP per un 0,3% a les
mateixes cel-lules perd amb el protooncogen (Scheele et al. 1995). Totes les mutacions
activants provoquen dos canvis bioquimics principals a la proteina Ras, que sén activitat
GTPasa deteriorada o intercanvi facilitat de GDP/GTP, depenent de la localitzacié de la
mutacié. D’aquesta forma 1’activitat GTPasa deteriorada s’associa amb les mutacions de
les posicions 12, 13, 59, 61 i 63, mentre que ’intercanvi facilitat de GDP/GTP s’associa
a les mutacions de les posicions 16, 17, 116, 117, 119, 144 i 146 (Bollag and
McCormick 1991, Lowy and Willumsen 1993). No obstant casi totes les mutacions que
presenten els gens ras es troben als codons 12 6 13 (a I’ex6 1) 6 61 (a I’ex06 2), que
redueixen I’activitat GTPasa intrinseca de la proteina i la deixen insensible a 1’accié de
les GAPs (Bos 1989). Com a conseqiiencia el GTP no es pot hidrolitzar 1 el senyal es

dona de forma constitutiva i independent del estimuls exteriors (Bos 1989).

L’estructura resultant de la cristal-litzacio de les proteines Ras mutades és casi
igual que la de les Ras salvatges (Krengel et al. 1990, Tong et al. 1991). Les uniques
diferéncies significatives es veuen en el gir o loop 4 1 a prop del fosfat gamma. El residu
de glicina de la posicio 12 es troba a prop del finger loop de les proteines GAP, que
complementa amb el lloc actiu de Ras. Qualsevol mutacid en aquesta posicio resulta en
I’incorporacié d’un residu amb una cadena lateral (la glicina és I’inic aminoacid sense
cadena lateral) que interferiria amb la geometria de ’estat transitori en el que el GTP ¢és
hidrolitzat en preseéncia dels GAPs. El codd 13 també codifica per una glicina adjacent 1
per tant podria ser que tingués un efecte semblant en I’interaccié de Ras amb les GAPs,
tot 1 que aix0 no s’ha demostrat. L’altre posicié que sol presentar mutacions és el codd
61, que codifica per una glutamina i té un paper vital en la catalisis ja que forma un pont
d’hidrogen amb un residu especific de GAP p120 (R789) que permet 1’atac nucleofilic
d’una molecula d’aigua que és crucial per a la hidrolisi del GTP. Per tant les mutacions
en aquest residu resulten en una estabilitzaci6 reduida de 1’estat transitori i una activitat

GTPasa alterada (Krengel et al. 1990, Tong et al. 1991).

Segons el teixit, el gen Ras en concret que es troba mutat és diferent (Taula 3).

El que muta més freqiientment és KRAS (85%), seguit de NRAS (15%) 1 de HRAS

35



INTRODUCCIO

(menys de 1’1%). A més també canvia la freqiiencia del cod6 en concret que pateix la
mutacié (Bos 1989), tot i que hi ha molts canvis aminoacidics possibles dins de cada
codd. Per exemple les mutacions de KRAS en CCR es donen sobretot al codo 12 i en

menor freqiiencia al 13 (Taula 4) (Samowitz et al. 2000).

Tipus de tumor Freqiiéncia (%) | Gen Ras
Pancreas 90 K
Tiroides (papil-lar indiferenciat) 60 H,K,N
Tiroides (folicular) 55 H,K,N
Colorectal 45 K
Seminoma 45 K, N
Sindrome mielodisplastica 40 K, N
Pulm¢ (cél-lula no petita) 35 K
Fetge 30 N
Leucémia mieldgena aguda 30 N
Melanoma 15 N
Bufeta 10 H
Ronyo 10 H

Taula 3. Mutacions de Ras a diferents teixits (Downward 2003).

Mutacio Triplet Aminoacid Freqiiéncia (%)
G12D | GGT — GAT | Glicina — Aspartic 10
G12V | GGT — GTT | Glicina — Valina 6.8
G13D | GGC — GAC | Glicina — Aspartic 6,7
G12C | GGT — TGT | Glicina — Cisteina 3
G128 GGT — AGT | Glicina — Serina 2,2
G12A | GGT — GCT | Glicina — Alanina 1,1

Taula 4. Freqiiencies de les mutacions més habituals de KRAS en CCR
(Samowitz et al. 2000).
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4.4 La via Ras/Raf/MAPK

Aquesta via esta evolucionadament conservada 1 esta implicada en el control de
molts processos cel-lulars fonamentals com proliferacid, apoptosi, motilitat 1
metabolisme. Els primers efectors de Ras identificats en mamifers van ser la familia de
quinases de Raf. L’habilitat en que Raf s’uneix a Ras de forma GTP depenent tant in
vitro com in vivo ¢s una clara evidéncia del paper que t¢ Raf com a efector directe de
Ras (Moodie et al. 1993, Vojtek et al. 1993, Warne et al. 1993, Zhang et al. 1993).
D’aquesta forma Raf forma part d’un sistema de senyalitzacid conservat que transdueix
els senyals des de la superficie cel-lular fins al nucli. Ras activat provoca que es
transloquin del citosol a la membrana dues proteines: Raf i KSR1. Mentre que en el cas
de Raf ho fa per interacci6 directa amb el seu domini efector, en el cas de KSR1 ho fa
indirectament. KSR1 es manté segrestat al citosol per la uni6 de 14-3-3 i per la
fosforilacié induida per IMP (Matheny et al. 2004). Quan Ras esta activat i per tant unit
a GTP indueix la uni6 de la subunitat B de la fosfatasa-2A (PP2A) a les subunitats A 1
C, que estan associades constitutivament a KSR1 (Muller et al. 2001). Aixo provoca la
defosforilacio de S392 de KSR1 i conseqiientment la dissociacié de 14-3-3 del seu lloc
d’unié a KSR1, que es translocara a la membrana cel-lular (Muller et al. 2001). A més,
Ras-GTP s’uneix a IMP, que llavors s’autoubiqitinitza 1 es degrada (Matheny et al.

2004) (Figura 11).

Quan Raf es troba a la membrana cel-lular pateix un procés d’activacio.
Fosfatases com PP2A treuen fosforilacions inhibitories (Abraham et al. 2000), mentre
que moltes quinases com PAK3, la familia de tirosin quinases Src o d’altres encara no
identificades fosforilen 1 activen Raf. Cap d’aquests canvis és capa¢ d’activar
completament a Raf per si sols (Chong et al. 2001) ja que han de cooperar entre ells per
ajustar el nivell d’activacio apropiadament segons I’estimul especific. KSR1 pot unir-se
a Raf, MEK 1 ERK perdo només ho esta de forma constitutiva amb MEK (Morrison
2001). Per tant quan tenim a KSR1 1 a Raf activat a la membrana, Raf pot interaccionar
tant amb MEK1 com amb MEK?2 i els fosforila i activa (Kyriakis et al. 1992) amb el
suport fisic que KSR1 ddéna a aquesta interaccid. Pel contrari, RKIP pot interrompre
fisicament la interaccio entre Raf i MEK, provocant la inhibici6 de la via (Yeung et al.
1999). MEK1 1 MEK2 sén quinases d’especificitat dual que un cop activades també
fosforilen i activen a ERK1 i ERK2 (Ahn et al. 1991, Gomez and Cohen 1991),
igualment amb el suport fisic de KSR1. Al contrari que Raf i MEK, ERK té nombrosos
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substrats com p90$6, cPLA2 o PHAS-1 (Marshall 1995). La fosforilaciéo d’ERK provoca
la seva homodimeritzacié (Khokhlatchev et al. 1998) i la seva translocacid al nucli, on
per fosforilacié directa €s capag¢ d’activar varis factors de transcripcio com Elk-1 o Ets-
2. Aquests factors estan implicats en la formacié de complexes ternaris en els elements
de resposta al serum (SRE) (Gille et al. 1992), que regulen I’expressiéo de gens
primerencs com c-fos o HB-EGF i eventualment la proliferacié cel-lular (Marshall
1994, Treisman 1996). Ademés ERK intervé en I’expressido genica a través de la

RSK2
0

fosforilacié 1 activacié de p9 , que fosforila a CREB per activar el seu potencial

transactivador (Xing et al. 1996).
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Figura 11. La via Ras-Raf (Kolch 2005).

4.5 Els gens i les proteines Raf: BRAF, ARAF i CRAF

En humans els gens Raf formen una familia composta per tres isoformes: BRAF,
ARAF i CRAF (també conegut com a Raf-1). Totes tres proteines son serina/treonina
quinases situades a cromosomes diferents perd que comparteixen tres regions altament

conservades (CR1, CR2 1 CR3) encaixades entre seqiiencies variables molt
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diferenciades entre les tres isoformes. CR1 té dos dominis d’uni6 a Ras-GTP (RBD i
CRD) (Mott et al. 1996), i també un domini putatiu d’uni6 a zinc (Beck et al. 1987,
Ghosh and Bell 1994). CR2 ¢s rica en serines 1 treonines, algunes de les quals son llocs
de fosforilacio6 regulatoris. CR3 conté el domini quinasa, que és el domini més homoleg
entre les proteines Raf (Daum et al. 1994, Morrison and Cutler 1997) (Figura 12). A
més, dins d’aquest domini quinasa, hi ha un gir ric en glicines (o G-loop) i el segment
d’activacié. El gir ric en glicines és una regid localitzada a la part amino terminal del
domini quinasa i que s’identifica per la seva seqiiéncia consens Gly-X-Gly-X-X-Gly
(sent X qualsevol aminoacid) i que funciona com un gir flexible que ancora els fosfats 3
i v de I’ATP per orientar-los dins la zona catalitica (Johnson et al. 1998). Aquesta
seqliencia esta altament conservada a les proteines quinases, on la primera glicina es
troba en el 95% de totes elles, la segona a més del 99% 1 la tercera en el 85% (Hemmer
et al. 1997). Finalment el segment d’activacid €s una regid a les proteines quinases,
flanquejat per seqiiéncies casi invariables DFG i APE, on la majoria de quinases

pateixen les fosforilacions reguladores (Johnson et al. 1998).

sigs T D448  T599 5602
S46 — D449

RBD CRD o T ED

Figura 12. Diagrama de la proteina BRAF a escala. Els nimeros dins de les
caixes blaves indiquen I’ex6 d’on es tradueix cada part de la proteina. Les fletxes
indiquen els principals llocs de fosforilaci6. També s’indiquen les regions
conservades amb les altres proteines Raf (ARAF i CRAF); RBD: Ras Binding
Domain; CRD: Cysteine Rich Domain; KD: Kinase Domain; G-loop: Gir ric en
glicines; AS: Segment d’activacio.

Nota: L agost del 2004 es va fer una actualitzacio de la seqgiiencia de BRAF que afegia tres
nucleotids a I’antiga. Aixi, la numeracio de tots els aminoacids carboxi terminals a la
prolina del codo 32 que s’ havia utilitzat fins aquell moment és incorrecta (Wellbrock et al.
2004a). No obstant s’ha de tenir en compte que des de llavors hi ha publicacions que
utilitzen tant la nova numeracio correcta com [’antiga per mantenir una continuitat amb les
dades publicades anteriorment. Aqui utilitzarem la nomenclatura correcta ja corregida.
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Les proteines Raf estan subjectes a una regulacié complexa, que esta reflectida
per la preséncia de nombrosos llocs de regulacié distribuits al llarg de les proteines.
Alguns d’aquests llocs estan conservats en totes tres proteines, indicant mecanismes
comuns de regulacid, perd d’altres no estan conservats, demostrant que aquestes
proteines poden estar regulades independentment. ARAF ¢és la isoforma més petita, de
68 kDa, mentre que CRAF té 74 kDa. BRAF esta subjecte a processaments (splicing)
alternatius, donant lloc a una variant de proteines d’entre 75 1 100 kDa (Storm et al.
1990, Barnier et al. 1995). Aixi hi ha un minim de 10 isoformes diferents de BRAF en
teixit de ratoli adult d’expressié variable segons el teixit (Storm et al. 1990, Barnier et
al. 1995). Aquests es formen pel processament diferencial dels exons 8b i 10a, i també
per la preséncia de dos extrems aminoterminals diferents. Les formes llargues de BRAF
contenen 115 aminoacids addicionals codificats pels exons 1, 2 i part del 3. No esta clar
si aquests extrems diferents sorgeixen per 1’us de promotors diferents, per 1’as de punts
de traduccié diferents amb el mateix promotor o per processament alternatiu. L’ex6 8b
esta format per 36 nucleotids entre els exons 8 1 9 que esta en el mateix marc de lectura
que la seqiiéncia codificant de BRAF. Les versions de I’ADNc de BRAF que contenen
aquest ex0 es detecten al sistema nervios central, cor, ovari, testicle i melsa. L’exé 10a
esta format per 120 nucleotids entre els exons 9 1 10 1 mostra un patrd d’expressido més

restrictiu, sent més abundant al teixit neuronal.

Els primers estudis van establir que I’ARNm de CRAF s’expressa ubicuament,
perd que en canvi ARAF i BRAF presenten una expressid més restrictiva, on I’ARNm
d’ARAF s’expressa particularment més en Organs urogenitals i el de BRAF en els
teixits neuronals (Storm et al. 1990, Barnier et al. 1995). De totes formes, estudis més
recents han observat que ARAF també ¢s bastant ubicu a la majoria dels teixits de
ratolins embrionaris i d’adults (Luckett et al. 2000), i que BRAF també s’expressa en un

gran nombre de teixits, tot i que a un nivell més baix que als teixits neuronals.

Ras en la seva forma activada per 1’'unié de GTP s’uneix al domini RBD de Raf
directament, 1 també forma interaccions secundaries amb el domini CRD. Aquesta
ultima unié és independent de I’estat de GDP/GTP de Ras. Ja que Ras esta
predominantment unit a la cara interna de la membrana plasmatica, aquesta uni6 recluta
a Raf a la membrana plasmatica (Hancock 2003), i tot i que per si mateix aixo és
insuficient per estimular la seva activitat quinasa, és el procés iniciador de 1’activacio de

Raf. Tot i que aquest pas sembla ser relativament simple, esta subjecte a una regulacio
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complexa. Les quatre proteines Ras que hi ha en humans tenen diferéncies clares en les
seves afinitats per a unir-se al domini RBD de cada proteina Raf individual (Weber et
al. 2000). Encara que no es coneix el significat d’aix0, dona potencial a una possible
regulaci6 diferencial. Les proteines Ras individuals es localitzen en diferents
microdominis a les membranes (Hancock 2003), per tant unint-se amb les diferents
isoformes de Ras les proteines Raf estaran exposades a diferents ambients que podrien

afectar la seva activitat.

