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1. TECNIQUES DE CITOGENETICA MOLECULAR

Les técniques de citogenética convencional i molecular tenen und gran implicacié en el diagnostic
i pronostic de malalties. El desenvolupament de técniques de hibridacio in situ de fluorescéncia
(FISH) amb les seves variants tecnologiques com la hibridacio genomica comparada CGH, el
cariotip espectral (SKY-FISH), o el multiplex FISH (M-FISH), constitueixen una nova disciplina
anomenada citogenetica molecular i proporcionen nous métodes més precisos de deteccié de les.
alteracions cromosomiques constitucionals i de les alteracions cromosomiques adquirides en
cel -lules tumorals.

La técnica citogenetica de bandes G permet la identificacié del cromosomes gracies a l’aparicié
de un patré de bandes caracteristic i especific de cada parell de cromosomes homolegs. Un
patré de bandes G amb un nivell de resolucié 550, & un promig de 5x10° pb de DNA per banda;
capa¢ de codificar per 100-200 gens. Per poder visualitzar al microscopi una alteracio
cromosomica estructural ha d’'ésser superior a. 5 Mb i els guanys o pérdues almenys han d’afectar
a una banda o part d’ella. La técnica del cariotip amb bandes G, anomenada citbgenética
convencional, ha permes identificar nombroses alteracions cromosomiques constitucionals i
s’utilitza com a iécnica de rutina en el diagnostic d’aquestes anoMalies.

En el cas de tumors solids hi ha factors metodologics que han dificultat la incorporacié de
l’analisi citogeneética convencional com a rutina diagnostica, per tal de complementar el
diagnostic anatomopatologic. Entre els obstacles técnics per obtenir metafasés analitzables a
partir de mostres de tumor cal destacar les segiients: baixa viabilitat cel -lular degut a la necrosi,
necessitat de la disgregacié enzimdtica‘, contaminacié microbiana, contaminacié de teixit amb
cel-lules normals, preséncia d’alteracions cromosomiques molt complexes que fan dificil
determinar el canvi cromosomic primari associat a un tipus concret de tumor. En tumors solids,
les técniques de FISH i CGH, han permeés evolucionar molt més rapidament cap a la deteccié d’
alteracions genetiques i poder identificar aquest tipus de canvis (Nederloft al. 1990 , Lichter et al
1991, Ried et al 1992).

En genetica clinica, la caracteritzacié acurada de les anomalies cromosomiques, tan numeériques
com estructurals, es fonamental per conéixer la seva implicacio en la etiologia de les diferents
malalties hereditaries. La aplicacié de les noves técniques de citogenética molecular: FISH
(FISH-convencional, M-FISH, M-FISH-bands, CGH) ofereix und eina molt efica¢ a nivell clinic
al possibilitar un diagndstic més precis de les alteracions genétiques tan prenatal com
postnatalment. Aquestes metodologies permeten identificar regions cromosomiques que,

mitjancant bandes G, no poden arribar a ésser caracteritzades (cromosomes marcadors,
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derivatius i altres) o detectades (anomalies subtils o criptiques). A mes a mes, faciliten la
localitzacié de gens especifics i de segiiencies de DNA dins de cromosomes concrets, la
identificacié de microduplicacions o microdelecions i la deteccié d’aneuploidies parcials que a
vegades es manifesten donant un fenotip anomal. Es a dir, aquestes técniques ens permetran
localitzar millor les regions cromosomiques on es troben els gens implicats en diferents

patologies.
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1.1 TECNICA D’ HIBRIDACIO IN SITU DE FLUORESCENCIA (FISH)

La tecnica de FISH ha estat la base de la citogenética molecular, que ha permes progressar molt
rapidament en lés arees de recerca basica i medicina clinica. La metodologia FISH facilita
Uestudi de l’arquitectura nuclear, de l’empaquetament, localitzacio, integracié, amplificacio i
pérdua de gens.

La Hibridacié in situ va ésser introduida per Gall i Pardue [’any 1969. Aquests investigadors
| feien servir sondes de DNA marcades radioactivament per localitzar seqiiéncies de DNA
especifiques dins del nucli de Xenopus laevis. L’any 1988, Pinkel et al. van introduir la técnica
de FISH en marcar les sondes d’hibridacié amb fluorocroms. Les etapes més importants de la

técnica FISH, s’indiquen a la figura 1.

Hibridacié in situ amb fluorescéncia
(FISH) @ % % . :"":
cromosoma en NN RENRE it
preparcis THEATIIT B
de microscopi desnaturalitzar ATCTHEER e
e LIRS «
% % & preparar sonda (‘«jf
TT“I“ I 711°7 complementaria
M'W doble helix TACATCET marcada amb una
‘ de DNA ATeTRGER molécula fluorescent
. boded b 3.1 1.3
.
; \L/
F1TTT 7717771
TLIRIEET YT
ATCTREGA S5
R DR RN
hibridar la sonda
desnaturalitzar amb el cromosoma
desnaturalitzat
N Y
crr Tt BN EE
ThRERTCOCN THhOGR?COCT
.. [ I I B A I
KTCTAGER w2 RPCTRGER -——> ATCTREGR
PTSTREEY —= pUETRSEY o adaddlld

Figura 1. Esquema de la técnica de FISH (Figura adaptada de Brien 1999)

Desnaturalitzacié del material cromosomic de la mostra i de la sonda comercial.

Hibridacié de la sonda amb el cromosoma desnaturalitzat. Observacié al microscopi.
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En genética médica, la deteccié d’anomalies cromosomiques és fonamental per l'identificacié de
cariotips especifics de les malalties. La metodologia FISH ha estat particularment util per
detectar translocacions criptiques indetectables amb 1’anadlisi cromosomica de bandes.

La FISH-convencional esdevé insuficient quan no es sospita la naturalesa de l'alteracié, al
desconéixer el tipus de sonda cromosomica que cal utilitzar. En aquest casos, s’apliquen les
tecniques de M-FISH (multicolor) o de SKY (cariotip espectral) que permeten la rapida
identificacio de tots els cromosomes en una unica hibridacio utilitzant un kit comercial de 24
sondes de pintat cromosomic (Speicher et al. 1996; Schréck et al. 1996). La seva utilitat
s’evidencia en la deteccié i caracteritzacié de reorganitzacions complexes, criptiques i de
material éromoso‘mic d’origen desconegut (Uhrig et al. 1999, Joyce et al. 1999; Jalal et al 2001).
Pero aquesta metodologia també t limitacions, la principal es que no pot detectar anomalies

intracromosomiques tal com duplicacions i delecions.
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1.2 TECNICA D’HIBRIDACIO GENOMICA COMPARADA: CGH

La CGH és una técnica que permet |’analisi total del DNA, detectant guanys i pérdues de material

geneétic (Kallionemi et al. 1992) Es basa en la hibridacié competitiva simultania de DNA
problema i DNA control marcats diferencialment sobre cromosomes normals. En aquesta
hibridacié les diferéncies entre la unié de les segiiéncies de DNA marcades, indica aquelles
regions que puguin estar sobre o infrarepresentades en el genoma problema. Un software
especial per aquesta técmica, interpreta els valors de la intensitat de fluorescéncia, generant
perfils de guanys i perdues al llarg de cada cromosoma (Figura 2). En condicions de normalitat,
com que la quantitat de DNA disponible problema i el de referéncia és la mateixa el resultat de la
hibridacié és un cromosoma de color homogeni amb un. perfil normal. En condicions
patologiques, si el DNA problema conté un guany cromosomic la quantitat disponible d’aquest
DNA problema és superior i la hibridacio marcara una desviacio cap a un dels fluorocroms. Si en
el DNA problema hi ha delecié o perdua, la desviacié de color anira en sentit contrari. El
software elabora un perfil mig per cada cromosoma i el resultat final ens indica quines sén les
zones cromosomiques guanyades, amplificades o delecionades en cada mostra.

La técnica de CGH, inicialment descrita per analitzar el desequilibri en el nombre de copies de
DNA en tumors, pot aplicar-se a [’estudi d’alteracions cromosomiques desequilibrades en tot tipus

de mostra.

AVANTATGES

o Permet estudiai_’, de forma simultdnia, la totalitat de canvis en el nombre de copies de
DNA presents en el genoma.

o No necessita cél-lules en cultiu a diferéncia d’altres técniques SKY, M-FISH que depenen
de [’obtencié de metafases.

e Es requereix molt poca quantitat de DNA (200ng-1ug)

e Es pot treballar amb petits grups cel-lulars obtinguts per microdisseccié o disseccié amb
laser, també permet [’analisi d'una unica cél-lula. Quan es treballa amb tant poc material
s’ha de realitzar préviament una DOT-PCR o PCR inespecifica, fent servir
oligonucledtids degenerats.

e Pot utilitzar-se a partiv de DNA extret de mostres fresques o incloses en blocs de

parafina, per possibles estudis retrospectius.
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e Aquesta técnica ha contribuit significativament al coneixement actual de moltes
alteracions genomiques, i a la caracteritzacié dels canvis genétics en mostres procedents

de qualsevol teixit.

DESAVANTATGES

e La CGH pot avaluar canvis en el nombre de copies relatives pero no els nivells de
ploidia (diploide, triploide, tetraploide) degut a que el proérama d’andalisi de la CGH es
basa en la normalitzacio de la intensitat de senyal observada en cada metafase.

e No detecta reordenaments cromosomics equilibrats (Kallioniemi et al.1994)

® No es detecten guanys menors de 3-5Mb, a menys que es trobin amplificades unes quantes
vegades en el DNA problema . La mida minima detectable en casos d’amplificacio d’una
regio és de 2-4Mb (Piper et al 1995), i el fragment minim per una delecio és de 10-20Mb
(Kallionemi et al 1994). Una variant de la CGH, anomenada d’alta resolucio (HR-CGH)
permet la deteccié de desequilibris cromosomics submicroscopics, de l'ordre de 3 Mb
(Kirschhoff et al. 1999).

e No es fiable per a detectar canvis en les regions centromériques, telomeriques i les
corresponents a l’heterocromatina dels cromosomes 1,9,16,Y a 1’ésser molt polimorfiques
respecte al nombre de repeticions. Per evitar problemes, aquestes regions es bloquegen
amb DNA Cot-1 Kallionemi et al 1994).

*  No permet detectar mosaicismes inferiors al 30%-40% ja que un clon emmascara
laltre.

e La CGH només pot detectar canvis presents a una part amplia de cél -lules tumorals i no
permet detectar alteracions presents en clons minoritaris.

o En tumors solids, un contingut variable de cél-lules normals o cél -lules inflamatories
infiltrades dins del tumor pot reduir significativament la capacitat de la CGH per detectar
aberracions. Per aquest motiu, es requereix que un minim d’'un 70% de la mostra
énalitzada correspongui a cél-lules tumorals. Aquests obstacles es poden solventar
mitjancant la microdisseccio de petites arees tumorals excloent material contaminat de
cél-lules normals per tal de reduir els resultats enganyosos deguts a la preséncia de

cel -lules no malignes.
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Figura 2. Esquema de la técnica de CGH.
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2. ALTERACIONS CROMOSOMIQUES CONSTITUCIONALS

2.1. TIPUS I INCIDENCIA

Les alteracions cromosomiques constitucionals poden ser causa de sindromes cl z’hiques,
infertilitat, avortaments de repeticio i altres manifestacions cliniques. En [’actualitat es coneixen
més de 60 sindromes degudes a anomalies dels cromosomes. Aquestes alteracions poden estar
presents en totes les cél-lules de l'individu o bé, menys sovint, en forma de mosaicisme.
Aproximadament el 20% de totes les concepcions presenten alteracions cromosomiques, pero la
majoria no arriben a implantar-se o avorten espontaniament. La incidéncia d’anomalies
cromosomiques a nounats es d'un 0.65%, aquesta freqiéncia varia segons la etapa del
desenvolupament. En diagndstic prenatal s’han detectat alteracions citogenétiques en el 3% dels
embrions de primer trimestre i en el 2% de segon trimestre (Lippman et al 1992). Tanmateix
s’han observat alteracions cromosomiques en un 10% dels espermatozoides de un individu sa i
aproximadament en la meitat dels embrions procedents de programes de fertilitzacio in vitro de
parelles subfertils i en més del 50% dels avortaments espontanis. (Hsu,1992; Guttenbach et al
1997; Munné et al 1998).

Les alteracions cromosomiques es classifiquen en numériques i estructurals. Es considera que
aproximadament 1 de cada 150 nounats te una alteracié cromosomica moderada o greu. El tipus
d’anomalia cromosomica més freqiient es la numérica i concretament les trisomies autosomiques
21,13, 18 i les que afecten els cromosomes sexuals 47,XXY; 47 XYY; 47, XXX i la monosomia
45X

L obtencio de DNA genomic de qualsevol mostra permet l'amplificacié per PCR d’algun gen o
marcador  especific d'un cromosoma concret, utilitzant oligonucleotids éomplementaris.
Darrerament una variant anomenada PCR fluorescent quantitativa (QF-PCR) possibilita una
rapida deteccid prenatal de les aneuploidies més fregiients que afecten als cromosomes X, Y, 13,
18, i 21 (Adinolfi et al 1997; Cirigliano et al. 2001). El gran avantatge d’aquesta técnica
molecular és, a part de la seva rapidesa i fiabilitat, que es pot obtenir DNA d’una mostra molt
petita que a vegades resulta insuficient per obtenir cromosomes.

Les anomalies estructurals es produeixen per trencaments dels cromosomes originant fragments
cromosomics que poden perdre’s (delecid) o intercanviar-se (reorganitzacions). La pérdua de
gens en el primer cas o el possible canvi d’activitat génica en el segon produeixen, en molt casos,
disfuncions cel-lulars. Si aquestes alteracions cromosomiques tenen lloc a la meiosi, abans de la

concepcio, estaran presents en totes les cél-lules del fetus. Si els errors es produeixen a la mitosis
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postconcepcional, el resultat és un fetus mosaic on existeixen cél-lules normals i cél-lules amb
alteracions cromosomigques.

Les anomalies estructurals representen un 10% de totes les alteracions cromosomiques i poden
ésser equilibrades o desequilibrades (Hsu, 1 592). Les més freqiients son les equilibrades que estan
presents en un 2% dels nounats i en el 5% d’embrions analitzats per diagnostic prenatal; mentre
les desequilibrades constitueixen un 0.04% i 0.06% respectivament (Hsu, 1992, Jacobs et al. 1992,
Yu et al. 1997, Bugge et al. 2000). Les alteracions estructurals més freqiients son les
translocacions.

La prevaléncia d’anomalies cromosomiques de novo en nounats es mostra a la taula 1.

Taula 1.  Incidéncia d’alteracions cromosomiques de novo

Alteracions cromosomiques

Tipus Nounats
Numeériques

trisomia 21 1/700
trisomia 18 1/3000
trisomia 13 175000
47, XXY 171000
47.XYY 1/1000
47, XXX 171000
45X 175000

Estructurals equilibrades

translocacions 1/500

inversions 17100
Estructurals desequilibrades

translocacions 172000
Mosaics 1/3000

Cromosomes Marcadors _ 0.4-0.72/1000

Cal destacar que la freqiiéncia en avortaments espontanis és la segiient: el 52% sén trisomies
(d’elles, la més freqiient es la trisomia 16), el 18%, correspon a la monosomia X (45,X), el 17%
triploidies i de 2-4 % translocacions.

No totes les alteracions cromosomiques estan associades a malalties, pero generalment les
autosomiques tendeixen a ésse} més severes que les que afecten als cromosomes sexuals y les
delecions més severes que les duplicacions.

Es calcula que quasi el 25% de les anomalies estructurals equilibrades i un nombre molt gran de

les desequilibrades s’associen a alteracions en el fenotip (Crolla, 1996; Brewer et al. 1998 y
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1999; Bugge et al. 2000; Shaper and Lupski, 2000; Li et al. 2000). En.aquest casos, les
caracteristiques cliniques més freqiients son retard mental, retard del creixement intrauteri,
alteracions neurologiques, malformacions congenites i infertilitat. Aquest tipus de alteracions
cliniques sovint son el resultat de l’alteracié de molts gens.

Cadascuna de les anomalies cromosomiques estructurals pot considerar-se com unica ja que,
encara que els punts de trencament observats al microscopi, es trobin a la mateixa banda, poden
estar separats entre si per varies megabases (Warburton, 1991). La pérdua o duplicacio de
segments cromosomics d’una mida semblant pot tenir conseqiléncies molt diferents depenen del
nombre i funcio del gens que es localitzen en aquestes regions. Algunes alteracions
cromosomiques estructurals son fenotipicament innocues (variants polimorfiques com ld inversio
pericéntrica del cromosoma 9) pero també s’han descrit individus que presentaven alteracions
cromosomiques sense alteracions fenotz’piqués aparents (Gardner and Sutherland,1996).

La tecnica de FISH convencional esta estandaritzada en la majoria dels laboratoris de
citogenética al permetre la deteccié tant d’anomalies cromosomiques numérigues com
estructurals. Les dues grans avantatges de aquesta técnica son: la rapidesa i la faciliiat en la
deteccié d’anomalies com microdelecions, duplicacions i reorganitzacions complexes. L’any
1 993, Ward et al. varen evidenciar la utilitat de aquesta técnica per realitzar grans screenings de
aneuploidies en mostres de liquid amniotic no cultivat (emprant sondes pels cromosomes amb més
rellevancia en la clinica en el diagnostic prenatal 13, 18, 21, X e Y). La utilitzacié de sondes de
pintat cromosomic es especialment Util per detectar reorganitzacions complexes i per la
identificacio dels cromosomes marcadors, al evidenciar Jacilment la existéncia de intercanvis
entre cromosomes no homolegs degut a la preséncia de colors diferents en un mateix cromosoma
(Batista et al. 1993, Fuster et al. 1 997,'_ Wieczorek et al. 1998; Lee et al. 2002). Per altra banda,
la possibilitat de realitzar multiples hibridacions (no simultanies) utilitzant diferents tipus de
sondes (de seqiiéncia unica, de pintat cromosomic, centromériques) sobre una mateixa
preparacié ha resultat molt util, especialment en el diagnostic prenatal, preimplantacional o
preconcepcional i en general quan es disposa de poc material (Larin et al 1994, Escudero et al.
1997).

La tecnica de CGH constitueix una alternativa a la de FISH en la caracteritzacio d’alteracions
cromosomiques numériques i estructurals desequilibrades (incloent duplicacions i delecions).
L’eficacia d’aquesta técnica per la identificacio de alteracions cromosomiques constitucionals va
quedar palesa, per primera vegada,' en el treball de Bryndorf et al. (1995) al identificar un

desequilibri cromosomic, préviament detectat per bandes G, en un cas de diagnostic prenatal.
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Posteriorment, ’aplicacié de la CGH al diagnostic postnatal va permetre caracteritzar anomalies
que eren impossibles de identificar amb la citogenética convencional (Erdel et al 1997; Levi et al
1997, Yu et al. 1997; Daniely et al. 1998; Lapierre et al. 1998; Airam-Goldring et al. 2000;
Levy and Hirschhorn, 2002). La utilitat de la CGH ha quedat palesa en la identificacio
d’alteracions desequilibrades en diferents teixits: amniocits no cultivats (Lapierre et al. 2000),
avortaments espontanis (Daniely et al. 1999 a,b), placenta (Christiaens et al. 2000; Ozcan et al
2000; Tabet et al. 2001); blastomers (Voullaire et al. 2000) i en corpuscle polar (Wells et

al.2002). A més, permet la deteccié de mosaics confinats a placenta (Lestau et al. 1999 i 2000)

2.2. ANOMALIES CROMOSOMIQUES CRI PTIQUES

A causa de les limitacions de les técniques de citogenética convencional, fins ara, son pogues les
regions cromosomiques critiques associades a un sindrome clinic concret. Entre aquests es
troben les sindromes degudes a microdelecions com la de Williams (delecié a 7q11.23), la de
Prader-Willi i la d’Angelman, (delecié a 15q12), la de Smith-Magenis (delecidé a 17pl11.2), la de
DiGeorge/velocardiofacial (delecié a 22ql1.2) entre d’altres.

Actualment, amb la existéncia de sondes comercials especifiques d’aquests loci es possible
diagnosticar tan microdelecions com microduplicacions e inversions (Lichter et al 1991; Ward et
al 1993; Shaffer et al.1995). L’any 1997, Ligon et al. varen realitzar el primer estudi pilot per
detectar la presencia de microdelecions en pacients amb retard mental i de creixement utilitzant
un coctel de sondes multicolor de les regions més fregiients implicades en aquestes sindromes.
Podem concloure que la combinacio d’estudis citogenétics i moleculars ha permés detectar i
relacionar la preséncia de microdelecions i microduplicacions amb diverses sindromes (Fig.3).
Les regions telomériques son molt riques en gens i poden presentar anomalies cromosomiques
criptiques que, en molts casos, no es poden detectar a | 'utilitzar bandes G. L’any 1993, Meltzer et
al. combinant els metodes de FISH i microdisseccio, varen demostrar que es podien detectar
delecions i translocacions telomériques criptiques. Perd com que la técnica de microdisseccio es
molt laboriosa, actualment s’utilitzen les sondes multi-subtelomeriques especifiques per la
caracteritzacio d’aquests tipus d’alteracions (Flint et al. 1995; Knight et al. 2000; Bezrookove et
al 2000). Amb aquesta metodologia s’han trobat anomalies cromosomiques crz’pfiques afectant
regions subtelomeériques en el 7% de pacients amb retard mental moderat/sever asﬁociat a
malformacions congenites (Knight et al.1999).

Segons el estudis realitzats per Benz et al. (1998), la CGH-convencional permet la deteccié de

delecions cromosomiques majors de 10 Mb. Pero diferents equips han descrit desequilibris
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cromosomics criptics utilitzant aquesta metodologia. Aixi, Ghaffari et al.(1998) i Joly et al.
(2001) han detectat anomalies cromosomiques criptiques en casos on les bandes G indicaven un

cariotip normal.
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Figura 3. Microdelecions(verd) i microduplicacions(vermell) en sindromes.
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Figura 3. Microdelecions(verd) i microduplicacions(vermell) en sindromes.

Breen et al. (1999) han demostrat que la CGH permet determinar tant I'origen de cromosomes marcadors
supernumeraris com confirmar la presencia de delecions criptiques (préviament detectades mitjancant
FISH). Actualment, utilitzant aquesta técnica es poden detectar delecions associades a la sindrome de
Prader-Willi/Angelman (de 3-5 Mb) pero no les associades a les sindromes de DiGeorge i de Williams (I-
2Mb) (Kirschhoff et al. 2000).
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Breen et al. (1999) han demostrat que la CGH permet determinar tant l'origen de cromosomes
marcadors supernumeraris com confirmar la presencia de delecions criptiques (préviament detectades
mitjiangant FISH). Actualment, utilitzant aquesta técnica es. poden detectdr delecions associades a la
sindrome de Prader-Willi/Angelman (de 3-5 Mb) pero no les associades a les sindromes de DiGeorge i
de Williams (1-2Mb) (Kirschhoff et al. 2000).