L’estudi del procés d’activacio de les proteines Raf s’ha focalitzat més en CRAF
que en les altres dues isoformes. Sobre l’activacié de CRAF, ve donada per tres
defosforilacions en llocs inhibitoris i per cinc fosforilacions en llocs activadors en certs
residus concrets de la proteina. Sobre els llocs inhibitoris, CRAF presenta tres serines
fosforilades per PKA quan hi ha nivells alts d’AMPc: S43, S233 1 S259 (Wu et al.
1993). Aquesta ultima serina també es pot fosforilar per AKT (Zimmermann and
Moelling 1999). Aquestes fosforilacions funcionen independentment per mantenir a
CRAF inhibida ja que S43 fosforilat obstaculitza 1’'uni6 de Ras a I’extrem amino
terminal de CRAF (Wu et al. 1993) 1 S233 1 S259 formen llocs d’uni¢ a la proteina 14-
3-3 (Dumaz and Marais 2003). Llavors Ras i PP2A cooperen per defosforilar a S259 i
ajudar a la seva activacid (Ory et al. 2003). El mecanisme de defosforilacié de les altres
dues serines encara esta sota discussio. Sobre els llocs activadors, que estan dins o
flanquejant el domini quinasa, son S338, Y341, T491, S494 1 S621. La fosforilacio de
S621 provoca la desunié de 14-3-3 a la part carboxi terminal i per tant la seva activacio
(Tzivion et al. 1998, Yip-Schneider et al. 2000). De totes formes no esta clar si aquesta
fosforilacié esta regulada o no. Els primers estudis van trobar que aquesta fosforilacid
de S621 no canviava durant ’activacio de CRAF (Fabian et al. 1993), pero informacid
més recent implica que aquest lloc esta subjecte a una regulacié molt rapida i transitoria
(Hekman et al. 2004). Sobre els residus S338 1 Y341 estan localitzats al costat amino
terminal de CR3, en un subdomini anomenat regié N, nom que ve del fet que una
carrega negativa és essencial per a I’activitat quinasa de CRAF dins d’aquesta regid
(Fabian et al. 1993). SRC i la familia de quinases SRC sembla que fosforilen Y341 in
vitro 1 en cultiu cel-lular (Fabian et al. 1993), 1 s’ha proposat que la fosforilacio de la
regio N pot superar la funcid inhibitoria de I’extrem amino terminal del domini quinasa
(Tran and Frost 2003). La quinasa que fosforila de S338 encara s’ha identificar, tot i que
s’ha proposat que podrien ser les proteines PAK (King et al. 1998). Aixo és perque

PAK realment fosforila S338, pero ho fa al citosol de forma Ras independent, mentre
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que esta ben establert que S338 es fosforila a la membrana plasmatica de forma Ras
dependent (King et al. 1998, Chiloeches et al. 2001). Finalment la fosforilacié de T491 i
S494, que estan dins del segment d’activacid, son essencials per a I’activacié de CRAF
(Chong et al. 2001). De totes formes les quinases implicades en aquestes fosforilacions
encara no s’han identificat, i podria ser possible que estiguessin subjectes a una

autofosforilacio de Raf.

La fosforilaci6 d’ARAF sembla que imita a la de CRAF. Els cinc llocs de
fosforilacid necessaris per estimular 1’activitat de CRAF estan conservats a ARAF, i a
grans trets ARAF s’activa per mecanismes semblants als de CRAF (Marais et al. 1997).
El cas de BRAF ¢és diferent ja que només quatre dels cinc llocs de fosforilacid estan
conservats 1 d’aquests només tres semblen tenir funcions similars a BRAF. L’equivalent
de S621 a BRAF ¢és S729 i1 també es creu que intervé en la unié de 14-3-3 a la zona
carboxi terminal de BRAF, tot i que aixo no s’ha provat rigorosament. Similarment la
fosforilacié dels llocs al segment d’activacio T599 1 S602 ¢és essencial per a 1’activacid
de BRAF (Zhang and Guan 2000). En canvi la regulacio mediada per la regié N és
completament diferent en BRAF que en CRAF. La diferéncia més clara és que BRAF
no té cap residu de tirosina equivalent al Y341 de CRAF. En aquesta posici6 BRAF
conté un acid aspartic. Ademés, encara que la posicid equivalent a S338 esta conservada
a BRAF (S446), aquest lloc esta fosforilat constitutivament, cosa que no passa a CRAF
(Mason et al. 1999). Per tant, mentre que a ARAF 1 CRAF la regié N ha d’estar
carregada per estar actius, a BRAF la regié N esta carregada negativament de forma
constant 1 conseqiientment BRAF té un activitat quinasa bassal molt elevada en
comparacio amb CRAF (Mason et al. 1999). El resultat d’aixo €és que BRAF sembla
estar preparat per a I’activacid i només requereix el reclutament a la membrana mediat
per Ras per a I’activacio. En contra, ARAF i CRAF necessiten altres activacions de
tirosin quinases com SRC, alhora que de quinases desconegudes pel residu S338 de
CRAF i pel S299 d’ARAF. La cristal-litzacié del domini quinasa de BRAF (Wan et al.
2004) ha permes fer un model sobre la seva activacio (Wellbrock et al. 2004a). La
quinasa esta plegada en una conformacié que ¢s tipica de les quinases actives, pero hi ha
una interaccid intramolecular atipica entre el gir ric en glicines i el segment d’activacid
que desplaca el segment d’activacié i atrapa BRAF en una conformacio6 inactiva (Wan
et al. 2004). T599, un dels llocs de fosforilacid del segment d’activacid, resta amagat
dins d’aquest domini. Quan aquest lloc és substituit per una alanina, BRAF no es pot

activar (Zhang and Guan 2000), presumiblement perque no es pot fosforilar. En canvi,
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quan T599 és substituit per una isoleucina, que €s una mutaci6é que s’ha trobat en baixa
freqiiéncia en cancer, BRAF s’activa fortament. Basant-se en aquestes dades, el model
proposat pressuposa que la cadena abultada de la isoleucina trencaria 1’interaccié entre
el gir ric en glicines i el segment d’activacio, alliberant-lo i permetent a la quinasa
plegar-se en la seva conformacio activa. De forma similar, la fosforilacid6 de T599
també trencaria I’interaccié entre el gir ric en glicines i el segment d’activacid i
permetria la formacio de la conformacidé activa, proporcionant una explicacio

satisfactoria de com la fosforilacié pot activar a BRAF.

Tot i que I’unic substracte de les proteines Raf ampliament acceptat son MEKI 1
MEKZ2, varis estudis han indicat que les proteines Raf de mamifer podrien tenir altres
efectors. Un d’aquests candidats és IxB, un regulador negatiu de NF-«xB, del que es va
publicar que CRAF fosforilava i induia la seva degradaci6 (Li and Sedivy 1993). Pero
treballs posteriors van demostrar que CRAF no era el responsable de la fosforilacié de
IxB sind la casein quinasa II (CK2), un contaminant de la preparaciéo de CRAF (Janosch
et al. 1996). Per tant, tot i que CRAF sembla poder activar NF-kB, el mecanisme no esta
clar donat que no implica una fosforilaci6 directa a NF-kB per CRAF. Tampoc no
sembla requerir la via de MEK-ERK ja que una versié dominant negativa de MEK no
bloqueja I’activacié de NF-kB mediada per CRAF (Baumann et al. 2000). Aquestes
dades impliquen que existeix un substracte no identificat de CRAF. Curiosament s’ha
demostrat que mutants activadors de BRAF també activen NF-kB (Ikenoue et al. 2003),
indicant que BRAF podria senyalitzar aquest factor de transcripcid. Altres substractes
que s’ha proposat per CRAF son la fosfatasa CDC25C (Galaktionov et al. 1995) i RB
(Wang et al. 1998), ambdos reguladors del cicle cel-lular. Tot i que s’ha demostrat que
la fosforilacié d’aquests substractes mediada per CRAF afecta a la seva activitat, la
rellevancia fisiologica no esta clara i no s’han fet més estudis sobre el tema. CRAF
tamb¢é s’uneix a BAGI, una proteina antiapoptotica que s’uneix al factor de
supervivéncia BCL2 (Wang et al. 1996a, Wang et al. 1996b). Aixi s’ha proposat que
CRAF o una altra quinasa associada podria fosforilar a BAD, proteina proapoptotica, 1
aixi estimular la supervivéncia cel-lular (Troppmair and Rapp 2003). A més, CRAF es
pot unir al domini regulador d’ASK1, un inductor d’apoptosi, i suprimir la seva activitat
pro-apoptotica (Chen et al. 2001). I només en les condicions apropiades ASK1 pot
lliberar-se de CRAF per induir apoptosi. La unio d’aquestes proteines €s independent de
’activitat quinasa de CRAF. Per tant CRAF sembla que protegeix a les cél-lules de

I’apoptosi de forma quinasa independent, possiblement fent d’adaptador de proteines
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com ASKI. També s’ha demostrat que ARAF 1 CRAF regulen la progressié del cicle
cel-lular en cél-lules de melanoma de forma MEK-ERK independent (Karasarides et al.
2004), i per tant ARAF 1 CRAF podrien tenir funcions independents de la seva habilitat
per senyalitzar a través de MEK-ERK. Finalment, formes mutants de BRAF en cancer
son incapaces de fosforilar MEK in vitro, perd tot i aixi poden activar MEK a les
cel'lules (Ikenoue et al. 2003, Wan et al. 2004). Aix0 sembla passar perqu¢ BRAF
activa CRAF, que ¢s el responsable de I’activacié de MEK 1 ERK (Wan et al. 2004). A
més BRAF salvatge també activa CRAF. Per tant s’ha demostrat que CRAF és un
efector de BRAF i s’ha establert un nou model en la senyalitzacié de Raf que representa

un nou paradigma en 1’accio dels oncogens.

Tot 1 que les tres isoformes de Raf poden activar in vitro tant a MEK1 com a
MEK2 (Marais et al. 1997) difereixen en la seva abilitat per fer-ho. En extractes
cel-lulars, BRAF s’uneix i fosforila a ambdés MEKs més de forma més eficient que
ARAF o CRAF (Papin et al. 1996, Marais et al. 1997), i estudis de fraccid cel-lular
demostren que la principal quinasa de MEK a les cél-lules és BRAF i no CRAF (Catling
et al. 1994, Jaiswal et al. 1994). Una forma induible de BRAF estimula de forma més
rapida i robusta ’activitat d’ERK que constructes similars d’ARAF 1 CRAF (Pritchard
et al. 1995). També fibroblastes embrionics de ratolins BRAF -/- tenen molt
compromesa 1’activitat d’ERK (Wojnowski et al. 2000), mentre que si son de ratolins
ARAF -/- o CRAF -/- I’activacié d’ERK ¢s relativament normal (Huser et al. 2001,
Mercer et al. 2002). Partint de totes aquestes observacions s’ha proposat que BRAF ¢és
el principal activador de MEK a les cel-lules (Wellbrock et al. 2004a).

Dels tres gens Raf només BRAF presenta mutacions en cancer (Davies et al.
2002). La incidencia més alta es dona a melanoma, amb un 70% dels casos, seguida de
freqiieéncies també altes al CCR, de tiroides 1 d’ovari, implicant fortament 1’activacié de
BRAF en la tumorogenesis (Wan et al. 2004). Aquestes mutacions sén puntuals,
somatiques i activants, i es troben en un 10% a I’ex6 11 a les glicines del gir ric en
glicines del domini quinasa, i el restant 90% a 1’ex6 15 dintre o adjacent al segment
d’activacié també del domini quinasa (Davies et al. 2002) (Figura 13). Pero casi totes
aquestes mutacions corresponen al mateix canvi nucleotidic T1799A, que a la proteina
comporta el canvi d’aminoacid de la valina de la posicidé 600 a acid glutamic (V600E)
(Davies et al. 2002). La majoria d’aquestes mutacions augmenten 1’activitat quinasa de

BRAF (Ikenoue et al. 2004) i la seva expressid en linies cel-lulars (Ikenoue et al. 2005)
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o embrions de Xenopus (Wan et al. 2004) indueixen la fosforilacid constitutiva de
MEK1/2 i ERK1/2 endogen o cotransfectat. A més també son tranformants ja que
provoquen alteracions morfologiques a cel-lules 3T3 (Ikenoue et al. 2004), augmenten
la proliferacio i/o creixement cel-lular, creixement en agar, requereixen menys factors
de creixement (Ikenoue et al. 2004) i sdn tumorogeniques en ratolins atimics (Davies et
al. 2002, Wellbrock et al. 2004b). A més a més, quan BRAF presenta la mutacid
V600E, ERK activa constantment, entre d’altres, a les ciclines D1, D2 1 D3 i c-myc
(provocant creixement), VEGT (angiogenesi), la integrina B3 (invasid tisular i
metastasi) i mdm2 (replicacio, evasio de 1’apoptosi i angiogenesi) (Mercer and Pritchard
2003). Tot i aix0, hi ha algunes mutacions de BRAF que presenten una disminucio de
I’activitat quinasa in vitro pero que segueixen induint la fosforilacié constitutiva d’ERK
in vivo. Aquests mutants activen el CRAF endogen, possiblement per un mecanisme
alosteric o de transfosforilacid, i per tant provoquen la fosforilaci6 constitutiva d’ERK

(Wan et al. 2004).
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Figura 13. Mutacions de BRAF en cancer (Wellbrock et al. 2004a). La
longitud de les barres indica la freqiiéncia relativa de cada mutacié en cancer. Els
canvis aminoacidics més habituals estan indicats en vermell a sobre de la
seqiiéncia. En groc estan representats els llocs de fosforilaciéo de BRAF i en blau la
mutacié V60OE. La numeracié utilitzada en aquesta figura és 1’antiga.
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El punt calent del codd 600, que esta altament conservat a tots els gens Raf de
diferents especies, s’hipotetitza que imita a les fosforilacions dels residus adjacents
T599 1 S602 a I’introduir una carrega negativa, i que per tant mantindria la proteina
activada de forma continua i1 independent dels estimuls exteriors. Encara esta per
explicar de quina manera les altres mutacions augmenten [’activitat quinasa. Les
mutacions al segment d’activacio no totes introdueixen carregues negatives i de les del
gir ric en glicines, mutacions semblants a la protein quinasa A, redueixen 1’activitat
quinasa (Hemmer et al. 1997, Grant et al. 1998). En alguns tumors s’han detectat
algunes mutacions adjacents al gir ric en glicines, mentre que també s’han trobat a llocs
de fosforilacio consensuats per AKT (S365, S429 i T440) (Brose et al. 2002). Les
mutacions en aquests llocs podrien permetre aungmentar I’activitat quinasa de BRAF ja
que s’ha proposat que AKT regula negativament ’activitat de BRAF (Guan et al. 2000).
De totes formes encara no se sap com contribueixen aquestes mutacions a la

tumorogenicitat.

Tot 1 que la majoria dels teixits que presenten mutacions a BRAF també en
presenten a Ras, normalment els dos gens mutats no coincideixen en un mateix tumor
(Davies et al. 2002). Aix0 suggereix que les dues mutacions estarien afectant a la
mateixa via, ja que es podria veure igualment afectada en un punt o en un altre amb els
mateixos efectes tumorogenics i sense que les dues mutacions fossin sinergiques dins

del tumor.