Darrerament, la CGH d’alta resolucié (High Resolution CGH, HR-CGH) se esta aplicant amb éxit per la
identificacic de desequilibris cromosomics criptics en pacients amb dismorfologies i retard mental,
detectant-se una major incidéncia d’alteracions cromosomiques que en el screening utilitzant sondes
subtelomériques (Kirschhoff et al. 2001, Ness et al.2002). Es considera que la utilitzacicg d’aquesta
metodologia en els laboratoris de citogenética permetra, en un futur proxim, explicar un 10% de les
alteracions del fenotip al detectar la preséncia d’ alteracions cromosomiques que fins ara no eren

diagnosticades.
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3. ALTERACIONS CROMOSOMIQUES ADQUIRIDES EN TUMORS

SOLIDS EPITELIALS
3.1 INTRODUCCIO GENERAL

Quan es parla de cancer s’esta fent referéncia a més de 300 malalties genétiques independents
que el que tenen en comu és que s’originen per una acumulacio de mutacions especifiques o
canvis adquirits en el DNA (Volgelstein i kinzler,1993), i per un creixement cel-lular
descontrolat que esdevé maligne.

L’ analisi citogenética de les cél-lules tumorals ha proporcionat una important informacié en la
biologia del cancer. Les cél-lules somatiques pateixen mutacions i si aquestes evolucionen poden
induir neoplasies. S’ha descrit la preséncia d’ al teracions cromosomiques clonals (inic
progenitor cel-lular) en més de 30.000 neoplasies humanes (Mitelman, 1998). Moltes d ’aéuestes
alteracions s “han caracteritzat molecularment i han permés la identificacic de nous oncogens i
gens superiors de tumors implicats en la génesi tumoral. Aixi cada dia sén més conegudes les
alteracions citogenétiques responsables de la transformacié neoplassica i els mecanismes
moleculars implicats. En neoplasies hematologiques i sarcomes, 1’analisi citogenética constitueix
una important eina diagnostica i pronostica incorporada a la rutina del laboratori, ja que en
' general una alteracio especifica caracteritza freqiientment una patologia. En tumors solids ['us
esta forga més limitat degut a problemes técnics en el cultiu de les mostres, preséncia de multiples
clons cel-lulars i cariotips complexes. En particular, els tumors epitelials es caracteritzen per un
nombre elevat d’alteracions cromosomiques complexes i cap és especifica d’un tipus de tumor
determinat. L’elevat grau d’inestabilitat gendmica en fofma de nombroses alteracions numeériques
i estructurals, aixi com l’elevada heterogeneitat tumoral sén propietats comuns a la majoria de
carcinomes caracteritzats citogenéticament.

Una revisio sobre la freqgiiéncia i distribucio dels desequilibris cromosomics detectats amb bandes
G en 3185 tumors solids corresponents a 11 tipus diferents (Mertens et al 1997) va mostrar que
les alteracions més freqiients, eren les pérdues dels cromosomes X)Y,4,10,13,14,15,18,22,
1p22pter,3p13pter,6q14qter,8p,9p,11p i els guanys dels cromosomes 7,20,12q i 11q. En aquest
estudi s 'observava que, en general, les pérdues eren més freqiients que els guanys .

Per altre banda, la revisio de les dades aportades per la técnica de CGH en tumors solids ha
mostrat que els guanys sén mes comuns que les pérdues (Rooney et al 1999). Aquesta diferéncia
pot ser deguda a les dificultats d’identificacio de les alteracions cromosomiques amb bandes G en

aquells casos en que el cariotip del tumor és molt complex.
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Les alteracions detectades per CGH en els diferents tipus de tumors epitelials, que per alfre
banda son comuns a la majoria dels tumors estudiats, son els guanys a 39,8q,20q,1q i les
perdues a 8p, 13q,17p (revisat per Forozan et al.1997). Cal destacar que la técnica de CGH ha
premes identiﬁcar nombroses amplificacions tant en regions cromosomiques on es localitzen

oncogens coneguts com en d’altres desconegudes fins el moment.
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3.2 CARCINOMA RENAL
Quan es parla de tumors renals o carcinoma de cél-lules renals (RCC) es fa referéncia a
neoplasies que sorgeixen del parénquima renal excloent els tumors de la pelvis renal i els calces.
Dintre dels tumors renals hi distingim dos grans grups: el carcinoma renal a 'adult i el tumor de
Wilms (Nefroblastoma) a l’infant. En aquest apartat només farem referéncia al carcinoma renal.
EPIDEMIOLOGIA
El 80% dels tumors renals sén adenocarcinomes, que poden ésser de cél-lules clares amb patré
de creixement solid i de cél-lules cromofiliques amb patré de creixement papil-lar. La forma
sarcomatoide representa menys del 5% dels casos, presentant pitjor pronostic, donada la gran
tendéncia a desenvolupar metastasis, independent del tractament del tumor primari.
El carcinoma renal representa el 85-90% de les neoplasies malignes del parénquima renal. Es
més freqiient en [’home (1.6 vegades) i I’edat d’aparicié més freqiient és a partir dels 50-60 anys.
Distribucio geogrifica

1. Incidéncia alta : Dinamarca , Nova Zelanda , Noruega, Escocia.

2. Incidéncia intermitja: Australia, Bélgica , Franga, Holanda, EEUU.

3. Incidéncia baixa: Irlanda, Italia, Japé, Espanya, Veneguela.
Factors etiologics
El consum de tabac, cafe, grasses animals, ['obesitat (sobretot en dones), | "hi pertensib’ , alguns
tractaments amb estrogens, exposicié ocupacional a productes derivats del petroli, metalls pesats,
asbest, cadmi, dioxid de tori (thorotrast), productes emprats en el curtit de la pell i exposicié a
radiacions ionitzants. També s ’ha relacionat amb el consum cronic d’analgésics tipus fenacetina i
amb certes infeccions viriques (MostolfiFK, Algaba F. Et al 19909). El risc a patir cancer renal
també incrementa en pacients afectats de la malaltia quistosa renal adquirida associada a
insuficiencia renal cronica i esclerosis tuberosa (revisat a Motzer et al 1 996). »
En la majoria dels casos, els tumors renals apareixen de forma esporadica sense un patré
d’heréncia reconegut. Hi ha pero formes familiars molt poc freqiients que és caracteritzen per un
patré d’heréncia autosomica dominant, aparicié a edat jove i tumors bilaterals i multifocals. La
Sindrome de Von Hippel-Lindau presenta una predisposicié familiar a una varietat de neoplasies
entre les que s’inclou el cancer renal de cél-lules clares que apareix en un 40% dels pacients
amb la sindrome. El gen responsable (VHL) es localitza a 3p25-26 i codifica per una proteina
que juga un paper important en els mecanismes de control de la tumorigénesi i angiogénesi. La

proteina VHL activa els mecanismes de control en les vies de degradacié mediada per ubiquitina
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i regula negativament la sintesi de factors induits per l'anoxia (Murata et al. Cancer Research
2002). |

Altres formes familiars del carcinoma renal de cél-lules clares s’han trobat associades a una
transloqacié constitucional equilibrada entre el cromosoma 3p i el cromosoma 6 o el cromosoma
8 (Cohen et al 1982, Pathak et al. 1982 NEJM). Mes recentment s’han detectat formes familiars
associades a translocacions entre 3q i els cromosomes 1 i 2 (Kanayama et al. 2001 i Bodmer et
al. 2002 respectivament). La forma hereditaria del carcinoma renal de tipus papil-lar s’ha
associat d mutacions constitucionals del protoncogen MET localitzat a 7q (Schmidt et al. 1997
MARTA).

CARACTER ISTIQUES HISTOMORFOLOGIQUES

La nefrona ha anat adquirint una rellevancia en oncologia cada vegada més gran, des del moment
que s'han comengat a subdividir els tipus cel-lulars dels carcinomes segons el suposat tram
d’origen. En la nefrona s hi distingeixen els segiients segments.: 1. Tubul proximal, 2. Nansa de
Henle, 3.Tub distal, 4. Tub connector , 5. Tub col-lector, 6. El ducte de Bellini.

Dins dels tumors renals es consideren els segiients (Figura 4). Els diferents tipus cel-lulars que
es poden observar :
1.Cel-lules clares

2.Cél-lules granulars (sembla ésser una variant de les cel-lules clares)
3.Cél-lules basdfiles (o cromdfiles)

4.Cél-lules cromofobes

5.Cél-lules oncocitiques

6.Cél - lules del ductes col- lectors (de Bellini)

7.Cél-lules fusiformes (aspecte sarcomatoide)

Figura 4. Diferents parts de la nefrona i tipus cel-lulars dels tumors renals.
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~ Patrons de creixement (Figura 5 )

Els diferents tipus de patrons de creixement observats son:

1. Patré Solid: la distribucié de les cél-lules neoplassiques és uniforme amb estroma finament
capil -lar.

2. Patro tubular: formes de petits tibuls .

3. Patré quistic: preséﬁcia d’estructures tubulars amb dilatacié de llum (quists) .

4. Patré papil -lar: el creixement de cél -lules neoplassiques és al llarg d’un eix connectiu i és el

que constitueix el patré papil -lar vascular.

CLASSIFICACIO HISTOPATOLOGICA-CITOGENETICA-MOLECULAR
La correlacio entre les dades histopatologiques, citogenétiques i moleculars, ha permés arribar a
una classificacio consensus segons la qual, els tumors renals es classifiquen en els segiients tipus)

(Fig 4 . Thoenes et al 1986)

a- carcinoma renal de cél -lules clares
Representa el 60-80% dels carcinomes, es considera originat en el tub proximal , i es caracteritza
per la pérdua del brag curt del cromosoma 3 (Daniel L.N et al 1989)

b- carcinoma de cél -lules cromofiliques
Representa el 7-14% dels carcinomes, generalment és papil -lar i es considera que s’origina en
els tubuls proximals. Es caracteritza per la preséncia de trisomies dels cromosomes 7, 17 i pérdua
del cromosoma Y en els adenomes i trisomies addicionals dels cromosomes 16,12 i 20 en els
carcinomes .

c- carcinoma de cél-lules cromofobes
Representa el 5-10% dels carcinomes i es considera originat en les cél -lules intercalars dels tubs
connectors o zona cortical dels col-lectors. Es caracteritza per les pérdues dels cromosomes

1,2,6,10,13,17,i 21.

d- Oncocitoma
Representa el 5% del contingent de neoplasies renals d’origen incert,;- possiblement originat en
els tubs distals 1 en els que s’han descrit traslocacions dels cromosomes 1,11,13,22 (Kovacs G.

et al 1987)

18



Introduccio

e- Carcinoma de tibuls col-lectors (o ducte de Bellini)
Representa el 1-2% dels carcinomes i es caracteritza per la Monosomia dels cromosomes
1,6,14,15,22. A | “igual que els carcinomes urotelials de cél-lules transicionals, presenta

alteracions de bracos llargs del cromosoma I (Fuzesi L. et al 1992)

f- Carcinoma fus-cel -lular o sarcomatoide
Representa el 1-10% dels tumors renals i es considera com una forma morfologica derivada dels

tipus cel -lulars anteriors (Baer S et al 1993)
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Figura 6. Classificacio histopalogica-citogenética-molecular dels tumors renals.
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Figura 5. Tipus cel-lular, patré de creixement i grau dels diferents tipus de tumors renals.
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GRAU I ESTADI
El grau de diferenciacié nuclear i l’estadi d’extensio dels tumors s utilitzen com a factors de

pronostic.