4.6 Altres vies de Ras

4.6.1 La familia RASFF: Aquesta familia esta formada fins a I’actualitat per 6
proteines diferents que van des de RASSF1 fins a RASSF6 1 que comparteixen una
organitzacid estructural similar. Els gens que les codifiquen formen tots molts trancrits
diferents i contenen un domini d’uni6 a Ras per on fins ara s’ha demostrat que RASSFI,
RASSF2, RASSF4 1 RASSFS5 (o Norel) interaccionen directament amb la seva forma
unida a GTP. El membre més estudiat ¢s RASSF1A, que esta involucrat en la regulacio
del cicle cel‘lular, apoptosi i 1’estabilitat dels microtubuls (Shivakumar et al. 2002).

D’aquesta forma els components d’aquesta familia s6n supressors tumorals.

Els gens de la familia RASSF tenen illes CpG als seus promotors i s’ha

demostrat una correlaci6 directa entre la metilaci6 de RASSF1A 1 la seva pérdua
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d’expressié en un minim de 37 tipus tumorals diferents utilitzant teixit normal com a
control (Agathanggelou et al. 2005, Pfeifer and Dammann 2005). Per tant, RASSFI1A
esta involucrat en la carcinogeénesi 1 a causa de I’alta freqiiencia de metilacié que
presenta en cancer ¢s un candidat a marcador molecular pel diagnostic tumoral
(Agathanggelou et al. 2005, Pfeifer and Dammann 2005). A més RASSF5A s’ha trobat
metilat aberrantment a cancer de pulmoé de cel-lula no petita (Hesson et al. 2003),
RASSF4 a cancer de pulmo6 1 mama (Eckfeld et al. 2004) i RASSF2A a CCR (Akino et
al. 2005, Hesson et al. 2005) i cancer gastric (Endoh et al. 2005). En canvi, a RASSF3
no s’ha trobat metilacio (Hesson et al. 2003) i sobre RASSF6 encara no s’ha publicat

Ies.

4.6.2 PI3K: La fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) ¢és una proteina quinasa
formada per molecules adaptadores p85 i per la subunitat catalitica p110, a la que Ras
s’uneix 1 activa en una interaccid que necessita GTP 1 cap altra proteina més
(Rodriguez-Viciana et al. 1994). PI3K catalitza la fosforilacié del fosfatidilinositol
(4,5)-bifosfat (PIP2) per formar fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat (PIP3) com a resposta
a molts factors de creixement i citoquines. Aquest segon missatger s’uneix a moltes
proteines que contenen un domini anomenat d’homologia de pleckstrina, domini format
per uns 100 aminoacids i que facilita 1’interaccio amb PIP3. PI3K i els seus productes
lipidics actuen en vies que controlen la proliferacié i supervivencia cel-lular i els canvis
metabolics, sovint a través de dues quinases, PDK1 1 AKT (també coneguda per PKB).
D’aquesta forma PDK1 ¢€s important per 1’activacid de molts membres de la familia de
serina-treonina quinases AGC, incluint a la mateixa AKT, perd també d’altres com
p70S6K, algunes PKCs i RSK. A la seva vegada AKT controla la supervivencia,
creixement 1 cicle cel-lular aixi com el metabolisme mitjancant fosforilacions activants o

inhibitories a un gran nombre de diferents substractes (Shaw and Cantley 2006).

PI3K s’inhibeix per la fosfatasa lipidica PTEN, que treu el fosfat D3 a PIP3 per
limitar i acabar la senyalitzaci6o de PI3K a les cel-lules (Machama and Dixon 1998).
S’han detectat mutacions germinals de PTEN en sindromes de cancer hereditaris i
dominants amb simptomes superposats, com els sindromes de Cowden o de Bannayan-
Zonana (Shaw and Cantley 2006), que presenten hamartomas. A més PTEN també
presenta mutacions somatiques amb una alta freqiiéncia en diferents tipus de cancer.
Ademés les vies que activa PI3K també poden presentar mutacions als seus gens en

petita freqliencia perd en diferents tumors, indicant que els gens mutats probablement
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tenen efectes tumorogenics equivalents i que operen a través de la mateixa via (Parsons
et al. 2005). Aixi en CCR s’han trobat mutacions a PDK1, AKT2, PAK4, INSRR i
ERBB4 i amplificacions a AKT2, PAK4 1 IRS2, tots implicats en vies de PI3K (Parsons
et al. 2005). Ademés, PI3K presenta mutacions en CCR (32%), cancer de cervell (27%)
1 cancer gastric (25%) entre d’altres (Samuels et al. 2004). Aquestes mutacions son de
sentit incorrecte, es donen principalment als exons 9 i 20 als dominis helical i quinasa
respectivament 1 impliquen que probablement augmenten 1’activitat quinasa (Samuels et

al. 2004).

4.6.3 La familia RalGEF: Aquesta familia sén factors intercanviadors de
nucleotids de Ral, una GTPasa que és membre de la familia de Ras. Aixi, RalGDS, Rgl i
Rgl2, per un domini d’unié a Ras de 80-100 residus a l’extrem carboxi-terminal,
s’uneixen a Ras quan aquest esta unit a GTP com a resposta a estimuls extracel-lulars
(Urano et al. 1996). Llavors RalGDS estimula 1’intercanvi de GDP per GTP de Ral, que
queda estimulat i inhibeix als factors de transcripicid forkhead de la familia FoxO
(juntament amb AKT) (De Ruiter et al. 2001), 1 activa a RALBP1 1 a la fosfolipasa D1

(PLDI1), que esta implicada en la formacio6 de vesicules 1 en el trafic a I’aparell de Golgi.

4.6.4 Altres efectors de Ras: Fins a I’actualitat s’han descobert moltes altres
proteines apart de les anteriors que presenten evidéncies més o menys clares de ser
efectors de Ras, i el nombre d’aquestes proteines encara continua augmentant avui en
dia. Un exemple ¢€s la familia de Rho, que esta implicada en molts processos cel-lulars
com la regulacié de Dl’actina del citoesquelet, la progressio del cicle cel-lular, la
transcripcio geénica i ’adhesio cel-lular. Rac és una proteina de la familia de Rho que
pot activar-se per Ras (de forma PI3K independent) mitjancant interaccid directa amb
Tiam-1, una RacGEF (Lambert et al. 2002). La familia de Rho avarca la principal
branca de la superfamilia de GTPases de Ras, 1 al igual que Ras es troben actives unides

a GTP i inactives unides a GDP, i tenen molts efectors.

Un altre efector de Ras és la Fosfolipasa Ceg, que conté dos dominis d’associacié a Ras i
un domini RasGEF, més el domini phospholipasa C que promou la hidrolisi de PIP2 a
diacilglicerol 1 inositol-1,4,5-trifosfat. Aquesta fosfolipasa podria unir Ras amb
I’activacid de PKC i la mobilitzaci6é del calci. D’una altra banda algunes GAPs com
p120GAP o NF1 s’uneixen a Ras de forma GTP dependent i interaccionen amb el

domini d’efectors de Ras (Adari et al. 1988). Tamb¢ una altra proteina, Rinl, s’associa
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d’aquesta forma a Ras in vitro i in vivo (Han and Colicelli 1995). Moltes altres proteines

(AF6, Canoe, etc) contenen dominis d’uni6 a Ras (Ponting and Benjamin 1996).

5. LA INESTABILITAT DE MICROSATEL-LITS (MSI)

La inestabilitat de microsatel-lits (MSI) esta caracteritzada per mutacions,
principalment delecions, en seqiiéncies repetitives curtes (microsatel-lits) del genoma.
Esta ocasionada per la pérdua de funcié dels gens implicats en la reparacid dels errors
replicatius (mismatch repair, MMR). Aquest fet provoca que s’acumulin mutacions de
forma aleatoria per tot el genoma durant la replicacidé de I’ADN i molt especialment als
microsatel-lits, que per la seva propia naturalesa i estructura sén inestables i tendeixen a
formar bucles que de no ser reparats correctament acabaran sent la font de delecions 1
insercions (Ionov et al. 1993). Aquest procés, que configura 1’anomenat fenotip
mutador, és el responsable de I’aparicio de milers de mutacions en seqiiencies
repetitives simples en el cancer amb MSI. Algunes de les mutacions es troben en zones
codificants 1 per tant canvien la pauta de lectura i provoquen la inactivacid de la
proteina codificada, en la majoria dels casos truncada, i per tant no funcional. La
inactivacio d’un gen del MMR no ¢és un fet transfomant per si mateix, perod la gran
quantitat de gens mutats i per tant de vies alterades si que facilita la transformacid

cel-lular i I’expansié clonal del tumor.

5.1 La reparacio d’errors replicatius (MMR)

La preservacid de la integritat genomica requereix el funcionament apropiat de
varis mecanismes com la replicacid, la reparacio i la recombinacid. Aixi, la reparacio
d’errors replicatius (MMR) €s un dels mecanismes que t¢é la cel-lula per corregir errors,
ja que elimina els errors de base-base i els bucles d’insercid/delecid que es formen
durant la replicaci6. Estudis en bactéries i llevats han demostrat el funcionament
d’aquest sistema alhora que la identificacid de la funcid protectora del sistema MMR en
cancer huma ha ajudat a cone¢ixer millor el mecanisme i1 ha portat al descobriment de

noves funcions del MMR en cél-lules eucariotes.
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Les proteines implicades en el procés del MMR estan molt conservades
evolutivament, cosa que posa de manifest la importancia d’aquest tipus de reparacié per
mantenir la integritat del genoma a tots els organismes, des de bactéries a eucariotes
superiors. Aixi, a E. coli el reconeixement de 1’error biosintetic el fa un homodimer de
MutS, que recluta a un homodimer de MutL. Llavors s’activa 1’activitat endonucleasa
de MutH, que fa una mella (nick) propera que permet distingir la cadena de nova
sintesis ja que encara no s’ha metilat. Posteriorment I’helicasa UvrD desenrrolla I’ADN
1 varies exonucleases digereixen a partir de la mella fins al nucleotid incorrecte.
Finalment la DNA polimerasa III omple el forat creat i una lligasa segella els dos

extrems (Jiricny 2006).

Als eucariotes, com els llevats o els mamifers, hi ha varis homolegs de MutS 1
MutL que reflecteixen I’especialitzacidé i la superposicid del funcionament de les
proteines del MMR. En aquest cas MSH2 forma dos heterodimers diferents: MutSa
(MSH2/MSH6) o MutSp (MSH2/MSH3) (Hughes and Jiricny 1992, Drummond et al.
1995, Acharya et al. 1996, Habraken et al. 1996, Marsischky et al. 1996). Mentre que
MutSa s’uneix preferentment a les bases desaparellades 1 a les zones d’insercid/delecid
d’una sola base, MutSP ho fa predominantment a les zones d’insercio/delecid de 2-4
bases (Jiricny 1998). A les cel-lules humanes el complexe MutSa té una activitat
predominant (Genschel et al. 1998, Marra et al. 1998) i necessita estar fosforilat per fer
una unio eficient (Christmann et al. 2002). MSH2 i MSH6 tenen activitat intrinseca
d’unid 1 hidrolisis d’ATP que €s necessari pel sistema del MMR in vitro 1 in vivo (Alani
et al. 1997, laccarino et al. 1998, Studamire et al. 1998). Aquests gens soén
imprescindibles per al reconeixement d’errors comesos a la replicaci6 de ’ADN
(Drummond et al. 1995, Alani et al. 1997, Gradia et al. 1997, laccarino et al. 1998). Es
probable que la uni6 i la hidrolisis de I’ ATP faciliti les interaccions entre proteines i/0 el
lliscament al llarg de I’ADN (Blackwell et al. 1998a, Blackwell et al. 1998b, Gradia et
al. 1999). Posteriorment a MutS s’hi uneix un altre heterodimer, MutLa, format per
MLH1 i PMS2 (Prolla et al. 1998). Tamb¢ s’han descrit dos heterodimers més, MutLf3
(format per MLHI1 i PMSI, de funcié desconeguda) (Raschle et al. 1999) i MutLy
(format per MLHI1 i MLH3, que esta involucrat en la recombinacié meiotica) (Flores-
Rozas and Kolodner 1998, Cannavo et al. 2005). MutLa té¢ una funci6 acopladora que
probablement depén de la unié de I’ATP 1/o de I’activitat d’hidrolisi pels llocs amino
terminals conservats de MLH1 1 PMS2 (Ban and Yang 1998). El mecanisme pel que es

detecten les cadenes erronies ¢€s desconeix, tot i que podrien estar implicats PCNA
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(Johnson et al. 1996, Umar et al. 1996) i MED1 (Bellacosa et al. 1999). Finalment
I’escissio de la cadena amb I’error la fa I’exonucleasa I (Genschel et al. 2002), la
resintesi la polimerasa 6 (Longley et al. 1997) i la DNA ligase I completa la reaccio del

MMR (Figura 14).
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Figura 14. Mecanisme de la reparacid dels errors replicatius (MMR)
(Christmann et al. 2003).

5.2 Caracteristiques i diagnostic de MSI

Els tumors MSI-H (amb MSI o tumors inestables) presenten unes
caracteristiques clinico-patologiques diferents als MSS (sense MSI o tumors estables),
que solen presentar inestabilitat cromosomica (CIN). Aixi, els tumors MSI solen ser
mucinosos, poc diferenciats, diploides, poc metastasics, més quimiosensibles i
presenten menys mutacions a APC 1 p53. Per contra els tumors MSS son
adenocarcinomes aneuploides amb una elevada freqiiéncia de mutacions a p53 i APC. A
més a més en CCR els tumors MSI-H solen donar-se al colon dret o proximal, mentre
que els tumors MSS ho fan a I’esquerre o distal. Un altre punt que es discuteix és
I’existencia real dels tumors MSI-L (de baixa inestabilitat). La majoria dels estudis els
solen incloure barrejats amb els MSS perqué presenten caracteristiques clinico-
patologiques 1 fenotipiques molt semblants, 1 es consideren un estat transitori molt curt

en la progressio dels tumors MSS a MSI-H (Tomlinson et al. 2002). No obstant també
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s’ha proposat que es troben poques diferéncies perque els marcadors de Bethesda no sén
els adequats per detectar MSI i que s6n realment un subgrup de tumors que presenten el
seu propi mecanisme per promoure la inestabilitat, més especificament per la metilacio
de MGMT que provocaria la generacio d’errors replicatius mG/T que podrien acabar

delecionant-se i formar el fenotip MSI-L (Jass 2003).