En els RCC s’estableix el grau respecte a la atipia nuclear incloent la mida del nucli, el seu

contorn i la preséncia i visibilitat del nucleol.

Actualment d’acord amb la classificacio de Fuhrman, es distingeixen 4 graus (G1, G2, G3,
G4).(Fig 5).
L’ estadi del tumor en cancer renal, segueix els criteris TNM (Tumor Node Metastasis) designats

pel Comité America Conjunt sobre el Cancer (AJCC)1997 Veure Taula 4 i Figura 7.
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Figura 7. Imatges d’estadis d’invasié dels tumors renals.
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ESTUDIS CITOGENETICS

Tal i com s’ha indicat anteriorment, la citogenética permet la classificacié dels tumors renals
respecte les seves diferéncies genotipiques. A més, les dades citogenétiques mostren un patré
d’evolucié en aquests tumors que proporciona informacio rellevant sobre el prondstic de la
malaltia . _

De forma general podem dir que en aquells casos en que no es produeix una regressio de les
cel-lules embrionaries, aquestes poden desenvolupar un tumor renal papil-lar amb ’aparicié de les
trisomies 7 i 17 i la pérdua del cromosoma Y. En el procés de transformacié d’adenoma a
carcinoma esta implicat el guany de determinades regions cromosomiques tal com les trisomies 8,
12, 16 i 20 i la duplicacié de 3q. El guany de 10q estaria relacionat amb la transformacid
sarcomatoide i la pérdua de 3p21 s 'ha observat en alguns RCC papil-lars que evolucionen cap a la
SJorma mes maligna de RCC de cél-lules clares, reflectint una relacié més estreta entre aquestes
dues formes de carcinomes renals. Per altre banda , un subtipus de carcinoma renal papil-lar es
caracteritza per translocacions equilibrades implicant a la regié Xpl1.2.

L’estudi d’aquests tumors mitjangant CGH ha mostrat que a més dels guanys observats amb bandes
G, apareixen de forma freqiient guanys a 5q i pérdues de 1p, 49,69,9p,13qi Y .

El carcinoma renal de céllules clares es caracteritza per la pérdua de 3p (per translocacio
desequilibrada, delecié o monosomia 3) o alteracions moleculars que afecten a 3p. Un augment de
desdiferenciacio nuclear(GI>Gll) s’acompanya de guanys del cromosoma 5q, 7 i 10. Pérdues dels
cromosomes 6q, 8p, 14q i 9 apareixen durant la progressié. Els estudis amb CGH coincideixen
amb els de citogenética convencional mostrant la pérdua de 3p com alteracié més freqiient seguida
de pérdues als cromosomes 9p,13q,6q i guanys a 5q .

-Els oncocitomes sén citogenéticament heterogenis. Un grup es caracteritza per la translocacié
reciproca t(5;11)(q35;q13) que implica gens que codifiquen enzims de la cadena respiratoria del
mitocondri. Un altre grup es caracteritza per la pérdua del cromosoma 1 i per la preséncia
d’associacions telomériques. La pérdua de material del cromosoma 1 és l’alteracié més freqiient
detectada per FCGH en oncocitomes. Altres alteracions freqiientment detectades amb aquesta
técnica son pérdues implfcant al cromosoma 14 i als cromosomes sexuals .

El carcinoma de cél-lules cromofobes presenta la pérdua de material cromosomic més abundant
coneguda en un tumor. La forma més tipica es caracteritza per multiples monosomies (-1, -2, -6, -

10, -13, -17, -21, i -Y) que s han confirmat per citogenética convencional, FISH i CGH.
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L'estudi de les proliferacions epitelials atipiques en la malaltia de quists renals adquirits ha
mostrat la presencia d’aneuploidies afectant ais cromosomes 7, 1 7, 12 i 20 en diferents tipus de
lesions. Aquest descobriment indica que aquestes proliferacions poden considerar-se com a lesions
neoplastiques primerenques ( Cheuk et al 2002).

A continuacio fem un breu resum d’alguns dels estudis citogenétics i moleculars que s 'han portat a
terme en carcinomes renals i la correlacié amb cada un dels tipus i subtipus establerts fins al

moment.

CARCINOMA RENAL DE CEL -LULES CLARES

Pérdua de 3p

Es lalteracié més caracteristica

_ En algunes formes familiars rares, s’han descrit translocacions constitucionals equilibrades
implicant 3p12p-14 (Cohen et al. 1979, Pathak et al. 1982; Kovacs et al. 1989, Dal Cin et al
1996). Observant-se, en els tumors, la pérdua parcial de 3p per desequilibri de la translocacié.

_ La pérdua de 3p s’observa també en estudis citogenétics de tumors esporadics (Yoshida et al.
1986, Kovacs et al. 1987).

_ Deteccié d’una translocacié constitucional t(1,3)(q32-41;q13-21) en una familia amb RCC de
cél-lules clares (Kanayama et al. 2001)

_ Translocacié constitucional t(2;3)(q35;q21) en una familia amb RCC. Caracteritzacié de la
regié 3q13-q22 (Bodmer et al. 2002 a).

_ Caracteritzacié del gen DIRC2 localitzat a 3q21 i afectat pel trencament de la translocacio
Jamiliar t(2,3)(q35,;921) (Bodmer et al. 2002 b).

_ Gen DIRC2 afectat per la translocacié constitucional t(2,;3)(q35;q921) no es troba associat al
desenvolupament del tumor (Bodmer et al. 2002)

_ Deteccié del gen TRCS localitzat al cromosoma 8 i que es interromput per la t(3;8) (Gemmill et
al. 2002)

_ Delecions i pérdues al -leliques a 3p (Tajara et al. 1988, Kovacs and Frisch 1989, Van den
Berg et al.1993; Presti et al. 1993;1gbal et al. 1996)

Introduccié d’un 3p en linia cel .-lular establerta a partir d’un carcinoma d’aquest tipus
modera la tumorigenicitat d’aquestes cél-lules ( Shimizu et al. de polimorﬁsnies en la mida de
Jragments de restriccié RFLP i amplificacio de microsatél -lits per PCR, han mostrat la pérdua de
diferents regions d’aquest bra¢ cromosomic: 3pl2, 3p13-p14.2, 3p21-24, 3p25-26 en més del 97%
des casos (Yamakawa et al. 1991;Van der Hout et al. 1993; Lubinski et al. 1994, Foster et al.
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1994; Wilhelm et al. 1995; Van der Berg et al.1996; Chudek et al. 1997). Pérdues al -léliques en
els loci 3p14.3-3p24.3 s’han detectat en més de 97 % dels casos.

_ Pérdua de 3p detectada per CGH en el 63 % dels casos (Reutzel et al. 2001)

_ Deteccié de tres regions critiques per la localitzacié de gens supressors a 3p.: regié 3p26.1-
p25.3, 3p25-p24.3, 3p21.3 (Braga et al. 2002)

_ El gen VHL (malaltia Von Hippel- Lindau) és, de moment, 1’linic gen associat a carcinomes
renals de cél-lules clares. Aquest gen amb locus a 3p25p-26 va ser identificat per estudis de
lligament en pacients afectats per la sindrome i ha estat proposat com a gen supressor de
tumors. Mutacions del gen VHL s’han trobat en el 50% de carcinomes de cél-lules renals no
papil lars (Gnarra et al. 1994, Kench et al. 1996) '

_ Estudis de tumors renals en pacients amb la sindrome de Von Hippel-Lindau indiquen que els
tumors de baix grau amb nombre cromosomic proxim a diploide, es caracteritzen per
translocacions r_ecz’proques, diceéntrics i/o isocromosomes i aneuploidies. Els tumors d’alt grau i
les seves metastasi ganglionars son altament aneupioids i presenten translocacions equilibrades
que impliquen la pérdua de 2q, 3p, 4q, 9p, 14q, i 19p (Philips et al. 2001)

_ Les mutacions en VHL gen estan relacionades amb RCC de cél-lules clares i poden océrrer
com a canvis en l’inici del tumor i com canvis tardans (Kondo et al. 2002)

_ Les delecions a 3p amb punts de trencament proxims al locus de VHL es troben en el 90% dels
tumors i fa pensar que altres gens localitzats a 3p estan implicats a la tumorigenesi renal.

_ El gen FHIT (Ohta et al. 1996 esta localitzat en el punt de trencament de la t(3;8) (p14.2;q24)

dels tumors dels individus de la famfilia descrita per Cohen ]l “any 1979. Bugert et al. (1997) van
descartar la implicacio genética de la regio que conté aquest gen en la tumorigénesi renal.

_ Més recentment, s’han observat canvis en l’éxpressié del gen FIHT durant la progressié del
tumor suggerint un paper que el mecanisme de canvis reversibles en la inactivacié d’aquest gen
pot tenir un paper durant l'inici i progressié del RCC de cel -lules clares (Ramp et al. 2002)

_ S’han analitzat regions critiques de pérdua a 3p21.3, localitzant almenys tres loci candidats a
supressors relacionats amb cancer renal, cancer de cel-lules microcitiques de pulmé i cancer
colorectal (Braga et al. 2002)

Guany 5q ,

Fis alteracié més freqiient després de la pérdua de 3p (Kovacs and Frisch 1989, Van den Berg et
al.1993; Presti et al 1991; Moch et al. 1996)

-Guany de 5 detectada per CGH en el 63% dels casos. Es correlaciona amb baix grau (Reutzel

etal. 2001)
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-Amplificacio de 5q23q-33 detectada per CGH (Yang et al. 2000)
Guany 7 |
-S’ha detectat de forma fregilent per citogenética convencional(Kovacs and Frisch 1989, Van den
Berg et al.1993; Presti et al. 1991; Moch et al. 1996)
-S8’ha detectat de forma fregiient per citogenética convencional(Kovacs and Frisch 1989, Van den
" Berg et al.1993; Presti et al 1991; Moch et al. 1996)
-Guany del 7 detectada per CGH en el 35 % dels casos (Reutzel et al. 2001)
-Amplificacié de 7q22-gter (Yang et al. 2000)
Pérdua Y
Es freqiient i es troba associada a la pérdua de 3p (Dal Cin et al. 1996)
Pérdua de Y detectada per CGH en el 7% dels casos (Reutzel et al. 2001)
Pérdues de 14q
" -Reorganitzacions del cromosoma 14. Un 70% d’aquestes s6n monosomies del cromosoma 14
(Béroud et al. 1996)
-Pérdua de 14qg en un 54 % dels casos analitzats per CGH (Yang et al. 2000)
-Pérdua de 14q detectada per CGH en el 30% dels casos (Reutzel et al. 2001)
-Estudis moleculars relacionen la LOH de 14q amb agressivitat tumoral (Mitsumori et al. 2002)
Pérdues de 6q,8p
-Pérdua de 6/6q detectada per CGH en el 17 % dels casos cada una d’elles (Reutzel et al. 2001)
-Pérdua de 8/8p detectada per CGH en el 15% dels casos cada una d ‘elles(Reutzel et al. 2001)
Pérdua del cromosoma 9
-L'estudi de pérdues al-léliques en el cromosoma 9 ha delimitat dues regions d’aquest
cromosoma que contenen gens candidats a supressors de tumors a 9p21p-22 i 9933-qter (Cairns
etal. 1995)
-Estudis de LOH indiquen que la pérdua mes fregiient es a 9922 on es localitza el gen PTCH
(patched) (Fukunaga et al. 2002) |
-Gen CDKN2/p16 localitzat a 9p21 es un gen candidat a éen supressor de tumors, la pérdua dels
seus al-lels s’ha detectat en diverses linies cel -lulars tumorals (Cairns et al. 1995, Nobori et
al.1994, Kamb et al. 1995 )
-Pérdua de 9 detectada per CGH en el 26% dels casos (Reutzel et al. 2001)
-La pérdua del 9 es mes fregiient en tumors metastasics (Junker et al. 2000)
-La pérdua del gen Kank ( Kidney ankyrin repeat-containing protein) localitzat a 9p24 pot estar

relacionada amb la carcinogenesi renal (Sarkar et al. 2002)
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Pérdua 17p

- La fregiiéncia de mutacié del gen p53(localitzat a 17p13) en carcinomes de cél-lules renal és
molt baixa. (Uchida et al. 1994) - Les mutacions del gen p53 que donen lloc a una sobreexpressio
de la proteina estan estretament lligades a la transformacié sarcomatoide dels carcinomes de
cel-lules renals.

-Pérdua de 17p detectada per CGH en el 7% dels casos (Reutzel et al. 2001)

-La pérdua del 17 es mes freqiient en tumors metastasics (Junker et al. 2000)

Altres Alteracions

-Guany de 1q detectada per CGH en el 33 % dels casos (Reutzel et al. 2001)

-Pérdua de 1 detectada per CGH en el 17% dels casos (Reutzel et al. 2001)

-Perdua de 2/2q detectada per CGH en el 17% dels casos en cada una d’elles (Reutzel et al.
2001) '

-Guany de 3q detectada per CGH en el 17% dels casos (Reutzel et al. 2001)

-Pérdua de 4 detectada per CGH en el 17% dels casos, correlaciona amb estadis avancats
(Reutzel et al. 2001) |

-Pérdua de 4q en el 62% dels casos estudiats per CGH (Yang et al. 2000)

-Amplificacié de 4q12(Yang et al. 2000)

-Guany de 8/8q detectada per CGH en el 20% dels casos (Reutzel et al. 2001)

-Amplificacié de 8q23q24 (Yang et al. 2000)

-Guany de 10 detectada per CGH en el 9% dels casos correlaciona amb alt grau (Reutzel et al.
2001)

-Peérdues de 7q, 10, 16, 18 detectada per CGH en el 7% dels casos cada una d’elles (Reutzel et
al. 2001) ‘

La inactivacié del gen supressor PTEN/NMACI localitzat a 10923 es detecta en un 37,5 % dels
tumors i es relaciona amb progressié (Velickovic et al . 2002)

- Pérdua de heterocigozitat del gen PTEN/NMACI s’associa a mal pronostic (Velickovic et al.
2002)

La pérdua dels cromosomes 10, 18 es mes fregiient en tumors metastdsfcs (Junker et al. 2000)
Amplificacio de 12 p i 12q13q22 (Yang et al. 2000)

-Guanys de 12, 20 detectada per CGH en el 20% dels casos ( Reutzel et al. 2001)

-Guany de 17q deteétada per CGH en el 11% dels casos correlaciona amb alt grau ( Reutzel et
al. 2001)

-Pérdua de 22 detectada per CGH en el 11 % dels casos (Reutzel et al. 2001)
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CARCINOMA RENAL PAPIL -LAR
Subtipus 1. Adenoma: +7,+17,-Y

Carcinoma: +7,+17, -Y, +12, +16, +20
-Proto-oncogen MET localitzat a 7q31.2q-31.3. Estudis de lligament realitzats a families
afectades de carcinomes renals papil -lars hereditaris ha permes identificar les alteracions del
gen MET com a responsable d’aquests tipus de tumors (Schmidt et al. 1997)
-S’observa guany del cromosoma 7 portador de la copia mutada del MET en els tumors. (Zhuang
et al. 1998)
-La sobrexpressié del MET es relaciona amb comportament agressiu del tumor (Sweney et al.
2002) , A
-Guany de 7 i 17 detectada per CGH en el 50% dels casos (Reutzel et al. 2001)
-Guany de 16 i 20 detectada per CGH en el 15% dels casos (Reutzel et al. 2001)
-Estudis moleculars de desequilibris al -lélics indiquen que la LOH a 17q i 9p es mes fregiient en
el subtipus 1 que en el 2 (Sanders et al. 2002)
-Amplificacié a 2q22q33, 16q, 17q i X detectada per CGH en un tumor (Reutzel et al. 2001)
-Pérdues de 2, 4, 6 i 13 detectada per CGH en el (2/1 5% dels casos cada una d’elles
(Reutzel et al. 2001)
-La inactivacio del gen supressor PTEN/NMACI es detecta en un 29,6 % dels tumors (Velickovic
et al. 2002)

-Pérdues de 1, 14, 15 1 Y detectada per CGH en el (3-15% dels casos cada una d’elles
(Reutzel et al. 2001)
Subtipus 2.

Translocacions del cromosoma Xpl11.2
-§ “ha detectat la translocacié en diversos tumors: t(X;1)(pll.2;,q21.2) (Yoshida et al. 1985;
DeJong et al. 1986; Tomlinson et al. 1991; Meloni et al. 1992,i 1993; Dijkhuizen et al. 1995)
- es van identificar gens localitzats al punt de trencament de la t (X;1)(pl1.2;q21.2) present en 3
carcinomes papil -lars (Sidhar et al .1996). Aquesta translocacié dona lloc a un gen nou que resulta de la
fusio de dos gens (Weterman et al. 1996): PRCC (papil -lar renal cell carcinoma) ubicat a 1q21.2 i TFE3
localitzat a Xpl1.2 (la proteina codificada per aquest gen es un factor de transcripcid). El gen quiméric
résultanz te absencia dels transcrits normals de TFE3 i per tant te molta importancia en el control
transcripcional del desenvolupament de carcinomes renals. El gen de fusi6 PRCC-FE3 actua de

Jorma negativa sobre la formacié del fus mitotic (Bodmer et al. 2002).
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-S “ha detectat la del (X)(pl1) en una metastasi (Ohimi 1993).

CARCINOMA DE CEL-LULES CROMOFOBES

Pérdues dels cromosomes 1, 2, 6, 10, 13, 17 i 21

S’han trobat miltiples pérdues en mes de 90% dels tumors (Kovacs A, et al. 1992) Es
caracteritzen per presentar una poblacié ceél-lula principal que mostra una pérdua important de
cromosomes sencers portant a les cél-lules a una situacié d ’hiperhaploiﬁia (Kovacs et al.
1988, 1992, Van der Berg et al 1993, Shuin et al. 1995, Igbal et al.1996).
-Descobriment d’un nou gen (BHD) relacionat amb el sindrome de Birt-Hogg-Dube, el
oncocitoma i RCC de cél -lules cromofobes (Nickerson et al. 2002)
-La inactivacié del gen supressor PTEN/NMACI es detecta en un 87,5% dels tumors
(Velickovic et al. 2002)
Tendencia a formar associacions telomériques (TAS). S “observen associacions telomériques,
que afecten a diferents crombsomes a les metafases d’un mateix tumor. Aquest fet reflecteix que
es tracta d’un tipus especific d ’inestabiltat cromosomica i no una alteracié clonal. Aixo
significa que les associacions telomériques son esdeveniments secundaris durant el procés de la

tumorigenesi i no primaris.(Kovacs et al.1992, Van den Berg et al.1993)

ONCOCITOMA
Amb mes fregiiéncia son benignes pero també existeix algun maligne (Psihramis et al.1986; 1988)
Subtipus 1: Caracteritzat per: -1 -Y en homes i -1 -X en dones (Psihramis et al.1988; Miles
et al. 1988; Crotty et al. 1992, Dobin et al. 1992, Meloni et al. 1992, Van den Berg et al. 1995,
Dal Cin et al .1996; Brown et al. 1996)
Subtipus 2: Caracteritzat per la translocacio del cromosoma 11, t(11;11)(q12ql3) (Walter et al.
1989; Presti 1991, Van der berg et al. 1995; Dukhuizen et al. 1997)
Altres alteracions ' |
-Perdues de:1p, 3p, 14q
-S’ha detectat MONOSOMIA DEL CROMOSOMA 14
- CGH d’aquests tumors corrobora les alteracions detectades amb citogenética convencional
-Descobriment d’un nou gen (BHD) relacionat amb el sindrome de Birt-Hogg-Dube, el
oncocitoma i RCC de ceél -lules cromofobes- (Nickerson et al. 2002)

Tendencia a formar TAS (Associacions telomériques).
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CARCINOMES DEL DUCTE DE BELLINI
- Sén tumors rars. Hi ha 7 casos analitzats (Davis et al. 1995, Rumpelt HJ 1991, Fleming et al
1986,Fuzesi | 1992)-Les alteracions citogenétiques no estan del tot claves. S’han observat perdues

al, 6, 8p, 14,15, 22iguanysa 7, 12, 16, 17, 20 .
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3.3 TUMORS DE LES VIES URINARIES

Tota la via urindria (calces, pelvis, uréters, bufeta i uretra) constitueix una unitat morfofuncional,
amb un comportament oncologic similar, pel que de forma conceptual pot considerar-se com a
unic organ. Les neoplasies de les diferents zones difereixen en la seva incidéncia (90% bufeta,
5.7% wuretra,2.4% a pelvis renal, 2.1% uréter) i per tant a la repercussio clinica. Tot i que en la
major part d’aquest apartat ens referirem al tumor de bufeta, les dades poden extrapolar-se als

altres tipus de tumors urotelials.

CANCER DE BUFETA

La majoria (90-95%) s originen en [’epiteli transicional. Es tracta d’una malaltia cronica amb un
curs clinic variable, la seva tendéncia a la recidiva i progressié obliguen a un seguiment

diagnostic i terapéutic permanent.
EPIDEMIOLOGIA

El cancer de bufeta representa el 8,8% de tots els tumors malignes, essent el cinqué tumor
maligne més comu en. barons i el segon tumor en freqiiéncia dins del sistema urinari després del
cancer de prostata. A Espanya es diagnostiquen prop de 8.000 nous casos de cancer de bufeta a

l’any i 3000 pacients moren d’aquesta malaltia.

La incidéncia maxima es troba al final de la sexta década (67-70 anys.), essent més freqiient en
barons que en dones (2.7/1). Encara que s’esta constatant un augment gradual de la incidéncia
en paisos industrialitzats, la mortalitat es manté estable degut a que el augment es fa a expenses
de les formes superficials del tumor (amb millor prondstic), diagnostic precog¢ i optimitzacié dels
tractaments.

Distribucio geogrdfica

Incidéncia alta: Dinamarca, Israel

Incidencia intermitja : Escocia, Noruega, Suécia, Nova Zelanda, Espanya

Incidéncia baixa: Finlandia i Singapur
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Factors etiologics .

El cancer de bufeta representa un dels primers tumors que es va relacionar amb el mon laboral ,
l’any 1895, Rehn va publicar casos de treballadors amb contacte amb tints d’anilina. S’estima
que a les poblacions occidentals, el consum de tabac causa almenys el 50% dels tumors de bufeta
i les exposicions ocupacionals entre el 10 i el 20% (Silverman 1996, Kogevinas 1998, Mannetje
1999, Serra 2000).

Els unics agents especifics que, de forma inequivoca, han estat associats amb un excés de risc de
cancer de bufeta son les amines aromatiques (bencidines, 4-aminobifenil, b-naftilamina) i els
hidrocarburs poliaromatics. Les dues principals fonts d’exposi'cio’ a amines aromatiques son les
laborals (industria de la surera, produccié de colorants, indistria téxtil, tints i d’altres) i el
consum de tabac, trobant-se els nivells més alts en el tabac negre.