El diagnostic de MSI esta basat en la detecci6 de mutacions en els
microsatel-lits. Per aixo el NCI (National Cancer Institute) ha fet un consens acordant
I’ts de cinc marcadors, dos mononucleotids (BAT26 i BAT25) i tres dinucleotids
(D2S123, D5S346 1 D17S250), coneguts com a marcadors de Bethesda (Boland CR et
al, 1998). Els tumors que presenten inestabilitat en dos 0 més marcadors s6n considerats
inestables (MSI-High), els que només en tenen en un, de baixa inestabilitat (MSI-Low) 1
la resta son MSS. En el cas que s’utilitzessin més marcadors es consideren MSI-H els
que tenen més d’un 30-40% de marcadors positius i MSI-L els que en tenen menys.
MSS seran sempre els casos sense cap marcador positiu. De totes formes s’ha discutit
bastant aquest consens, tot i que €s el que s’utilitza més regularment des de que es va
establir. Aixo ¢€s a causa de que els dinucleotids presenten una especificitat i sensibilitat
molt més baixes que els mononucleotids (Elsaleh et al. 2000). Per tant, s’ha proposat
1I’Gs de 5 mononucleotids o fins i tot unicament BAT26 (Loukola et al. 2001), que t€ una

especificitat del 100% 1 una sensibilitat del 92% (Elsaleh et al. 2000).

MSI es dona basicament en CCR, gastric 1 endometrial amb una freqiiencia en
tots tres teixits del 10-15% (Boland et al. 1998), tot i que la incidencia a Catalunya
disminueix fins al 6-7% (no publicat). Puntualment també s’han detectat casos MSI en
altres tipus de tumors. La majoria dels casos MSI sén esporadics i en aquest cas
I’alteracio que tenen en el MMR principalment €s la hipermetilacié bial-lelica del
promotor de MLH1 (Kane et al. 1997, Veigl et al. 1998, Fleisher et al. 1999, Leung et
al. 1999, Simpkins et al. 1999). La causa de la hipermetilacio no ha estat definida, tot i
que es planteja la preséncia d’un mecanisme regulador dels patrons de metilacio a tot el
genoma en el que es produiria la mutacid original. De totes formes MSI també pot ser
hereditari per mutacions germinals en gens del MMR, en concret en I’anomenat cancer
colorectal hereditari no poliposic o HNPCC (hereditary non polyposis colorectal

cancer).
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5.3 Els gens diana

Actualment hi ha caracteritzats una seérie de gens diana amb microsatel-lits

mutats en els tumors MSI amb una clara implicacidé en processos relacionats amb la

tumorogenesi colorectal (Taula 5) (Duval and Hamelin 2002). Tot i aixd també es poden

trobar

mutats alguns gens propis dels casos MSS sense seqiiencies repetitives a causa de

la inestabilitat inherent al tumor (Fearon and Vogelstein 1990).

Funcio Gens
Control 1 regulacio del creixement IGFIIR, TCF4, TGFBRII
cel-lular
DNA glicosilasa 1 proteina d'unio a les
illes CpG metilades MBD4
Factor proapoptotic Apaf-1, Bax, Bcl-10, Caspasa-5, Fas
Reparaci6 d'errors replicatius MSH3, MSH6
Resposta al dany ’ADN ATR, BLM, DNA Helicasa, RAD50, Werner
Supressio tumoral i reparacid BRCAI, BRCA2

1998):

Taula 5. Exemples de gens amb microsatel-lits codificants mutats a MSI
(Duval and Hamelin 2002).

Per definir el gens diana s’han estipulat una serie de requeriments (Boland et al.

1. Alta freqiiéncia d’inactivacio

2. Inactivaci6 bialel-lica per alteraci6é simultania a la repeticio del segon al-lel o
per mutacié puntual o per perdua al-I¢lica.

3. Implicacio del gen diana en una auténtica via supressora del creixement.

4. Demostracioé d’inactivacio en la mateixa via supressora en tumors MSS per
mutacioé al mateix gen o a un altre gen de la via.

5. Demostracié de la supressid del creixement per estudis funcionals in vitro o
models animals.

De totes formes aquests criteris s’han vist qiiestionats (Perucho 1999):

1. L’alteracio bial-lelica d’una repeticid codificant no €s I'inic mecanisme pel
qual un putatiu superior tumoral pot ser inactivat, ja que per exemple ho pot
estar per imprintatge a un al-lel.

2. La funcid supressora esperada del gen diana pot estendre’s a gens implicats en
senescencia, diferenciacid, apoptosi i escapament de la vigilancia immunologica.
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També s’ha proposat que alguns gens diana podrien estar implicats en vies
especifiques de MSI-H sense estar necessariament implicats en els tumors MSS.

3. Alguns gens diana no estan involucrats en una via supressora del creixement,
com per exemple MSH3 i MSH6. Tampoc s’accepta que la reintroduccio a una
linia tumoral del gen diana salvatge reverteixi el fenotip transformat, ja que
podria estar implicat més d’un gen diana en una mateixa via de senyalitzacid.

Els gens diana presenten freqiiéncies mutacionals bastant semblants entre el
CCR i el cancer gastric en tumors MSI-H, amb poques excepcions. En canvi hi ha una
divergéncia més gran quan els comparem amb els tumors d’endometri MSI-H, que en
general presenten una incidéncia d’inestabilitat menor (Figura 15). Els pacients de
HNPCC també solen tenir mutacions als mateixos gens diana i amb freqiiéncies
comparables, sobretot amb el CCR. De totes formes la majoria d’estudis en HNPCC

utilitzen tumors de colon i també se n’han fet pocs estudis (Duval and Hamelin 2002).

B Colon
O Stomach
O Endometrium

TGFERII BAX IGFIIR MSH3 MEHE

Figura 15. Freqiiéncies de mutacions en tumors MSI-H esporadics de colon, estomac i
endometri (Duval and Hamelin 2002).

5.4 HNPCC i el seu diagnostic

HNPCC o sindrome de Lynch és una malaltia hereditaria autosomica dominant
que predisposa al desenvolupament del cancer. Es caracteritza pel desenvolupament de
CCR a una edat prematura, amb la mitja als 44 anys enfront dels 64 de la poblacid
general. Freqiientment estd acompanyada per la preséncia de tumors extracolonics,
sobretot a ’endometri, perd també a estomac, ovaris, budell prim, tracte biliar,

uroepiteli, rony¢ i sistema nervids central (Umar et al. 2004a). Aixi es té un risc del 70-
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85% de patir un CCR durant la vida, un 50% d’endometri i un 15% dels altres tumors
(Watson and Lynch 1993, Aarnio et al. 1995). En concret, les dones afectes tenen més
possibilitats de patir cancer d’endometri que CCR. La incidéncia a la poblaci6é general
¢s de 1:1000 individus (Umar et al. 2004a) 1 representa un 2-7% del total de casos de
CCR (Mecklin 1987, Lynch and de la Chapelle 2003). Aproximadament la meitat dels
casos sospitosos de ser HNPCC actualment no es poden confirmar per mutacions a gens
coneguts 1 per tant resta com a qiiestio clau definir la relacié genotip-fenotip en aquests
casos (Liu et al. 1996, Peltomaki 1997). La causa de 1’altra meitat dels casos de HNPCC
son les mutacions germinals heterozigotes a gens del MMR. Les c¢l-lules en aquestes
circumstancies poden reparar I’ADN de forma normal (Parsons et al. 1993), perd quan
hi ha una inactivacié somatica de 1’al-lel salvatge, per exemple per pérdua
d’heterocigocitat (Hemminki et al. 1994) o per mutacid (Liu et al. 1994), es promou la

tumorogenesi i s’estableix un fenotip mutador de caracter recesiu (Casares et al. 1995).

Les mutacions descrites fins ara afecten als gens MLH1, MSH2 i MSH6, i més
recentment també s’han descrit a PMS2, amb una penetrancia aproximada del 80% pel
CCR, 60% per I’endometrial 1 menys del 20% pels altres cancers (Lynch and de la
Chapelle 2003). Dels casos en que es coneix la mutacid, el 90% la tenen a MLHI1 o
MSH?2, i gran part del 10% restant en tenen a MSH6 (Lynch and de la Chapelle 2003).
En un principi les mutacions a PMS2 es van trobar en molts pocs casos (Liu et al.
2001), perd més recentment s’han trobat en una proporcido més considerable (Nakagawa
et al. 2004, Truninger et al. 2005) ja que abans pseudogens de PMS2 amagaven les
verdaderes mutacions d’aquest gen (Nakagawa et al. 2004). El gen MLH3 també podria
estar mutat germinalment en algunes families sospitoses de ser HNPCC amb un grau
variable de MSI al teixit tumoral, perd actualment hi ha poques evidéncies que donin
suport a que MLH3 predisposi al classic HNPCC (Wu et al. 2001, Hienonen et al. 2003,
Liu et al. 2003). Finalment, també es va descriure una mutacié truncant a PMS1 en un
pacient de HNPCC (Nicolaides et al. 1994), perd posteriorment es va trobar una
mutacio a MSH2 a la mateixa familia que era la inica que cosegregava amb CCR (Liu
et al. 2001). Ademés tampoc s’han trobat mutacions en pacients HNPCC sense
mutacions conegudes als altres gens del MMR (Liu et al. 2001) i els ratolins PMS1 -/-
no presenten cap fenotip perceptible (Prolla et al. 1998). Per tant no hi ha evideéncies

que PMSI provoqui predisposicio a HNPCC (Peltomaki 2005).
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Els tipus de mutacions que es donen en aquests gens son molt variats i es
localitzen a qualsevol lloc sense cap punt calent obvi. Per tant les estratégies per
detectar-les han d’abarcar la integritat de cada gen sencer (Peltomaki and Vasen 1997).
No obstant aix0, a vegades es troba una mateixa mutacié en dos individus
ostensiblement no relacionats. Aixo es pot donar mitjangant dos mecanismes: mutacions
recurrents i mutacions fundadores. Les recurrents es donen per factors genétics o
d’altres diferents. Un exemple és una transversio a 1’adenina donadora pel processament
alternatiu de I’'intré 5 de MSH2, que fa saltar I’ex6 5 a la transcripcid 1 provoca la
perdua d’expressi6 de MSH2. La natura recurrent d’aquesta mutacid s’explica perque
I’adenina ¢€s la primera d’un grup de 26 adenines, que forma un punt calent per aquest
canvi concret. Segons analisis d’haplotip, aquesta mutacid es forma de novo a la majoria
de casos (Froggatt et al. 1999, Desai et al. 2000). En canvi la mutacié fundadora
s’hereta a partir d’un ancestre comu de moltes generacions enrera. Caracteristicament
apareixen en un unic individu o sén introduides en una poblacié per un unic individu.
La probabilitat que apareixin aquestes mutacions augmenta si hi ha aillament (abséncia
d’immigracid), creixement rapid de la poblacid, colls d’ampolla al tamany poblacional o
deriva genctica. Poblacions fundadores tipiques es donen en els finlandesos, islandesos,
jueus ashkenazi, canadencs francesos i amish. En algunes poblacions les mutacions

fundadores representen una part important del total de casos de HNPCC.

Les mutacions sense sentit, les que afecten als llocs de processament alternatiu i
les truncants aparentment sén sempre deleteéries mentre que les mutacions de sentit
incorrecte a priori no sén causants de la malaltia. En aquests casos els criteris utilitzats
per demostrar patogenicitat son un canvi d’aminoacid de natura no conservativa,
conservacid de I’aminoacid salvatge en I’evolucid, abséncia en la poblacid normal,
cosegregacid amb la malaltia o associacid6 amb MSI o amb la perdua de la proteina
concreta en el teixit tumoral (Peltomaki and Vasen 2004). La localitzacié de les
mutacions en aquests gens no afecta a la seva penetrancia ja que la majoria fan perdre
totalment la funcio a la proteina més que guanyar-la o perdre-la parcialment. Pero
segons el gen en concret si que hi ha diferéncies, ja que les mutacions a MLH1 1 MSH2
no mostren diferéncies en expressivitat, indicant que les dues sén equivalentment
importants en el MMR, mentre que MSH6 es comporta de forma diferent. Per aixo s’ha
proposat un tipus de HNPCC atenuat causat per mutacions a MSH6 1 caracteritzat per
una penetrancia més baixa 1 una edat d’aparicié més alta (Miyaki et al. 1997). Les

mutacions deletéries i els polimorfismes associats a HNPCC es troben compilats en una
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base de dades feta per submissions d’investigadors de tot el mon i per cerques a la

literatura que es troba disponible per a tothom a www.nfdht.nl.

Per fer un diagnostic de HNPCC el 1991 es va fer un consens internacional
unicament clinic que proporcionava un criteri uniforme quan les bases genetiques del
HNPCC encara eren desconegudes, que va ser els anomenats criteris d’Amsterdam I
(Vasen et al. 1991) (Taula 6). En resposta a les critiques de que eren uns criteris massa
estringents el 1998 es van fer els criteris d’Amsterdam II que inclouen els cancers
extracolonics associats a HNPCC (Vasen et al. 1999) (Taula 6). D’aquests s’inclouen
els que tenen el risc relatiu més alt i que per tant son els més especifics per HNPCC, que
son els d’endometri, budell prim, uréter i pelvis renal. Per poder decidir si individus
amb cancer de families que no complien els criteris d’Amsterdam s’havien de sotmetre
a un test genetic el 1996 es van fer els criteris de Bethesda (Rodriguez-Bigas et al.
1997) (Taula 6). Aquests inclouen criteris addicionals com I’avaluaci6 patologica dels
individus positius pels criteris d’Amsterdam, permetent fer una valoracid menys
estringent. Posteriorment aquests criteris també s’han modificat 1 simplificat en els que

es coneixen com a criteris de Bethesda modificats (Umar et al. 2004b) (Taula 6).

Actualment dissenyar una estratégia per triar els casos als que s’ha de fer un test
genétic és necessari per 1’altissim cost economic que implicaria fer 1’analisi mutacional
dels gens del MMR a tots el pacients de CCR. Aixo0 és aixi ja que els gens dels MMR
tenen una seqiiencia molt llarga 1 molts exons 1 les mutacions poden donar-se en
qualsevol lloc del gen. Igualment fer 1’analisi de MSI i/o immunohistoquimica (IHQ)
dels gens del MMR en tots els casos de CCR tampoc seria adient per la seva baixa
relacié entre efectivitat i cost economic (Rodriguez-Bigas et al. 1997). S’ha de tenir en
compte que la majoria dels CCR no tenen defectes al MMR 1 del 12-15% que si que en
tenen la majoria ho son de forma esporadica per la hipermetilaci6 de MLHI i no per
mutacions germinals. Per tant el desitjable seria trobar un metode que diferenciés els
casos esporadics MSI per excloure’ls del test genetic dels gens del MMR i aixi millorar

la relacid efectivitat-cost.
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Criteris d’Amsterdam I (1991):

S’han de complir TOTS els requisits:
1.

Nl

Criteris d’Amsterdam II (1998):

CCR diagnosticat abans dels 50 anys.

Dues generacions succesives afectes.

Tres familiars afectats, on un d’ells té parentiu de primer grau amb els altres dos.
FAP ha d’estar exclosa.

Els tumors s’han de verificar mitjangant examen patologic.

S’han de complir TOTS els requisits:
1.

A

Criteris de Bethesda (1997):

Com a minim tres parents afectes d’un cancer associat amb HNPCC (CCR, endometri,
budell prim, ureter o pelvis renal).

Un d’ells té parentiu de primer grau amb els altres dos.