Altres factors de risc potencials( revisat per Silverman 1996) son:

- Dexposicio a determinants contaminants de l’aigua potable (incloent principalment el conjunt de
compostos organo-clorats que es formen durant la cloracié de 1'aigua com els trihalometans i
I’arsénic), la dieta, el consum total de liquids, el fum ambiental del tabac i la contaminacio

atmosfeérica.

-Les infeccions, especialment l’infeccié cronica por Schistosoma Haematobium, (esquistosomiasi)
en relacié a carcinomes escamosos; el virus del papiloma huma com a factor predisposant esta en

Jase d’estudi.

-Alguns medicaments com la ciclofosfamida (el seu metabolit. anomenat acroleina produeix
ulceracio, hemorragia i neovascularitzacio de !'uroteli, que augmenta nou vegades el risc de
desenvolupar un cancer vesical quasi sempre infiltrant). El consum elevat de fenacetina o d’altres

com l'acetaminofen.
-La irradiacié pélvica, sobretot en dones tractades amb radioterapia per carcinoma de cérvix.
-Altres patologies meédiques associades aix{ com els antecedents familiars de cancer (Silverman

1996).

Com a factors de predisposicié endogena s’ha observat una certa associacié amb la capacitat

d’acetilacio.
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TIPUS CEL -LULARS i CLASSIFICACIO

D’acord amb el tipus cel -lular, els carcinomes de bufeta es classifiquen en:

Carcinoma d’ uroteli de cél -lules transicionals (TCC)

Es el tipus mes freqiient (90-95 %). La majoria son intraepitelials (superficials), papil-lars o
mixtes, encara que poden infiltrar la capa muscular de la bufeta en el 30% dels casos. Existeixen

variants del carcinoma urotelial pur, amb focus d’elements escamosos (epidermoides) o

glandulars o d’ambdos.
Carcinoma de cél -lules escamoses:

Representa el 3-4%. Ha de presentar un aspecte uniforme en tota la seva extensio, amb illots
irregulars de cél-lules escamoses amb diferents graus de queratinitzacié i ponts intercel -lulars

en un estroma amb forga teixit fibros.
Carcinoma de cél -lules glandulars o adenocarcinoma:

El patré mixta es el més freqient, aixi com el glandular. Tots ells s’agrupen dins del terme
d’adenocarcinoma urotelial primari. S’acostuma a localitzar en el trigon i representa el 0,5-2%

dels tumors vesicals. Una varietat és l’adenocarcinoma d’origen uracal.
Carcinoma indiferenciat:

Les cél-lules son tan indiferenciades que no pot dir-se que siguin transicionals, escamoses o
glandulars. Les cél -lules poden ser fusiformes o gegants rebent la denominacié de carcinoma fus

cel -lular o sarcomatoide i de cél -lules gegants.

PATRO DE CREIXEMENT

Papil -lar: Es la forma mes fregiient de presentacié (70%) i te bon pronostic. Les cél -lules

epitelials es disposen al voltant d’un eix fibroconnectiu (papil -les).
- Sessil, solid o nodular infiltrant: Mal pronostic (10%).
- Mixte (carcinoma infiltrant): Amb caracteristiques papil -lars i solides (20%).

- Intraepitelial (Pla): No es papil -lar ni infiltrant i és pla, esta limitat a la mucosa. Se’l

denomina carcinoma intraepitelial o carcinoma in situ (CIS).
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GRAU i ESTADI
Els principals factors pronostics del carcinoma de bufeta, sén la profunditat de I’invasié a la
paret de la bufeta i el grau de diferenciacié tumoral
Respecte al grau, La OMS y la UICC prefereixen una classificacié basada en l’dnaplasia
segons la qual es distingeixen tres graus:
Grdu I (baix o diferenciat), amb cél-lules de lleugera anaplasia, el 4,4% progressaran
en grau o estadi en posteriors recidives.
Grau Il (mitja o moderadament diferenciat), cél-lules amb moderada anaplasia,
progressen el 12%.
Grau Il (alt o pobrament diferenciat), amb marcada anaplasia (atipia cel-lular),
progressen el 62%. ) .

L’Estadi T, indica la profunditat d’invasié del tumor a la paret vesical. La descripcio del

diferents estadis i de la classificacié TNM dels tumors de bufeta s’indica a la taula 6 i figura
8i9.
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HISTORIA NATURAL
Tumor Vesical Superficial.

El 75-80% dels tumors de bufeta es presenten inicialment com un tumor superficial. La seva
evolucié es dificil de predir i amb el temps, entre el 50-88% presenten recidives. Encara que la
gran majoria mantenen el mateix grau i el mateix estadi que el tumor inicial, al voltant del 10-

30% dels pacients amb recidiva presenten infiltracié muscular.

La probabilitat de progressié (invasié muséular) d’un tumor superficial papil -lar es per terme mig
d’ un 12% als 5 anys, oscil -lant entre un 4-6 % per els tumors d’estadi Ta, del 29% per els T1,
un 40% per els T1 G3 i un 60-80% per aquells que tenen associat un CIS multifocal.

Tumor vesical infiltrant
Podem trobar dos tipus:
1) Els que son infiltrants des de l'inici . Solen ser d’alt grau, patré de creixement solid i

presenten un comportament agressiu. Tot i que s'utilitzi el tractament radical, la

supervivencia als dos anys es troba al voltant del 50%.

2) Els que tenen una historia prévia de tumor superficial (15-20%) que a partir de
successives recidives ha evolucionat en grau i estadi. La impossibilitat de preveure
l'evolucio d’aquests tumors en pacients concrets obliga a la cerca de marcadors de

pronostic fins ara poc definits.
Multifocalitat

Una de les caracteristiques dels tumors urotelials es la multifocalitat o multiplicitat de lesions
sincroniques o metacroniques, que pot aparéixer en totes les variants cel -lulars pero amb molta
més freqiiencia en els carcinomes de cél-lules transicionals. La multifocalitat sincrénica es dona

en el 34,7% dels casos i la metacronica en un 61%.

La causa d’aquesta multifocalitat no esta clara. Alguns investigadors es decanten per una
implantacié cel -lular mentre que altres consideren que és el resultat d’una inestabilitat genomica

present a l’uroteli.
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CANCER D’URETER I DE PELVIS RENAL

Els carcinomes de pelvis renal son relativament rars, constituint un 5% de tots els tumors renals.
El 90% dels tumors de pelvis renal son de cél-lules transicionals i poden ésser papil-lars, solids o
CIS (carcinomes in situ d’ alt grau).

Els carcinomes de pelvis de cél-lules escamoses representen un 7% de la totalitat dels tumors de
pelvis renal i son freqiientment molt invasius . Els adenocarcinomes de pelvis sén poc freqiients i
van associats a infeccions, inflamacions o calculs renals. ' ,

Les escasses dades de tumors o carcinomes de ceél-lules transicionals (CCI) que afecten a pelvis
renal i uréter indiquen que aquests‘tumors presenten les mateixes caracteristiques citogenétiques i
moleculars que els que afecten a la bufeta. El sistema de classificacié TNM per aquests tumors es
similar al de tumors de bufeta amb certs canvis tenint en compte aspectes estructurals de la pelvis

“renal i l'uréter (taula .7).
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CITOGENETICA
La citogenetica del tumors urotelials és molt complexa. Els cariotips diploides amb una o
varies anomalies pertanyen a estadis inicials , i poden evolucionar cap a cdriotips complexes
pseudo-tetraploids amb forca n ° de marcadors en estadis avangats.
Les anomalies més freqiients son +7,-9,-11 o del(l1p), del(13q), del(17p) i reorganitzacions
dels cromosomes 1,5, i 10. Revisions de Sandberg and Berger 1994) Gibas and Gibas
1997 Fadl-Elmula et al. 2000.
Una revisio recent de les dades citogenétiques de més de 200 tumors de bufeta (Hoglund et al.
2001) indica la presencia d’almenys dues vies de progressio diferents que convergeixen en
etapes més avancades Una via es caracteritzaria per la perdua del cromosoma 9 seguida de -
11 i +1q. L'altre, amb pitjor pronostic s’iniciaria amb el guany del cromosoma 7 seguida de
8p-i 8q +.
La teécnica d’hibridacié genomica comparada ha incrementat de forma considerable la
informacié sobre alteracions genomiques desequilibrades en els carcinomes de bufeta. Les
alteracions més freqiients corresponen a guanys a 1q, 8q, 20q i 11q aixi com pérdues a 9q,
9p, 8p i 11p (Kallioniemi et al. 1995, Voorter et al. 1995, Richter et al. 1998, Koo et al. 1999,
Richter et al. 1999, Zhao et al. 1999, Simon et al, 2000)
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Hi ha per tant, nombrosos estudis citogeneétic i moleculars que han aportat dades interessants
sobre les alteracions genetiques que contribueixen al desenvolupament dels carcinomes
d’uroteli (veure Taula 8 ). Es coneix que alguns oncogens' i gens supressors estan alterats
(HRAS, FGFR3, ERBB2, CCNDI1, MDM2, INK4A-ARF, RBI, TP53, PTEN, PTC entre
altres). Les perdues repetides d’heterocigositat indica la possible preséncia de gens candidats
a supressors tumorals en: 3p, 4p, 4q, 8p, 9q, 1lp, 11q i 14q (revisat per Knowles 2001). El
gen DBCCRI (deleted in bladder cancer chromosome region candidate 1) localitzat a 9g32-33 ha estat
proposat com a possible gen supressor relacionat amb els tumors de cél -lules transicionals d’uroteli

(Nishiyama et al. 1999).

A la taula 8. s’indiquen, per cromosomes, les dades mes rellevants sobre l’estudi citogenétic

i molecular d’aquests tumors.
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Cromosoma Alteracions-Bibliografia
CROMOSOMA
1 Aquest cromosoma es troba implicat en 35% de casos de bufeta

1. En major part pérdua lp (1p22, 1p32)

2. Guany 1q31,1p22,1p32 per CGH (Kallioniemi et al.1995),Guany
1q22-24 en el 33% dels tumors (Koo et al 1999, Richter et al. 1998,
1999)

3. Sobrexpressio del gen p73(1p36.3) en cancer de bufeta (Chi et al.
1999, Yokomizo et al. 1999) ‘

4. Possible gen supressor TERE!l (transitional epithelia response

protein) localitzat a 1p36 (McGarvey et al.2001, Baithun et al. 2001)

CROMOSOMA 1. Pérdues 2q2lqgter (Koo et al. 1999) Pérdues de2q22q-33, 2q35q-
2 ter (Richter et al. 1998, 1999)
2. La pérdua de 2q és nés freqiient en tumors ptaG3 que en ptaG2