Com a minim dues generacions succesives han de ser afectes.

Un dels cancers ha d’estar diagnosticat abans dels 50 anys.

FAP ha d’estar exclosa en els casos de CCR.

Els tumors s’han de verificar mitjangant examen patologic.

Com a minim s’ha de complir UN dels requisits:

1.
2.

6.
7.

Criteris de Bethesda modificats (2003):

Individus amb cancer de families que compleixen els criteris d’ Amsterdam.

Individus amb dos tumors associats a HNPCC, incluint CCR sincronic 1 metacronic o
cancers extracolonics associats (endometri, ovari, gastric, hepatobiliar, budell prim o
carcinoma de c¢l-lula transcicional de la pélvis renal o ureter).

Individus amb CCR i un parent de primer grau amb CCR i/o extracolonic associat a
HNPCC i/o adenoma colorectal. Un dels cancers diagnosticat abans dels 45 anys i
I’adenoma abans dels 40.

Individus amb CCR o d’endometri diagnosticat abans dels 45 anys.

Individus amb CCR dret amb un patr6 a la histologia poc diferenciat (solid/cribiforme)
diagnosticat abans dels 45 anys.

Individus amb CCR amb c¢l-lules en anell de segell diagnosticat abans dels 45 anys.
Individus amb adenomas diagnosticats abans dels 40 anys.

Com a minim s’ha de complir UN dels requisits :

1.
2.

CCR diagnosticat abans dels 50 anys.

Presencia de CCR sincronic, metacronic o un altre cancer associat a HNPCC
(endometri, gastric, ovari, pancreas, ureter i pelvis renal, tracte biliar, cervell, adenomas
de glandules sebacies i queratoacantomas al sindrome de Muir-Torre i carcinoma de
budell gros), independentment de I’edat.

CCR amb histologia de MSI-H (presencia de limfocits tumorals infiltrats, reaccio
limfocitica com la de Crohn, diferenciacidé mucinosa/anell de segell o patrd de
creixement medul-lar) diagnosticat abans dels 60 anys.

CCR diagnosticat en un o més parents de primer grau amb tumor associat a HNPCC,
sent un dels cancers diagnosticats abans dels 50 anys.

CCR diagnosticat en dos o més parents de primer o segon grau amb tumors associats a
HNPCC.

Taula 6. Criteris d’Amsterdam I 1 II i de Bethesda i Bethesda modificats (Vasen et al.
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L’estratégia que esta acceptada actualment pel diagnostic de HNPCC consisteix
en fer una tria dels candidats a partir de les dades cliniques utilitzant els criteris
d’Amsterdam 1 Bethesda i1 posteriorment fer un analisis genétic dels casos escollits
(Figura 16) (Umar et al. 2004a). Aixi, als pacients que compleixin els criteris
d’Amsterdam se’ls fara directament un test genctic per MLHI1 i MSH2. De la resta de
pacients, als que compleixin els criteris de Bethesda se’ls testara per MSI i/o ITHQ de
MLH1 1 MSH2, i als que resultin positius se’ls fara el test genctic del gen que presenti
una expressio anormal. Els individus que no compleixin els criteris de Bethesda se’ls
incloura amb el grup de risc de la poblacio general i se’ls descartara com a HNPCC. Als
individus 1 familiars que no se’ls detecti cap mutacié en els gens del MMR se’ls fara el
consell genetic som si fossin HNPCC. No obstant detectar les mutacions germinals en
els pacients HNPCC és molt important ja que permet detectar als portadors de la
mutacid entre els seus familiars. Aixi el cancer es pot evitar en individus HNPCC

mitjangant mesures primerenques i intensives (Syngal et al. 1998, Jarvinen et al. 2000).

Amsterdam V/l criteria \%

Bethesda guidelines Il

A

®

MSI/IHC| | No genetic testing
testing for MSH2 and MLHT

Figura 16. Estrategia actual per fer el test genétic de HNPCC (Umar et al. 2004a).

Tot i que els criteris de Bethesda i Amsterdam no tenen la mateixa finalitat, s’ha
demostrat que els criteris de Bethesda sén més sensitius (94%) que els d’Amsterdam 11
(72%) 1 que els d’Amsterdam I (61%) (Syngal et al. 2000). Posteriorment s’ha
comprovat que els criteris de Bethesda revisats son més efectius que els antics ja que
detecten algun cas que altrament no s hauria identificat (Pinol et al. 2005). D’una altra
banda s’ha publicat tant que MSI i IHQ tenen una eficacia equivalent (Pinol et al. 2005)
com que MSI és més sensitiu (Lindor et al. 2002). En aquest sentit s’ha proposat que fer

primer MSI o IHQ hauria de dependre de la probabilitat de trobar una mutacié germinal
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(Vasen and Boland 2005). Aixi, en families positives pels criteris d’Amsterdam, que
tenen més possibilitats de tenir una mutacioé germinal, el primer pas seria IHQ per saber
quin és el gen candidat, i en cas de no trobar cap expressio anormal fer analisis de MSI.
En canvi en els casos que compleixen els criteris de Bethesda s’analitzaria primer MSI,
i als casos MSI-H se’ls faria IHQ. En les poblacions en que hi ha mutacions
fundacionals es recomana testar directament per la mutacié als individus d’alt risc

(Peltomaki and Vasen 2004).
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El descobriment que BRAF presenta mutacions amb una alta freqiiencia en
melanoma (Davies et al. 2002) va obrir moltes linies d’investigacido noves. Un dels
descobriments fets és que les mutacions de BRAF 1 KRAS no es troben mai alhora en
un mateix tumor (Rajagopalan et al. 2002). S’hipotetitza que aixd és perque les
mutacions de BRAF 1 KRAS tenen efectes tumorogenics equivalents, en que 1’alteracio
de la mateixa via en un punt o un altre tindria el mateix efecte. Un altre dels
descobriments és que la mutacid6 V60OE de BRAF en cancer colorectal (CCR) s’associa
als casos amb inestabilitat de microsatel-lits (MSI), on es va detectar en un 31% dels
casos per un 7% dels MSS (Rajagopalan et al. 2002). Aquest fet és molt inesperat donat
que la mutacié de BRAF ¢és un canvi nucleotidic i no una insercié/delecio, que son les
mutacions tipiques dels tumors MSI. Aixi, la mutaci6 V60OE de BRAF ¢és el canvi
nucleotidic amb la freqiiéncia més alta en tumors MSI. Tot i1 que el sistema de reparacid
d’errors replicatius (MMR) també repara unions incorrectes de base-base, 1’alta
freqiiéncia d’aquesta mutacio, sobretot comparada amb la dels casos MSS, suggeriria un
elevat potencial de seleccid positiva en MSI. No quedaria clar perod la seva possible
implicacié en altres tumors MSI de tipus gastrointestinal, que també presenten
mutacions de KRAS, o si podrien haver diferéncies en quant a I’origen esporadic o

familiar del MSI (HNPCC) en aquests tumors.
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OBJECTIUS

Ens hem plantejat els segiients objectius per tal de clarificar les causes de 1’alta
freqliencia de les mutacions de BRAF en cancer colorectal amb inestabilitat de

microsatel-lits:

1. Determinar la freqiiéncia de les mutacions de BRAF 1 KRAS en cancer
gastric 1 cancer colorectal separant el casos amb inestabilitat de

microsatel-lits dels que no en tenen, i comparar els resultats.

2. Buscar associacions de la mutacié de BRAF V600E a nivell molecular i
clinico-patologic en els casos de cancer colorectal amb inestabilitat de

microsatel-lits.

3. Determinar la freqiiencia de la mutaci6 de BRAF en els casos inestables

segons el seu origen esporadic o familiar.

4. Determinar les freqiiencies de les mutacions de KRAS en cancer colorectal
segons ’estat del seu sistema de reparacio d’errors replicatius i comparar les

dades amb les de BRAF.
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Els resultats d’aquesta tesi han estat publicats en cinc articles que formen
’apartat de resultats, a més d’unes dades no publicades que estan afegides a I’apartat de
discussio. Com apendix hi ha dos articles que no s’ha considerat necessari incloure’ls

dins de la tesi, tot i tenir una relacid directa amb la seva tematica.

El primer objectiu de la tesi conforma 1’article 1 (Oliveira et al. 2003), en que
hem determinat les freqiiencies de BRAF i KRAS en cancer colorectal (CCR) i cancer
gastric (CQG) separant els casos amb inestabilitat de microsatel-lits (MSI) dels que no en
tenen (MSS). Aixi hem confirmat que les mutacions de BRAF en CCR s’associen a
MSI mentre que les de KRAS es detecten en ambdds fenotips (Oliveira et al. 2003). En
canvi, BRAF no presenta mutacions en CG (ni MSS ni MSI), i les de KRAS s’associen
especificament a MSI (Oliveira et al. 2003).

El segon objectiu conforma 1’article 2 (Domingo et al. 2004a) més uns resultats
no publicats que s’han introduit a la discussio. Hem analitzat tumors de CCR MSI
esporadics amb i sense la mutacio V60OE de BRAF per mutacions i metilacions en gens
que solen estar alterats en CCR. No hem trobat cap associacié de V60OE amb cap gen
mutat perd si una clara associacié amb la hipermetilaci6 de MLH1 (Domingo et al.
2004a), aixi com amb metilacié en general utilitzant sis altres gens (no publicat). A més,
a nivell clinico-patologic I’unica caracteristica a que s’associa BRAF-V600E ¢és al colon

proximal (Domingo et al. 2004a).

El tercer objectiu conforma els articles 3 (Domingo et al. 2004b) i 4 (Domingo et
al. 2005). Hem analitzat tumors HNPCC, que son MSI hereditaris sense hipermetilacid
de MLHI, per la mutaci6 V600OE de BRAF. No hem detectat aquesta mutacié en cap
d’aquests tumors, tant si la mutacid germinal es troba a MLH1 o MSH2 (Domingo et al.
2004b) com si la té¢ a MSH6 o no t¢ mutacié coneguda (Domingo et al. 2005). Per tant
la mutaci6 BRAF-V600E diferéncia els tumors MSI esporadics dels familiars 1 podria
utilitzar-se en el diagnostic molecular de HNPCC (Domingo et al. 2004b, Domingo et
al. 2005).
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El quart i altim objectiu conforma I’article 5 (Oliveira et al. 2004), en que hem
determinat les mutacions de KRAS segons I’estat de reparacid d’errors replicatius en
CCR. Hem detectat diferéncies en la freqiiencia de KRAS entre els tumors MSS, MSI 1
HNPCC, 1 dins dels casos HNPCC aquesta freqiiencia varia segons quin és el gen de
reparacié mutat (Oliveira et al. 2004). Els tumors MSI amb MLH1 hipermetilat tenen
menys mutacions a KRAS que els que no (siguin esporadics o familiars) (Oliveira et al.
2004). A més, els tumors HNPCC tenen mutat igualment el codd 12 que el 13, mentre

que els altres tumors tenen majoritariament mutat el codé 12 (Oliveira et al. 2004).
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ARTICLE 1

BRAF mutations characterise colon but not gastric cancer
with mismatch repair deficiency

Oliveira Cl, Pinto Ml, Duval A’, Brennetot Cz, Domingo E3, Espin E°, Armengol M,
Yamamoto H4, Hamelin R%, Seruca R', Schwartz S Jr°

Oncogene 2003; 22:9192-9196

Recentment s’ha publicat una alta freqiiencia de la mutacio V60OE de BRAF en
cancer colorectal (CCR) 1 s’ha associat significativament a una reparacié defectiva dels
errors replicatius (MMR). Les mutacions de BRAF estan només en tumors amb KRAS
salvatge, suggerint que les mutacions activants de KRAS i BRAF poden ser events
genetics alternatius en CCR. Nosaltres hem determinat si la seleccid tumorogenica
positiva exercida per les mutacions de BRAF en CCR esta igualment involucrada en la
tumorogenesis del cancer gastric (CG). Conseqlientment detectem les mutacions de
BRAF en un 34% (25/74) dels tumors colorectals amb deficit en el MMR enfront un 5%
(7/142) en els que el tenen competent (p=0,0001). Totes les mutacions corresponen al
punt calent V60OE, a excepcid de tres casos MSS que corresponen a dos D594K 1 un
K601E. No obstant, només detectem una mutacid de 124 tumors gastrics MSS analitzats
i cap de 37 tumors gastrics MSI, suggerint clarament que les mutacions de BRAF no
estan involucrades en la tumorogenesis gastrica. D’altre banda es troba una alta
incideéncia de mutacions a KRAS en els tumors gastrics MSI (p=0,0005), suggerint que
I’activacid per vies depenents de KRAS contribueixen a la tumorogenesis del CG amb
deficiencia de MMR. Per tant els nostres resultats mostren evidéncies que les mutacions
de BRAF caracteritzen els tumors de colon perd no els gastrics amb deficit de MMR 1

no estan involucrades en la tumorogenesis del CG de la via del fenotip mutador.

! Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), Porto, Portugal

2 INSERM U434 CEPH, Paris, France

? Molecular Pathology Program, Centre d’Investigacions en Bioquimica i Biologia Molecular (CIBBIM), Barcelona, Spain
4 First Department of Internal Medicine, Sapporo Medical University, Sapporo, Japan
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ARTICLE 2

Activated BRAF targets proximal colon tumors with
mismatch repair deficiency and hMLH1 inactivation

Domingo El, Espin El, Armengol Ml, Oliveira C%, Pinto Mz, Duval A® , Brennetot C3,
Seruca Rz, Hamelin R?, Yamamoto H4, Schwartz S Jr!

Genes Chromosomes Cancer 2004; 39:138-142

L’associacié de la mutaci6 V600E de BRAF als tumors colorectals amb
deficiéncia en la reparacié d’errors replicatius (MMR) suggereix ’involucrament de la
via Ras-Raf en la tumorogénesis del cancer colorectal amb inestabilitat de
microsatel-lits, 1 que les mutacions de KRAS 1 BRAF son events genetics alternatius.
Nosaltres hem determinat si els tumors colorectals deficients en el MMR presenten un
genotip especific si diferenciem entre els casos amb la mutacié de BRAF V600E i els
BRAF salvatge, i si es poden associar a alguna caracteristica clinico-patologica
concreta. Hem detectat una associacio de la mutaci6 de BRAF, perd no d’APC,
KRAS2, AXIN2 ni TP53, amb els tumors colorectals MSI proximals i amb
hipermetilaci6 de MLHI. Els nostres resultats afavoreixen la hipotesis que els tumors
colorectals deficients en el MMR proximals i1 distals tenen alteracions genétiques
diferents, tot suggerint que I’involucrament de la via Ras-Raf en la tumorogenesis
colorectal pot estar modulada diferencialment segons la localitzacidé del tumor i la

hipermetilacié de MLHI.

! Molecular Pathology Program, Centre d’Investigacions en Bioquimica i Biologia Molecular (CIBBIM), Barcelona, Spain
% Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), Porto, Portugal

3 INSERM U434 CEPH, Paris, France

4 First Department of Internal Medicine, Sapporo Medical University, Sapporo, Japan
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ARTICLE 3

BRAF screening as a low-cost effective strategy for
simplifying HNPCC genetic testing

Domingo El, Laiho Pz, Ollikainen M?, Pinto M3, Wang L*, French AJ*, Westra J° ,
Frebourg T6, Espin E, Armengol M', Hamelin R’, Yamamoto H®, Hofstra RMW”,
Seruca R® , Lindblom A9, Peltomaki P2, Thibodeau SN4, Aaltonen LAZ, Schwartz S Jr!

J Med Genet 2004; 41:664-668

Segons el criteri internacional pel diagnostic de cancer colorectal hereditari no
poliposic (HNPCC), els pacients de cancer amb historial familiar o inici prematur de
tumors colorectals amb alta inestabilitat de microsatel-lits (MSI-H) haurien de rebre
consell genétic 1 se’ls hauria d’oferir un analisis de mutacions germinals als gens de
reparaci6 de I’ADN, basicament MLH1 i MSH2. A [larticle anterior nosaltres
determinem que la mutaci6 V60OE de BRAF s’associa clarament a la hipermetilacié de
MLHI1 en tumors MSI-H esporadics. Per tant hem determinat la implicaci6 de BRAF en
la tumorogenesis de HNPCC, que no presenta MSI-H per hipermetilacié de MLH1 sin6
per mutacions germinals. Per aix0 hem analitzat BRAF en 111 casos amb mutacions
conegudes a MLH1 1 MSH2, els dos principals gens causants de HNPCC, i en 45 casos
amb expressid anormal de MSH2 per immunohistoquimica. Cap d’aquests casos
presenta la mutaci6 BRAF-V600E, mentre que es detecta en un 40% (82/206) dels
tumors esporadics analitzats. Aixi la detecci6 de BRAF-V600E en un tumor colorectal
MSI-H suggeriria I’abséncia de mutacions germinals a MLH1 o MSH2. Per tant no
caldria fer I’analisi d’aquests gens en els casos V60OE positius si no hi hagués cap altra
evidencia clara que suggeris HNPCC, com el compliment dels estrictes criteris
d’Amsterdam o una historia familiar clara. En aquest context, 1’analisi mutacional del
punt calent de BRAF és una estratégia fiable, rapida i de baix cost que simplifica el test

genetic per HNPCC.
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ARTICLE 4

BRAF-V600E is not involved in the colorectal tumorigenesis of
HNPCC in patients with functional MLH1 and MSH2 genes

Domingo El, Niessen RCz, Oliveira C3, Alhopuro P4, Moutinho C, Espin El,
Armengol M', Sijmons RH’, Kleibeuker JH®, Seruca R?, Aaltonen LA4, Imai K,
Yamamoto H7, Schwartz S Jrl, Hofstra RMW?

Oncogene 2005; 24:3995-3998

Als articles anteriors demostrem 1’associacio de BRAF-V600E al silenciament
del gen MLHI per hipermetilacio, pero no a les families de cancer colorectal hereditari
no poliposic (HNPCC) amb mutacions germinals a MLH1 o MSH2. Aquestes dades
suggereixen que l’activacidé oncogenica de BRAF esta involucrada només en la
tumorogenesis colorectal amb inestabilitat de microsatel-lits esporadica. Per confirmar
aquesta hipotesis hem extés el nostre analisis del gen BRAF a un grup de families
HNPCC sense mutacions germinals a MLH1 o MSH2 en un total de 37 tumors de
families HNPCC diferents. D’aquests 14 tenen mutacions germinals a MSH6 i els altres
23 no tenen mutacions a MLH1, MSH2 ni MSH6, pero 13 compleixen els criteris
d’Amsterdam 1 els altres 10 son sospitosos de ser HNPCC perque compleixen els
criteris de Bethesda. No s’ha detectat cap mutacid6 de BRAF a excepcié d’un cas amb
mutacié germinal a MSH6. No obstant aquest tumor té metilat MLHI 1 a més no
I’expressa, per tant és probable que la preséncia de V60OE estigui lligada a aquesta
metilacié 1 no a la mutacid germinal de MSH6. Tota aquesta informacid reforga el
concepte que BRAF no esta involucrat en la tumorogenesis colorectal de HNPCC. Per
tant la deteccid positiva de la mutacié V60OE de BRAF suggeriria un origen esporadic
de la malaltia i I’abseéncia d’alteracions germinals a MLH1, MSH2 o MSH6. Aquests
descobriments tenen un impacte potencial en el test genétic pel diagnostic de HNPCC 1
suggereixen 1’us potencial de BRAF com a criteri d’exclusi6 de HNPCC o com a

marcador molecular de cancer esporadic.
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ARTICLE 5

Distinct patterns of KRAS mutations in colorectal carcinomas
according to germline mismatch repair defects and hMLH1
methylation status

Oliveira C', Westra JL2, Arango D3, Ollikainen M4, Domingo E°, Ferreira A', Velho S',
Niessen R?, Lagerstedt K®, Alhopuro P°, Laiho P°, Veiga I’, Teixeira MR’, Ligtenberg
M®, Kleibeuker JH’, Sijmons RHz, Plukker JT', Imai K'', Lage Plz, Hamelin RM,
Albuquerque C13, Schwartz S Jr° , Lindblom A6, Peltomaki P4, Yamamoto H9, Aaltonen
LA3, Seruca R', Hofstra RM?

Hum Mol Genet 2004; 13:2303-2311

La mutaci6 de BRAF V600E en els tumors esporadics esta associada
directament a MSI i inversament a les mutacions de KRAS. Nosaltres hem investigat
KRAS en 158 tumors de HNPCC amb mutacions germinals a MLH1, MSH2 i MSH6,
166 esporadics amb inestabilitat de microsatel-lits (MSI) 1 688 sense (MSS). Tots els
tumors han estat caracteritzats per MSI 1 81 dels 166 casos MSI esporadics s’han
analitzat per la hipermetilaci6 de MLH1. Les mutacions de KRAS s’observen en un
40% (63/158) dels tumors HNPCC, 1 la freqiiencia mutacional difereix segons el gen de
la reparacid d’errors replicatius afectat: 48% (29/61) a MSH2, 32% (29/91) a MLHI i
83% (5/6) a MSH6 (p=0,01). La freqiiencia de mutacions a KRAS és diferent entre
HNPCC, MSS i MSI (p=0,002), i MSI amb hipermetilacié de MLH1 (p=0,005). Els
tumors HNPCC tenen més mutacions G13D que MSS (p<0,0001), MSI (p=0,02) o MSI
amb hipermetilaci6 de MLH1 (p=0,03). Els tumors HNPCC 1 els MSI sense
hipermetilacié de MLH1 comparteixen una freqii¢ncia mutacional de KRAS semblant, i
de G13D en particular. En conclusid, hem demostrat que segons el mecanisme geneétic o
epigenetic que porta a MSI, el resultat en termes d’activacié oncogenica pot ser diferent,
reforgant el concepte que els tumors de HNPCC, MSI esporadic (depenent de 1’estat de
MLH1) i MSS podrien activar diferents quinases dins de la via Ras-Raf-MAPK.
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La mutaci6 V600E de BRAF es troba en freqiiencies altes en varis tipus de
cancer. Aixi es detecta en un 70% de melanomas (Brose et al. 2002, Pollock et al.
2003), 35% de cancer d’ovari seros de baix grau (Sieben et al. 2004) 1 30% de cancer de
tiroides papilar (Xu et al. 2003). Aquesta mutacid té una activitat transformant i
oncogenica en cel-lules NIH3T3 138 vegades més alta que BRAF salvatge (Davies et al.
2002). I la supressid d’expressio en linies cel-lulars de melanoma inhibeix MEK, causa
aturada en el creixement i promou apoptosi (Hingorani et al. 2003). Per tant la seva alta
freqliencia de mutacions en tumors es dona per la seva capacitat tumorogenica i la seva
capacitat per induir expansions clonals en ce¢l-lules tumorals. Perd aix0d no passa en
altres tipus de tumors com el cancer del tracte biliar o el carcinoma hepatocel-lular en
els que BRAF no presenta mutacions. En cancer colorectal (CCR) la mutacié V60OE
s’associa als casos amb inestabilitat de microsatel-lits (MSI) i €s un event alternatiu a les
mutacions de KRAS (Rajagopalan et al. 2002). Per tal de determinar si aixo €s especific
del CCR MSI I’hem comparat amb el cancer gastric (CG), que també presenta MSI en
la mateixa proporcié que el CCR i amb un espectre mutacional molt semblant (Duval

and Hamelin 2002).

1. L’activacio de BRAF i KRAS en CCR i CG amb i sense MSI

Les dades obtingudes ens indiquen que les mutacions de KRAS estan implicades
en la tumorogenesis gastrica perd només quan els tumors presenten MSI (Taula 7).
Tenint en compte que el 15% de casos que es donen en CG sén MSI, la freqiiencia
calculada per KRAS a partir de la nostra freqiiéncia en MSI (28%) seria del 4% del total
de casos gastrics, freqiiencia ja publicada anteriorment (Arber et al. 2000). Els tumors
amb mutacions de KRAS no presenten cap altra associaci6 estadisticament significativa
relativa a cap caracteristica fisiopatologica concreta. En canvi, en CCR KRAS esta
mutat tant en MSS com en MSI (Taula 7). Per tant, els tumors MSI de CCR 1 CG, que ja
presenten moltes alteracions genctiques comunes, tenen igualment mutacions a KRAS.
En canvi en MSS, KRAS només esta mutat en CCR i no en CG, exemple il-lustratiu que
els tumors MSS presenten unes alteracions concretes segons el tipus de teixit on

esdevinguin.

119



DISCUSSIO

En canvi BRAF no es troba mutat en CG independentment del seu estat
MSS/MSI (Taula 7), observacio que ha estat confirmada posteriorment per altres grups
(Kim et al. 2003, Wu et al. 2004, Zhao et al. 2004), mentre que en CCR ho esta sobretot
en MSI (40%) (Taula 7), observacidé que també ha estat confirmada per altres autors
(Taula 8). Aquests resultats semblen indicar que BRAF no esta implicat en la
tumorogenesi gastrica perd si en la colorectal. Aixd suggereix que en CCR estigui
implicada la via Ras-Raf-MAPK, ja que estan activats tant KRAS com BRAF, mentre
que en CG BRAF 1 KRAS no sén events genetics alternatius, qiliestionant que la via que
activa KRAS en CG MSI sigui la Ras-Raf-MAPK donada 1’abséncia de mutacions a
BRAF. Aquesta possibilitat esta reforcada perque tot i que 1’espectre mutacional dels
gens diana del fenotip mutador del CCR 1 CG MSI és molt semblant, hi ha una
diferéncia significativa respecte 1’activacio oncogenica de BRAF i per tant de
KRAS/BRAF, mentre que I’activacio oncogeénica de KRAS per si sola és semblant en

tots dos tipus tumorals.

Al contrari que en CG, en CCR si que hem detectat que BRAF 1 KRAS sén
events oncogenics alternatius, amb [’excepcid de tres casos MSI japonesos amb
mutacions concomitants a BRAF i KRAS. Comparant aquests casos amb la resta de
tumors japonesos MSI disponibles amb BRAF-V600E hem detectat que aquests casos
concomitants presenten un nivell més alt de mutacions en altres gens que la resta de
tumors sense mutacions concomitants (Taula 9). Aquesta hipermutabilitat podria ser
deguda a una poblacio clonal heterogenea de cel-lules dins del mateix tumor. Una altra
explicacio és que recentment hem detectat que en CCR MSS KRAS i BRAF son events
alternatius només en les fases inicials del tumor, més exactament en tumors Tis 1 T1
(Estadis 0 1 I), 1 que progressivament van apareixent més mutacions concomitants de
KRAS i1 BRAF, podent tenir aixi efectes sinergistics (Oliveira et al. 2006). Aixo podria
passar també en els nostres tres casos, tot i ser MSI, ja que dos soén T2 (Estadi I) i I’altre
¢s T3N2 (Estadi III). Aixi es pot especular que el fet que sigui dificil detectar tumors de
CCR MSI amb mutacions concomitants a KRAS 1 BRAF podria ser degut a la falta de
malignitat o progressié avancada de la majoria dels tumors MSI, que progressen més
lentament, sense que aixo signifiqui que no estiguin activant a la mateixa via Ras-Raf-

MAPK.
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MSS MSI esporadic HNPCC
Casos | Casos Fre Casos | Casos Fre Casos | Casos Fre
Mutats | Totals q Mutats | Totals q Mutats | Totals q
BRAF 9 239 4% 82 206 40% 0 193 0%
CCR
KRAS| 235 688 34% 37 166 22% 63 158 40%
BRAF 1 124 1% 0 37 0%
CG
KRAS 0 124 0% 10 36 28%

Taula 7. Resum de les freqiiencies mutacionals totals descrites a la tesi de
BRAF i KRAS en CCR i CG separant els casos MSS, MSI esporadics i
HNPCC. Totes les mutacions de BRAF son V600E menys tres casos MSS (dos
D594K 1 un K601E). Els casos de BRAF a HNPCC només es refereixen a la

mutacio V60OE.
MSS MSI esporadic HNPCC

Referéncia Casos | Casos Fre Casos | Casos Fre Casos | Casos Fre Origen
BRAF+| Totals q BRAF+ | Totals q BRAF+| Totals q tumors

Czhoa(l)lf’ 2 194 1% 7 19 37%| - - - | Xina
gggi’ 1 58 2% 7 2 32%| 0 20 0% | EEUU
Kambara, o o o A1
5004 7 81 9% | 35 46  76% | 0 18 0% |Australia
2%36 9 204 4% | 12 31 39%]| - - - |Australia

Mz‘ggf’ 2 53 4% | - - - 0 33 0% | Japé
Rajazgggzala“’ 15 227 7% | 15 49 31%| - - - | EEUU
Sag(l)‘(’)vsv];tz’ 40 803 5% | - ] _ ; - - | EEUU
T;gglga 9 60 13%| 12 14 86%| - - - | EBUU
Vggg_ﬁj” 21 170 12% | 42 123 34%| 0 19 0% | EEUU
Yuen, o o Hong
5000 8 85 9% 3 22 14%| - - " | Kong
Total 114 1944 6% | 133 326 41%| 0 90 0%

Taula 8. Freqiiencies mutacionals de BRAF publicades fins 1’actualitat en
CCR MSS, MSI esporadic 1 HNPCC.
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Mutacions | KRAS N"‘c‘;l;r)‘; e | Mitja (%) | Des Est* | t-Student

Gens diana' - 15 24,77 11,3 p=0,002
+ 3 37,99 3

Total de gens® - 15 23,17 9,8 p=0,001
+ 3 35,47 2,4

Taula 9. Diferéncia significativa en el nombre de mutacions de casos
japonesos MSI BRAF positius segons si son KRAS positius o negatius; Per
calcular-ho s’ha fet la mitja del total de mutacions per cada cas i després t-Student
separant els casos KRAS positius dels negatius; 1TGFBRH, Bax, IGFIIR, hMSH3,
hMSH6, ATR, MBD4, Caspasa-5, Rad50, TCF-4, Fas, Werner, BLM, BRCAI,
BRCA2, DNA Helicasa, Bcl10 i Apaf-1; 2APC, Axina2, p53 i B-Catenina més els
gens anteriors; * Desviacid estandard

A les nostres dades inicials de CCR MSI vam detectar nivells més alts de V600E
als casos japonesos que als europeus. Conseqiientment, vam proposar una diferent
modulacié de la contribucié tumorogenica de 1’activaciéo de la via Ras-Raf-MAPK
segons 1’origen i el fons genétic, perd posteriorment vam ampliar el nombre de casos
estudiats 1 la diferéncia en la freqiiencia mutacional va deixar de ser estadisticament
significativa qiliestionant aquesta afirmaci6. A més hem observat que la majoria
d’estudis a diferents llocs geografics presenten unes freqiiencies semblants (Taula 8) i
en els que no ho sén, altres estudis en les mateixes regions detecten igualment les
freqiiencies majoritaries (Taula 8). Aix0 podria ser degut a que aquests laboratoris
podrien utilitzar una forma diferent de classificar els casos MSI. Per tant no sembla que
I’origen étnic pugui modular el potencial tumorogenic de ’activacidé oncogenica de la

via Ras-Raf-MAPK.