25
Sz H (Zhao et al. 1999)
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1. La pérdua del 3p es troba implicada en el 30% dels casos,

majoritariament amb cariotip complex; la regié 3p2l- p23

* correspon a la més freqiient (Kallioniemi et al. 1995)
2. La del (3p) esta associat amb alt grau i estadi (Presti et al.
1991, Dalbagni et al. 1993)
3. S’observa una elevada freqiiéncia de LOH en el locus FHIT
(3p14.2) en tots els estadis. A 3pllp-12 es pot localitzar un
. possible supressor que podria estar relacionat amb la capacitat
invasiva (Wada et al. 2001)
4. Duplicacié de 3pl4pter (Babu et al.1987)
5. Amplificacio de 3p24 (Richter et al. 1998)
6. Guany de 3p22p-24 relacionada amb progressié (Richter et
al. 1999)
7. Guany i Amplificacié de les regions 3g24-g26 (Kallioniemi et al.
1995), 3p22p-24 (Voorter et al.1995)3p21, 3q24(Koo et al.
1999)
8. Guany de 3q és més freqiient en tumors pT2-T4 que en pT1 (Simon
etal. 2000)
.CROMOSOMA
4 1. Delecions en un 20% dels casos, afectant en particular a 4pl6 i
4q13q-23.(Elder et al. 1994, Koo et . 1999)
) 1%3 2. Pérdua de 4925qg-31 (Richter et al. 1998)
"}% 3. Pérdua de 4pl11q-15 relacionada amb pronostic (Richter et .1999)
: q;? 4. La regio critica de LOH es redefineix a 4p16.3 (Sibley et .2000)
— - 5. Amplificacié a 4q26(Koo et al. 1999)
26 «
B
32
35

41



Introduccio

CROMOSOMA
5

%—p15.3:

SN A W~

10.

i(5p) es troba en 35% en casos (Gibas et al. 1984)

Guany de 5p per translocacié (Babu et al. 1987)

Guany de 5p comun dels guanys més freqiients (Koo et al. 1999)
Guany de 5p relacionat amb pronostic (Richter et al. 1999)
Amplificacié a Spl1pl3 (Simon et al.. 2000)

Delecio de 5q relacionada amb estadis invasius (Dalbagni et al 1993,
Koo et al. 1999, Richter et al. 1999)

Guany de S5p i pérdua de 5q més fregient en ptaG3 que en
ptaG2(Zhao et al. 1999)

Pérdua de 5q12q-13 i 5q22q-23 com a regions consensus de pérdua
(Richter et al. 1998)

LOH en dues regions critiques de 5q (q22q23 i q33g-34) relacionades
amb el grau (Von Knobloch et al. 2000)

Defineixen una regio critica de pe‘rdub a 5pl2pl3 (Bohm et al .2001)

CROMOSOMA

1. del (6q) en 25% dels casos i es pot correlacionar amb invasié
tumoral (Babu et al. 1987)

2. LOH a 6q21 relacionada amb patré de creixement solid ( Bernués

etal. 1999)

Guany de 6p/q (Koo et al. 1999)

Guany i amplificacié de 6p22 (Richter et al. 1998, 1999)

Pérdua de 6q21q-24 (Richter et al. 1998)

N

Pérdua de 6q22q-23 relacionada amb pronostic (Richter et al
1999) ‘

7. Peérdua de 6q més freqiient en ptaG3 que en ptéGZ (Zhao et al
1999)
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CROMOSOMA 1. La trisomia 7 és molt freqiient. Podria estar relacionada
7 ' amb mal  pronostic. S’ha trobat com a vnica anomalia

" (Babu et al 1987, Berrozpe et al. 1990)

2. Tetrasomia 7 relacionada amb graus i estadis avangats

(Waldman et al. 1991, Nemoto et al. 19935)

3. "Guany de 7p detectat per CGH (Koo et al. 1999)

4. Guany de 7p és més freqiient en tumors pT2-T4 que en
pTl (Simon et al. 2000)

5. Amplificacié a 7q21q-31 (Simon et al. 2000)

1. La del(8p) s’ha trobat en el 25% dels casos i sol estar associada

CROMOSOMA a tumors (} ‘alt grau i estadi. Les. delecions mé; Jregiients
impliquen les regions: 8pl2-pter, 8p21.3 i 8p22, (Knowles et al
1993, Kallioniemi et al 1995, Koo et al. 1999).

2. Estudis de LOH indiquen que la diana podria estar a 8pl1.2p-12
(Tackle and Knowles 1996) |

‘3. Pérdua 8p relacionat amb tumors invasius (Wagner ét al. 1997)

4. Pérdues de 8p en un 24% dels tumors ptl (Richter et al. 1998,
1999)

5. Peérdua de 8p més freqiient en ptaG3 qu'e. en ptaG2 (Zhao et al

" 1999) |

6. Possible gen supressor a 8p23.3 (Muscheck et al. 2000)
Pérdues de 8p22 relacionades amb els loci NATI,
NAT2(Arilamina N—acétiltranferas) (Stacey et al. 1999, Thygesen
etal. 1999)

8. LOH a 8p22 i 8pli.2p-21 (Choi et al. 2000)

9. El possible gen supressor FEZ1/LZTS1, localitzat a 8p22, pot

Jugar un paper important en el desenvolupament del cancer de
bufeta (Vecchione et al. 2002)
10. Amplificacié de 8921q-22( Richter et al. 1998)
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11.

12.

13.

Guanys de 8q en un 28% de tumors ptl (Richter et al. 1999)

Guanys de 8q concretament 8q23-gter poden estar associats
amb la progressié tumoral (Sauter et al. 1995), el c-myc (8q24)
rarament es troba amplificat (Kallioniemi et al. 1995). Guanys

de 8q21qter ( Koo et al. 1999)

amplificacié del c-MYC pot estar lligada a progressic (Mahdy et
al.2001)

CROMOSOMA
9

oo

Monosomia 9 o delecions del cromosoma 9 es troben en un 50%
dels casos, a vegades s’'ha tr;obat com a unica anomalia. Present
en estadis primerencs, pTa (Gibas et al.1984, Hopman et
al. 1991, Waldman et al. 1991, Dalbagni et al. 1993, Kallioniemi
et al. 1995, Baud et al. 1998) i estadis molt tardans pero no
correlacionat amb 'expressio de la p53 (Spruck et al. 1994).
S "ha hipotetitzat que la monosomia 9 pot indicar risc de
recurréncia (Bartlett et al. 1998).
la monosomia 9 s'ha detectat també per FISH (Hopman et al
1991, Sauter et al. 1995, i per CGH (Koo et al. 1999, Richter et
al. 1999) '

Peérdua de 9p present a tots els estadis (Erber;vdobler et al
1998) .
S “ha trobat LOH a 9p21, 9q22, 9931g-32, 9933, 9934 i
delecions en homozigosi a CDKN2B/INK4B/P16 (9p21). (Olumi
et al. 1990,0rlow et al. 1995, Stadler et al. 1996, Baud et v
al. 1999, Czerniak et al. 1999)
Les delecions a CDKN2B/INK4B/P16 (9p21) s’han correlacionat
amb inactivacié de Rb (Benedict et al.1999)
La pérdua d’expressio de pl6 és inversament proporcional a la
sobrexpressio de ciclina DI (localitzada a 11q13) (Yang et al.
2002)
LOH + mutacié del segon al-lel de CDKN2A és rar pero
significativ. CDKN2A esta implicat en estadis pTa
Amplificacio a 9p24 (Simon et al. 2000)

PAXS5S (9p13) pot estar sobreexpressat en tumors urotelials
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

(Adshead et al.1999)

CDKN2B/INK4B/P15 (9p21) esta implicat en pocs casos.

Pérdues a 9p i 9922q-33 detectades per CGH (Richter et al.
1998, Richter et al. 1999)

LOH a 9p2Ip-22, 9q21q.31, 9932934 en tots els estadis
(Louhelainen et al. 2000)

Segons Cairns et al. (1993), un possible locus supressor estaria

a 9q22 i l'altre entre 9p12-pl3

GSN (9q34) esta molt poc expressat en tumors en comparacio

amb la seva expressié en bufeta normal.

LOH+mutacié en el segon al-lel de TSCI1 (9933q-34). També
s’ha descrit LOH d’un possible supressor a 9932q-33(Habuchi et
al. 1997, Hornigold et al. 1999)

Pérdua al-lélica en homocigosi a 99329-33. El gen
DBCCRI(deleted in bladder cancer chromosome region
candidate 1) localitzat a 99329-33 com a possible supressor

(Nishiyama et al. 1999)

Hipermetilacié de la regic DBCCRI com un dels pasos inicials

en el desenvolupament dels TCC de bufeta (Habuchi et al. 2001)
S'observa la pérdua de heterocigositat de tres loci (INK4A4,
TSC1 i DBC1) en un 25% dels tumors amb recurréncia i en un

0% dels que no en presentaven (Edwards et al. 2002)

Identifiquen 4 dianes per gens supressors: 9922.3 (gen Patched)

9q31q9-32 (gens disautonia i distrdfia muscular tipus Fukuyama),

9933 (locus GSN), 9q34(gen telangiectasia hemorragica)(Simoneau et
al. 1999)
20. S’han detectat LOH a 9q en lesions hiperplastiques de bufeta

confirmant que la pérdua de 9q és una de les alteracions

primerenques en aquests tumors (Chow et al.2000)
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10

Pérdua de 10q924q

Pérdua de 10924q-26 relacionada amb pronostic(Richter et al
1999)

Gen PTEN/NMACI (10g23) regié implicada(LOH) en alguns
casos (Cairns et al 1998, Aveyard et al.1999)

S “han detectat mutacions i pérdues en homocigosi.

Pérdua de 10g més freqiient en ptaG3 que en ptaG2(Zhao et al
1999)

Gen Fas/APOI/CD95(10q24) s "ha trobat pérdua d’'un al-lel i
mutacié de Ualtre (Hot-Spot)

S’ha trobat I'amplificacié 10p13p-14 (Voorter et al 1995, Richter
etal 1998)

CROMOSOMA
11

La monosomia 11 o del (11p) es troba en 20-50% dels casos,
sovint en els d’alt grau i en tumors invasius, associat a la
progressié de tumors, sovint trobat en el moment de la
tetraploiditzacio (Babu et al. 1987, Voorter et al. 1996 )

LOH a 11p15.1-pl5.5 (Olumi et al. 1990, Presti et al. 1991)
HRAS 1(11p15.5) esta mutat en el 15% dels casos

" Perdues a 1lp i 11q (Kallioniemi et al. 1995, Voorter et al.

1996, Richter et al. 1999)

Pérdues de 11p13pl5 (Koo et al. 1999)

Tetrasomia 11(Waldman et al. 1991, Nemoto et al. 1995)
Amplificacions de 11q139-22 s'han trobat en alguns casos,
Richter et al. 1998, Koo et al. 1999, Proctor et al. 1991) pero no
es pot tenir en compte com a factor prondstic (Proctor et al
1991).

La ciclina D.