2. L’activacio de BRAF en CCR MSI esporadic i HNPCC

L’alta incidéncia de BRAF-V600E en CCR MSI esporadic i I’abséncia en MSS
originen nombrosos interrogants al respecte. Casi tots els tumors amb la mutacié6 V60OE
tenen hipermetilat el promotor de MLHI, suggerint que la inactivacié d’aquest gen
juntament amb 1’activacid oncogeénica de BRAF contribueixen a la tumorogenesis
d’aquests casos. Altres grups han confirmat aquesta associacié (Wang et al. 2003, Deng

et al. 2004, Koinuma et al. 2004, Lubomierski et al. 2005). Tot i que la inactivacio de
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MLHI1 fa augmentar la incidéncia mutacional de les cél-lules tumorals, no s’havia
detectat mai cap mutacido amb una associacié tan directa a la hipermetilacié de MLH]1
com la V600OE de BRAF. Aquesta associacido explicaria la baixa freqiiencia de la
mutacié V60OE en els casos de CCR MSS, que només tenen metilat MLH1 en un 18%
dels casos (Arnold et al. 2004). No obstant, hem analitzat per BRAF dos tumors MSS
amb MLHI1 metilat i cap tenia mutacid. A nivell clinico-patologic 1’activacio de BRAF
s’associa al colon proximal. Aixi podem diferenciar dos subgrups de tumors MSI: els
tumors proximals amb hipermetilacié de MLHI1 i mutacié a BRAF, i els tumors distals
sense metilaci6 a MLH1 ni mutacié a BRAF, tot i que encara no esta clar quines altres

diferéncies podrien caracteritzar ambdds grups.

Tot i que la hipermetilacié de MLHI1 s’associa amb 1’activaci6 de BRAF, no
s’associa amb mutacions a KRAS, APC, AXIN2 ni TP53. Que no s’associi amb KRAS
suggereix que podrien haver modulacions especifiques de la via Ras/Raf depenent de
I’estat de metilacié de MLH1 en CCR, o alternativament de la seva inactivacid. Per tant
es pot qliestionar la hipotesis de que BRAF 1 KRAS son events genctics alternatius en
aquests tumors 1 suggerir que altres vies regulades per BRAF independents de KRAS

podrien estar contribuint en la tumorogenesis del CCR MSI proximal.

Com que BRAF-V600E s’associa a la metilaci6 de MLH1 hem determinat la
freqliencia d’aquesta mutacio en els casos HNPCC, que presenten MSI per mutacions a
gens del MMR enlloc de per metilacié. No obstant, no hem detectat cap mutacié en
aquests casos, que inclouen pacients amb mutacions germinals als gens MLH1, MSH2 i
MSH6, pacients sense mutacions germinals perd que compleixen els criteris
d’Amsterdam 1 pacients sospitosos de ser HNPCC que compleixen criteris clinics
suggestius de cancer familiar (Taula 6). Altres grups, amb molts menys casos, tampoc
han detectat cap mutacié V600E en pacients HNPCC (Taula 8). Per tant, BRAF-V600E
no esta implicat en la tumorogenesis del CCR lligat a HNPCC, independentment de si
s’ha diagnosticat per criteris moleculars o clinics. Aix0 demostra que poden haver
difereéncies genotipiques entre el cancer MSI esporadic i el familiar, tot 1 que les causes

que les ocasionarien encara es desconeixen.

L’absencia de V60OE en casos HNPCC amb mutacions a MLH1 demostra que
BRAF no s’associa directament a MSI sin6 que ho fa a la hipermetilacio de MLH1, i
que €s aixo 1 no la inactivacio del gen el que d’alguna manera promou que hi hagi una

alta freqliencia de la mutaci6 de BRAF a MSI esporadic. Per tant la capacitat
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oncogeénica de BRAF podria estar relacionada amb els mecanismes epigenétics que
estan involucrats en la inactivaci6 de MLHI1. Aixi, nosaltres ja hem descrit
concomitancia de metilacio a RASSFIA amb mutacions a BRAF 1 KRAS en CCR MSI
esporadic (Oliveira et al. 2005), 1 en cancer de tiroides papil-lar BRAF-V600E s’ha
associat a 3 de 4 gens analitzats per metilacié (Hu et al. 2006). Per tant hem analitzat la
relaciéo que t¢ BRAF amb la hipermetilacié d’altres gens tipicament metilats en CCR.
Per aix0 hem caracteritzat els nostres casos MSI esporadics utilitzant un panell de sis
gens que presenten metilacié aberrant en CCR (p16, pl4, RASSF1A, APC, MGMT i
THBS1), i hem diferenciat els casos amb i sense mutacié a BRAF a fi d’identificar

alguna possible connexié entre BRAF-V600E i metilacio (Taula 10).

Tumor| BRAF | MLH1 pl6 pl4 RASSF1 APC MGMT THBS1
13 | V60OE
25 | V60OE
34 | V60OE
5 V600E
9 | V60OE
7 | V60OE
12 | V60OE
24 | V60OE
3 V600E
4 | V60OE
22 | V60OE
14 | V60OE
6 -
8 -
16 -
23 -
31 -
18 -
21 -
17 -
28 -

1 -
11 -
33 -

Taula 10. Representacié d’alguns dels casos analitzats per metilacio en tumors MSI
amb 1 sense BRAF-V600E.
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L’associacié de BRAF-V600E amb la metilacié de cada marcador per separat
només és significativa amb p16 (Taula 11). No obstant, si sumem els resultats de tots els
marcadors per obtenir el grau de metilacio global obtenim una diferéncia
estadisticament significativa (Taula 11). Per tant BRAF-V600E no només s’associa
especificament a la hipermetilacié de MLHI sin6 també a un entorn molecular amb més
alteracions per metilacié que els tumors MSI amb BRAF salvatge. Tot i aixo, la
hipermetilaci6 de MLH1 també s’associa significativament a un estat de metilacio, ja
que individualment quatre dels sis gens analitzats s’associen a MLH1 significativament
1 també ho fan tots sis gens alhora (Taula 12). Per tant, podria ser que ’associacio de
BRAF-V600E amb metilacié fos una conseqiiéncia indirecta de que la majoria de
tumors que tenen hipermetilat MLH1 també solen presentar metilacié generalitzada a
tot el genoma. Aquesta hipotesi es veu afavorida pel fet que mai hi ha mutacions de
BRAF en HNPCC, que en baixa freqii¢éncia presenta metilacié global (Yamamoto et al.
2002). De totes formes, no es podria descartar que hi hagués una associacié real de la
mutacio VO60OE amb la metilacié d’un gen diferent de MLH1, com podria ser el cas de

plé.

BRAF | pl6 pl4 RASSFIA APC MGMT THBSI Mgelt;:)a:l"’
N 13/18  10/14 10/16 6/16 6/18 4/16 49/98

(72%)  (71%)  (63%)  (38%)  (33%)  (25%) (50%)

6/21 6/16 6/15 5/15 421 3/15 30/103
29%)  (38%)  (40%)  (33%)  (19%)  (20%) (29%)

v p<0,01 ns ns ns ns ns p<0,01

Taula 11. Associaci6 significativa entre BRAF i ’estat de metilacié en MSI;
ns: No significatiu.

MLH1| pl6 pl4 RASSFIA APC MGMT THBS1 Mgelto‘:)a;“’
. 18/23  14/18 11/20 9/20 9/23 6/20 67/124
(78%)  (78%)  (55%)  (45%)  (39%)  (30%) (54%)
] 1/16 2/12 6/11 1/11 1/16 1/11 12/77
6%)  (17%)  (55%) (9%) (6%) (9%) (16%)
X2 p<0,001  p<0,01 ns p<0,05  p<0,025 ns p<0,001

Taula 12. Associacio significativa entre hipermetilacié de MLH1 i I’estat de metilacid
en MSI; ns: No significatiu.
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En CCR s’ha descrit que una proporcié de casos presenten un nivell més alt de
gens metilats que la resta de tumors i s’ha proposat I’existéncia d’un fenotip metilador
d’illes CpG o CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) (Toyota et al. 1999). De fet hi
ha publicacions que associen especificament BRAF-V600E amb CIMP en CCR
esporadic amb MSI (Kambara et al. 2004, Ogino et al. 2006, Weisenberger et al. 2006),
tot i que encara esta sota discussio 1’existéncia d’aquest fenotip. Els nostres resultats no
confirmarien aquest fet, ja que amb els set gens analitzats per metilacid no detectem un
patré de tumors sense metilacid 1 d’altres amb molta metilacid, sind que s’observa una
distribucio estocastica (Figura 17). Per tant amb I’s dels set gens que hem analitzat no
es detecta un fenotip metilador en CCR esporadic amb MSI. No obstant, el fet que
s’hagi associat BRAF-V600E amb CIMP en aquest tipus de tumors confirma la nostra

associacio de BRAF amb metilacio genomica.

Nombre
de tumors

o N M OO

Gens metilats

Figura 17. Histograma de la distribucié de set gens metilats (MLH1, p16, p14,
RASSF1A, APC, MGMT 1 THBSI) en tumors de CCR MSI.

De totes formes encara es desconeix quin és el mecanisme molecular que dona
tanta facilitat a 1’aparici6 de la mutacid6 V600E de BRAF en aquests tumors i no en
d’altres. Tampoc es coneix quin ¢és el factor iniciador del procés: si la mutacido de BRAF
que d’alguna forma promou la metilacid, si €s la metilacié la que afavoreix 1’aparicio de
V600E o bé si hi ha algun tercer factor implicat encara desconegut que facilita alhora
tant la metilacié com la mutaci6 de BRAF. Una possible hipotesis és que BRAF activi
una via molecular diferent de la classica Ras-Raf-MAPK, que hipoteticament podria
acabar activant una metil-transferasa 1 que la mutacid V600E sobreactivés aquesta
hipotetica via. En aquest sentit s interessant que la transformacié de fibroblastes amb
Ras i també amb Fos provoca un augment en l’expressid de la metil-transferasa
DNMTI i un augment global de la metilacié (Bakin and Curran 1999, Ordway et al.
2004).
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3. L’activacio de KRAS en CCR esporadic MSS i MSI i en HNPCC

Les mutacions de KRAS soén 1’alteraci6 més preponderant d’un oncogen en
cancer, sent diferents segons el tipus tumoral (Bos 1989). Donades les diferencies de
BRAF-V600E en CCR segons I’entorn molecular, és important determinar com es
donen les mutacions de KRAS en aquests casos i comparar-les amb les de BRAF. La
freqliencia total de mutacions a KRAS obtinguda és del 33%. No obstant la proporcid
de casos MSI esporadics i de HNPCC analitzats és més alta que la freqiiéncia que tenen
aquests subgrups tumorals a la poblacid, per aixd hem normalitzat els resultats obtenint
practicament la mateixa freqiiencia (32,7%) (Taula 13), que esta en concordancia amb
estudis anteriors (Benhattar et al. 1993, Samowitz et al. 2001). A més, hem detectat una
proporcié més alta de mutacions en MSS (34%) que en MSI esporadic (22%), tal i com
s’havia publicat anteriorment (Ionov et al. 1993, Konishi et al. 1996, Losi et al. 1997,
Fujiwara et al. 1998, Iacopetta et al. 1998, Salahshor et al. 1999, Samowitz et al. 2001),
amb alguna excepcid (Aaltonen et al. 1993, Olschwang et al. 1997, Tannergard et al.

1997).

Distribucié de CCR Freqiiéncia de Freqiiéncia de KRAS

KRAS normalitzada
85% MSS  — 34% 28,9%
12% MSI esporadic —» 22% — 2,6%

3% HNPCC EE— 40% —> 1,2%
Total: 32,7%

Taula 13. Calcul de la freqiiéncia normalitzada de KRAS.

També hem detectat una freqiiéncia de mutacions a KRAS en HNPCC (40%)
més alta que en els casos MSI esporadics (22%) 1 semblant a la dels casos MSS (34%).
Curiosament aquesta freqiiencia a HNPCC varia segons el gen concret que presenta la
mutacié germinal, ja que els casos amb mutacid a MLHI tenen una freqiiencia més
baixa (32%) que els que la tenen a MSH2 (48%) o MSH6 (83%) (p=0,01). La
freqiiencia dels casos amb mutacio a MSH6 ¢és especialment alta, tot 1 que s’ha de tenir

en compte que s han utilitzat només sis tumors. Aquestes diferéncies en la incidéncia de
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KRAS entre els casos amb mutacions germinals en gens diferents podrien tenir relacid
amb els diferents fenotips clinics que sembla haver segons el gen concret que es troba
mutat germinalment, ja que si €s MLH1 els tumors tendeixen a ser solament colonics
mentre que si ¢s MSH2 s’associen més a ser també extracolonics (Bandipalliam et al.

2004).

D’una altra banda, dins dels tumors esporadics MSI la freqiiéncia de mutacions a
KRAS varia segons si hi ha hipermetilacio6 de MLH1 (18%) o no (36%), tot 1 que la
diferéncia no arriba a ser estadisticament significativa. Per tant la freqiiencia entre el
tumors esporadics sense hipermetilaci6 a MLH1 i la de HNPCC, que tampoc té
hipermetilacié en aquest gen, ¢€s molt similar. Contrariament els casos amb
hipermetilaci6 a MLH1 tenen la freqiiencia molt baixa. Aix0 pot ser perque les
mutacions de BRAF es troben en els casos amb hipermetilacié a MLH1, el que dona
suport a que KRAS i BRAF estan activant la via Ras-Raf, on s’activara KRAS o BRAF
depenent de si I’entorn molecular té alteracions genctiques o epigenctiques associades.
Aixi, en els tumors MSI sense hipermetilaci6 de MLH1 1 HNPCC, que tenen mutacions
somatiques 1 germinals respectivament, el que sol estar activat és KRAS, mentre que en

els tumors MSI amb hipermetilacié6 de MLH1 sol ser BRAF.

D’una altra banda, el 98% dels casos mutats a KRAS tenen afectats el codons 12
1 13 per només un 2% del 61, com ja s’havia establert anteriorment (Bos 1989). Pero hi
ha una diferéncia en la freqiiéncia dels codons 12 1 13 entre els diferents tipus de CCR.
Aixi, en HNPCC la freqiiéncia del codd 13 és molt més alta que als tumors esporadics,
com ja va es va publicar anteriorment (Fujiwara et al. 1998). No obstant nosaltres hem
observat que aixo0 és independent del defecte genétic que es tingui en el MMR, mentre
que aquest anterior estudi descrivia que als tumors amb defectes a MSH2 no tenien
mutacions al codd 13 (Fujiwara et al. 1998). Aquesta diferéncia de resultats podria estar
causada per la diferéncia en el nombre de casos analitzats, ja que nosaltres hem analitzat
61 casos amb defectes a MSH2 dels que 29 estaven mutats, i aquest altre estudi va

analitzar 17 casos dels que 6 estaven mutats (Fujiwara et al. 1998).

Una possible hipotesis que expliqui les freqiiencies en els codons 12 1 13 podria
estar en els factors ambientals. S’ha observat en models animals una associaci6 entre
exposicid quimica i localitzacid i tipus de mutacions activants a Ras en els tumors
resultants (Barbacid 1987). A més les mutacions al codé 12 predominen en els tumors

associats a factors ambientals, com el CCR 1 el de pulmo¢ associats al tabac (Slebos et al.
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1991, Rodenhuis and Slebos 1992, Westra et al. 1993, Diergaarde et al. 2003). Per tant,
podria ser que els tumors esporadics tinguessin una susceptibilitat més alta al dany en
seqliencies especifiques de I’ADN per factors ambientals mentre que els tumors
hereditaris tindrien lloc per predisposicid heretada. Una altra hipotesis és que les
mutacions de KRAS tant en el cod6 12 o 13 estiguin activant vies diferents quan estan
en un ambient molecular de deficiéncia de reparaci6 d’errors replicatius ocasionada per
mutacions germinals. O sigui, que aquests dos tipus de mutacions activarien vies
diferents en funci6 de la capacitat selectiva conferida per I’entorn molecular de la

cel-lula tumoral. La capacitat positiva dels codons 12 i 13 en HNPCC podria ser similar.

Per un altre costat hem detectat que les transicions G:A, que provoquen els
canvis a aspartic G12D 1 G13D, sén Dalteracié més comt a KRAS 1 més concretament
es troben amb més freqiiencia en els tumors MSI, siguin esporadics o hereditaris, que en
els MSS. Aix0 esta en concordancia amb estudis que han demostrat que les alteracions
G:A sén particularment dificils de reparar, fins i tot en un ambient amb el MMR intacte
(Brown and Jiricny 1988). Per contra, KRAS té més substitucions G:T en els tumors
MSS que en els MSI. Per tant varia el tipus de substitucié aminoacidica de KRAS entre
els diferents tipus de CCR. Com a resultat de la substitucidé G:T es produeix la mutacio
GI12V, que conseqlientment també és més freqiient en MSS que en MSI. Aquesta
mutacio esta associada clinicament a un increment del 30% en el risc de recurréncia o
mort (Andreyev et al. 2001). No esta clar si la millor prognosis dels pacients HNPCC 1
MSI esporadics té alguna relacié amb la baixa freqiiencia de la mutacié G12V en els

seus tumors.

4. L.>us de BRAF-V600E en el diagnostic de HNPCC

Independentment de les causes que a nivell molecular provoquen 1’abséncia de
BRAF-V600E a HNPCC, el fet que aix0 passi és una oportunitat a utilitzar per
diferenciar els tumors MSI esporadics dels familiars. Aixi, si es detectés la mutacid
V600E en un tumor MSI-H de CCR no faria falta fer un posterior analisis de MLHI,
MSH2 ni MSH6 ja que es podria considerar el tumor com esporadic. De totes formes els
casos que compleixin uns requisits estrictes per HNPCC, com els criteris d’ Amsterdam,
seria millor testar-los pels gens del MMR independentment de la presencia de BRAF-

V600E com a mesura de precaucid, donada la freqiiencia de CCR en la poblacid general
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1 a la possibilitat no nul-la que un portador HNPCC pugui igualment desenvolupar un

CCR esporadic.

D’aquesta forma 1’as de BRAF podria unir-se al de MSI 1 immunohistoquimica
(IHQ). Per detectar els casos en que estiguin implicats MSH2 1 MSH6 I’estrategia més
directa i predictiva d’una mutacié germinal s la combinacio de MSI amb [HQ. Aixo és
aixi perque la informacié que dona la IHQ de MSH2 i MSH6 permet identificar el gen
concret on probablement hi haura la mutacié germinal. De fet, I’abséncia d’expressio de
MSH2 o MSH6 ¢és molt indicatiu de 1’existéncia d’una mutacié. No és el mateix en el
cas de MLHI1 ja que la gran majoria de tumors en que no es detectaria expressio
d’aquesta proteina serien casos esporadics per la hipermetilacié de MLH1. Per tant, I’is
de la ITHQ de MLHI1 per detectar casos HNPCC no €s massa informativa per si sola,
pero si que ho seria si se li afegis 1’s de BRAF. Aixi, en els casos en que per IHQ es
detectés que MLHI1 esta involucrat es podria analitzar BRAF-V600E i en cas de sortir
positiu es podria descartar el pacient com a HNPCC ja que es consideraria que el
defecte que ocasiona la falta d’expressio de la proteina seria somatic. En el cas de que a
la poblacid hi hagués alguna mutacié fundacional s’hauria d’escollir si fer primer
I’analisi d’aquesta mutacié o la V60OE depenent de la que presenti més avantatges
metodologiques. Aixi hem calculat que si seleccionéssim als pacients amb els criteris de
Bethesda, en un 17% de casos s’estalviaria fer el test genétic als gens del MMR gracies
al valor predictiu de BRAF-V600E. A més en cas de que es fes IHQ de MSH2 aquest
valor augmentaria al 20%. Per tant 1’Gs diagnostic de BRAF en els tumors que
demostrin MSI-H o bé la implicaci6 de MLHI1 per IHQ (sense tenir en compte els
tumors de pacients amb un historial clinic clar de HNPCC) representa un nova eina per

al diagnostic molecular d’aquests malalts.

D’una altra banda s’ha demostrat que analitzar inicament els tumors de pacients
que compleixen els criteris d’Amsterdam pels gens del MMR detecta el minim de
portadors al cost més baix mentre que el test de MSI a tots els pacients de CCR
permetria la deteccié de la majoria de portadors, tot 1 1’alt cost que aixd comportaria
(Reyes et al. 2002). Per tant 1’as dels criteris de Bethesda €s una bona estratégia mixta
entre les dades cliniques i moleculars a nivell de costos i sensibilitat. No obstant si
enlloc d’analitzar Uinicament els pacients que compleixen els criteris de Bethesda
s’analitzessin cohorts no seleccionades el nombre de casos nous diagnosticats HNPCC

es doblaria. A més MSI és un factor predictiu en CCR de la resposta tumoral a la
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quimioterapia amb 5-fluorouracil (Ribic et al. 2003) i irinotecan (Fallik et al. 2003) 1 per
tant coneixer I’estat del MMR ajudaria a realitzar tractaments més efectius i especifics
als pacients de CCR. De totes formes, si s’analitzessin cohorts no seleccionades per
MSI igualment s’hauria de tenir en compte I’historial clinic ja que hi ha families que
compleixen criteris clinics perd que no presenten MSI-H. A aquestes families se’ls

hauria d’oferir I’assessorament i vigilancia corresponent a una familia de risc.

D’aquesta forma limitar el test de MSI només als pacients que compleixen els
requisits de Bethesda potser no és tan efectiu, encara que tindria un cost més elevat. En
cas que s’analitzessin cohorts no seleccionades hem calculat que 1’s de BRAF seria
encara més beneficios ja que permetria no haver d’analitzar els gens del MMR en el
31% dels tumors. I si ademés es realitzés la IHQ de MSH2 llavors seria en el 33% dels

tumors.

Finalment nosaltres suggerim I’introduccié de I’analisi de BRAF-V600E en el
diagnostic molecular de HNPCC, que sumada a I'as de MSI i de IHQ dels gens del
MMR ajudara a decidir quins pacients i quins gens concrets testar. Aquesta nova
estratégia és un metode fiable, rapid i de baix cost que facilitaria I’actual protocol pel

test genctic dels pacients de HNPCC.
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1. En cancer gastric KRAS té mutacions Unicament si hi ha inestabilitat de
microsatel-lits al tumor mentre que BRAF no presenta mutacions independentment

de I’estat del sistema de reparaci6 d’errors replicatius.

2. En cancer colorectal la mutaci6 VO600OE de BRAF s’associa a la inestabilitat de
microsatel-lits esporadica amb hipermetilacié del promotor de MLHI1 perd no al
cancer hereditari, cosa que no passa amb KRAS que presenta mutacions tant en

cancer esporadic com en HNPCC.

3. La mutaciéo V60OE de BRAF i la hipermetilaci6 de MLHI en cancer colorectal amb

inestabilitat de microsatel-lits estan associades a un estat de metilacié genomica.

4. La mutaci6 de BRAF V600E en el cancer colorectal amb inestabilitat de
microsatel-lits s’associa a nivell clinico-patologic inicament al colon proximal, cosa

que no passa amb les mutacions de KRAS.

5. En cancer colorectal KRAS presenta més mutacions en tumors sense hipermetilacio
de MLHI que en els que si que en tenen, independentment del seu origen esporadic
o hereditari, tot i que en 1’esporadic es donen preponderantment al cod6 12 i en

I’hereditari es donen indistintament al codd 12 o al 13.

6. En HNPCC KRAS esta mutat més freqiientment si la mutacié germinal esta a

MSH2 o MSH6 que si ho esta a MLHI.

7. En el cancer -colorectal esporadic les mutacions de KRAS es donen
preponderantment al codd 12 mentre que en ’hereditari es donen indistintament al

codo 12 o al 13.

8. Les diferéncies en les freqiiéncies mutacionals de KRAS i BRAF en cancer
colorectal esporadic i hereditari suggereixen una diferent modulacié de la via Ras-
Raf-MAPK aixi com una possible activacio d’altres vies moleculars alternatives

depenent de I’estat en que es trobi el fons genétic i epigenetic del tumor.

9. Hi ha una absencia total de la mutaci6 V600E de BRAF en HNPCC que la
converteix en una eina fiable, rapida i de baix cost per al diagnostic com a criteri

d’exclusio de cancer familiar.
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ARTICLE A

KRAS and BRAF oncogenic mutations in MSS colorectal
carcinoma progression

Oliveira Cl, Velho Sl, Moutinho Cl, Ferreira Al, Preto Al, Domingo Ez, Capelinha
AF?, Duval A*, Hamelin R*, Machado JC'*, Schwartz S Jr%, Carneiro F'**, Seruca R'*

Oncogene 2006; Epub ahead of print

En cancer colorectal (CCR) esporadic les mutacions de KRAS i BRAF tenen
una freqiiencia del 30% 1 10% respectivament i sén events genctics alternatius. Per
entendre la implicacié de 1’activacido oncogenica de KRAS-BRAF en la progressid
tumoral 1 metastasi hem analitzat KRAS 1 BRAF en 250 tumors primaris de CCR
esporadics sense inestabilitat de microsatel-lits (MSS) 1 45 noduls limfatics metastasics
(NLM) i1 hem analitzat les seves caracteristiques patologiques. El 45% dels tumors de
CCR MSS tenen mutacions en un dels dos gens i les mutacions s’associen amb invasid
de les parets (p=0,02), preséncia i nombre de NLM (p=0,02 1 p=0,03, respectivament),
metastasis distants (p=0,004) 1 estadi avangat (p=0,01). Hem demostrat que KRAS i
BRAF so6n events alternatius en Tis i T1 en CCR MSS i que les mutacions de KRAS,
enlloc de les de BRAF, contribueixen a la progressié tumoral del CCR MSS. La
freqiiencia de les mutacions de KRAS i1 BRAF és més alta als NLM que als tumors
primaris (p=0,0002). Els NLM tenen mutacié o a KRAS o a KRAS i BRAF alhora. Les
mutacions concomitants de KRAS i BRAF augmenten al llarg de la progressio en el
CCR MSS, suggerint que ’activacié d’ambdds gens és probable que tingui un efecte

sinergistic.
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ARTICLE B

RASSFI1A hypermethylation and KRAS/BRAF mutations are
not alternative genetic events in mismatch repair defective
gastrointestinal cancers

Velho S', Oliveira C', Domingo EZ, Preto A', Hofstra RMW?, Hamelin R, Yamamoto
H’ , Seruca R1’6, Schwartz S Jr*

Oncogene 2005; 24:7630-7634

RASSF1A s’inactiva per metilacié en molts tipus tumorals com el cancer
colorectal (CCR) 1 el cancer gastric (CG), pero es desconeix la seva implicacidé en
tumors gastrointestinals amb inestabilitat de microsatel-lits (MSI). Nosaltres hem
analitzat 76 tumors MSI (31 de CCR esporadic, 25 de CG esporadic i 20 de HNPCC)
per la hipermetilaci6 de RASSF1A i les mutacions de KRAS i BRAF, i hem analitzat
les seves caracteristiques clinico-patologiques. La freqiiencia de la hipermetilacio de
RASSF1A ¢és del 52% en CCR MSI, 44% en CG MSI 1 30% en HNPCC, sent
diferéncies no significatives (p=0,31). Els tumors de CCR i CG MSI esporadics amb
RASSF1A hipermetilat son poc diferenciats (p=0,05 i p=0,03 respectivament). El 36%
dels tumors de CCR MSI esporadic presenten hipermetilacié de RASSFIA i mutacions
a KRAS i/o BRAF, mentre que el CG MSI esporadic i HNPCC tenen concomitant la
hipermetilacié6 de RASSFIA i la mutacié de KRAS en un 10% i 8% respectivament,
sense tenir mutacions a BRAF. Ademés, el CCR MSI esporadic acumula
significativament més alteracions genetiques/epigenctiques a RASSF1A 1 KRAS/BRAF
que el CG MSI esporadic 1 el HNPCC (p=0,016). El perfil de les alteracions a
RASSF1A i KRAS/BRAF és diferent entre els tres grups de cancer gastrointestinal
MSI. Aquests resultats podrien tenir implicacions terapéutiques per la possibilitat
d’utilitzar inhibidors especifics de quinases, sols o amb agents demetilants, en tumors

MSI amb mutacions a KRAS o BRAF i hipermetilacié a RASSF1A.
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