L "amplificacié a 11q13 correlaciona amb | ~amplificacié del

gen ciclina DI (locus a 11q13)
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1. S’ha detectat delecions a 12q en un 20% dels tumors (Gibas et al.
1984)

2. S’han detectat ampliﬁcacions a les bandes 12q13q-15 i/o 12q15¢g-
24 (Voorter et al. 1995, Richter et al. 1998, Koo et al. 1999)

CROMOSOMA
13

1. La del(13q) s’ha trobat en un 25% dels casos i s’ha relacionat
amb alt grau i estadi (Kallioniemi et al. 1995, Erbersdobler et al
1998)

2. Alteracions del gen Rb (13q14) s’han trobat en un 30-40% dels

) tumors invasius poden ser indicatiu de curta supervivéncia. El
90% dels tumors que no expressen el Rb son invasius (Cairns
1991, Presti et al. 1991, Cordon-Cardo et al. 1992, Xu et al.
1993). :

3. Hi ha una desregulacio entre la interaccié normal de pl6-Rb.

4. Peérdues 13q31 detectades per CGH (Richter et al. 1999)

5. Amplificacié a 13q219-31(Koo et al. 1999)
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CROMOSOMA
14

1. La del(l4q) detectada en el 25% dels casos i afectant
especialment les bandes 14q12 i 14q32, pot estar associada a la

progressio dels tumors( Chang et al. 1995)

CROMOSOMA
17

@ 13

® Q& 2

P 4111
121
422

24 *
L :325

La del(17p) s’ha detectat en un 40% dels casos; es troba
principalment en tumors pT2 i-pT4. La seva deteccié en casos de
pTIS, pot ser un indicador de mal  prondstic en aquests
tumors.(Dalbagni et al. 1993, Kallioniemi et al. 1995, Erbersdobler
etal. 1998)

La LOH afecta majoritariament a 17p12p-13, 17q11q-22, i 17924q-
25( Olumi et al. 1990, Presti et al. 1991)

La inactivacio del gen P53 (17p13 ) es correlaciona amb grau, estadi
i progressio del tumor essent freqiient en tumors pT3 (Sarkis et
al. 1995, Chaturvedi et al. 1997)

tetrasomia 17 per FISH (Nemoto et al. 1995)

Guany de 17921 en un 28% dels tumors per CGH (Richter et al.
1998, 1999)

Amplificacions a 17q22q-23 (Voorter et al. 1995, Koo et al. 1999)

. Amplificacié a 17q24g-25 (Simon et al. 2000)

ERBB2/P185 (1 7g21) s’expressa en tumors d’alt grau i estadi
(Coombs et al. 1991, Moriyama et al. 1991)

NFI (17q11) s’expressa poc en tumors (Aaltonen et al.]1999)
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CROMOSOMA | 1. del(18q) en el 25% dels casos i esta associat a alt grau i estadi. LOH|
18 a 18q21( Presti et al. 1991)
2. Peérdua de 18q12q-23 relacionada amb prondstic(Richter et al. 1999)
3. Pérdua de 18q més freqiient en ptaG3 que en ptaG2 (Zhao et al 1999)
4. Guany de 18p és nes freqiient en tumors pT2-T4 que en pTI (Simon et
al. 2000)
5. Amplificacions a 18pll (Voorter et al. 1995) 18q11 i 18922(Koo et
al. 1999)
CROMOSOMA | 1. Guanyde 20p/q per CGH (Koo et al. 1999)
20 2. Guany de 20q11.2q-ter en un 33% de tumors pti(Richter et al. 1999)
3. Amplificacié de 20q13 (Richter et al. 1998)
‘p% [ 4.  Guany de 20q més freqiient en ptaG3 que en ptaG2(Zhao et al. 1999)
L ptt2
-
st
CROMOSOMA | 1. Amplificacions a 22q11q-12 (Voorter et al. 1995)
=p12
%ﬁii :
}-q1 3
CROMOSOMA | 1. Pérdua en el 30% dels casos , probablement no associat ni amb el grau

ni 'estadi (Sauter et al. 1995b)

Altres :

1-Diminuts dobles es troben en casos i esta relacionat amb estadis i grau elevats (Milasin and

Micic 1992).
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OBJECTIUS

L’objectiu general consisteix en la deteccio i identificacié d’alteracions cromosomiques
- desequilibrades constitucionals i adquirides mitjangant 1’aplicacié de la técnica de Hibridacio

Genomica Comparada (CGH)
Aquest objectiu general compren els segiients Objectius concrets:

1. Posta a punt i optimitzacié de la técnica de CGH a partir de diferents teixits, i

determinacié dels possibles factors que poden influir en la obtencié de resultats.

2. Caracteritzacié de anomalies cromosomiques constitucionals préviament detectades,
encara que no identificades, per bandes G en pacients amb malformacions congeénites a fi

de correlacionar les amb les anomalies fenotip iques.

o Caracteritzacié d’anomalies cromosomiques constitucionals en amniocits.
e Caracteritzacio d’anomalies cromosomiques constitucionals en limfocits.

e Valoracié de l'aplicacié de la CGH al diagnostic pre i postnatal.

3. Caracteritzacio i identificacio de desequilibris cromosomics adquirits en tumors urotelials
i renals
e Valoracié de la técnica de CGH en la deteccio de desequilibris cromosomics
presents en clons minoritaris mitjan¢ant comparacié amb citogenética
convencional
e Identificacié de regions cromosomiques que la seva pérdua o guany origina la

aparicio i/o progressié de tumors urotelials i renals.
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Material i Métodes

1. MATERIAL BIOLOGIC

L’estudi s’ha portat a terme a partir de 60 individus. En aquest treball podem diferenciar dos
grups:
'A. Pacients amb anomalies cromosomiques constitucionals.

B. Pacients afectats de tumors urotelials o renals.

A. PACIENTS AMB ANOMALIES CROMOSOMIQUES CONSTITUCIONALS.

El material biologic processat per la caracteritzacio de les anomalies cromosomiques

| constitucionals, detectades préviament per bandes G, es va obtenir a partir de sang periferica
odel iquid amniotic. Tots els pacients que es detallen a continuacio, procedien del Centre de
P&tologid Cel-lular i Diagnostic Prenatal (CPC) exceptuant la familia del cas 3 que prové del
Servei de Genética de | ~ Hospital Materno-Infantil de la Vall d “ Hebron (SGVH).

L CAS 1

Pacient de 3 anys, sexe masculi, que presentava hipotonia al moment de néixer, observant el

" pediatre, una facies rara i un ronyo en ferradura. L’estudi cromosomic en sang periférica va

demostrar la preséncia d’un cromosoma Y derivatiu: 46,X,der(Y). Per identificar-ho es van
aplicar les técniques de FISH Multipainting (Kit Chromoprobe-M Multiprobe, Cytocell) i
CGH.

- CAS 2

Pacient de 35 anys, sexe femeni, que presentava menopausa precog. L’ estudi cromosomica
en sang periférica va demostrar la preséncia d’un cromosoma X derivatiu: 46,X,der(X). Per
identificar-lo, es van aplicar les téecniques de FISH Multipainting (Kit Chromoprobe-M
Multiprobe, Cytocell) i CGH.

cas 3

Dona gestant de 26 anys, amb indicacié de diagnostic prenatal per fill previ afectat de fetard
mental. El cariotip del fetus realitzat a les 16 setmanes de gestacié va mostrar la preséncia
d’un cromosoma X derivatiu der(X), t(X;Y) i d’una delecié en el 18p. Posterior analisi
citogenética practicada als pares i germa, evidencia la preséncia de la mateixa delecié 18p a
la mare, essent els cariotzlbs del pare i germa normals. Per identificar aquesta alteracio es van

aplicar les tecniques de painting del cromosoma 18 i la técnica CGH.
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CAS 4

Baré de 33 anys, sexe masculi que presentava esterilitat primaria per azoospérmia, valors de
la ESH (hormona folicle estimulant) elevats. L’analisi citogenética amb bandes G va mostrar
un cariotip 46,XX. Per detectar la preséncia del material del cromosoma Y , es van aplicar
les tecniques de QF-PCR, FISH Multipainting dels cromosomes X, Y i la técnica de CGH.
485

. Nena de 3 anys amb retard psicomotor de sis mesos, ptosis dreta lleu, mamil-les separades,
dits petits, taques hipomelanotiques, genitals femenins anomals i C.I.A. tipo ostium secundum.
Prenatalment es va observar C.I.R. i un oligoamnios. Va néixer a les 38 setmanes de gestacié
i el seu pes va ésser de 1.495g. L’estudi citogenétic realitzat a partir de sang periférica va
mostrar un cariotip .46,XX, I15p+. El posterior estudi cromosomic en els pares va resultar
normal. Per identificar el fragment cromosomic addicionat al cromosoma 15 es varen aplicar

les tecniques de FISH multipainting (Kit Chromoprobe-M Multiprobe, Cytocell) i CGH.

B. TUMORS UROTELIALS I RENALS

Les mostres de tumors urotelials (bufeta, pelvis renal) i tumors renals, procedien de pacients
del Servei d " Urologia de | " Hospital del Mar (SUHM) i de la Fundacio Puigvert (FP) de
Barcelona, com mostra la Taula 1. Per establir el grad i estadi de cada tumor s " ha utilitzat
la classificacio WHO(1973) i el sistema TNM(1978). Les dades cliniques i histopatologiques

s’indiquen de les Taules 2 a 4.

. Taula 1. Pacients estudiats

TCC DE BUFETA (SOLID)
C DEBUFETASOLIDS

- TCC. de PELVIS RENAL

52



Material i Métodes

Taula 2. PACIENTS AMB TUMORS DE CEL-LULES TRANSICIONALS DE BUFETA

Cistectomia Radical

19%*  M/66 pT2/GII-

21 M4 . pT3/GII -

pT3/GIII

e

Abreviacions: RTU, resseccio6 transuretal del tumor; BCG, immunoterapia; Mit‘,& Qmmxotcrapla *recurréncia

** MRC mort relacionada amb la malaltia (cancer)
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Taula 3. PACIENTS AMB TUMORS DE CEL-LULES TRANSICIONALS DE PELVIS RENAL

AR

PAPIL:

Abreviacions: * multiple RCCs; RCC, carcinoma de cél-lules renals; TNM, tumor, nodul, metastasi
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2. TECNIQUES DE CULTIU I CITOGENETICA CONVENCIONAL
- 2.1. CULTIU DE SANG PERIFERICA

Cada mostra de sang periférica s'extreu en condicions d’esterilitat amb |’anticoagulant
heparina sodica a I’1 %.
2.1.1. Protocol de la técnica
 2.1.1.1. Cultiu normal
Es cultiven 0.5 ml (0.3 ml si és nou nat) de sang en tub conic, amb 5 ml de RPMI-1640, medi
idoni pel cultiu de limfocits.
Cada 100 ml de medi base es suplementen amb:
20 % Sérum fetal bovi (FCS-Foetal calf sérum), serum de vedella fetal Que %
Jactors essencials pel creixement cel -lular.
2% L-glutamina (Gibson), és un aminoacid essencial per la viabilitat cel -lular.
2% Penicil lina i estreptomicina (100U/ml), antibiotics per evitar contaminacions.
4% Fitohematoglutinina (PHA) (10ug/ml), mitogen que estimula la proliferacié dels
limfocits T.
S’incuba a 37 °C en una estufa al 5% de CO, durant 72 hores, temps en el que s’arriba al pic
' maxim exponencial de creixement cel -lular. Passat aquest temps, s “afegeix al cultiu 0.1-0.5
ml de | “antimitotic Colcemid (KaryoMAXmax), s’incuba a una concentracié final de 0.04
pg/ml. El colcemid atura les ceél-lules en metafase perque irﬁpedeix la despolimeritzacio del
fus acromatic. S’incuba a 37 °C durant 15-20 min, essent convenient no sobrepassar aquest
_temps ja que afecta a la morfologia dels cromosomes. Es centrifuga a 650 g durant 8 min, i es
decanta el sobrenadant. La suspensio cel -lular es sotmet a un xoc hipotonic amb una solucié
de Clorur Potasic (KCl 0.075M), afegint de 7-10 ml durant 30 min a 37 °C. L’accio de
fl’hipoto‘nic permet que s’inflin les cél-lules per osmosi, dilueix el citoplasma; i facilita la
posterior fixacié de cromatina. La llargada en el temps d ‘exposicié a la solucié amb
hipotonic en el cultiu se sap que afecta a la morfologia dels cromosomes. Es centrifuga a
1800 rpm o0 400 g durant 8 min i es decanta. Posteriorment, es fixa el material cromatinic,
rentant 3 vegades amb 7-10 ml de Carnoy que resulta de la barreja de metanol i acid acetic,
en proporcio 3:1. El metanol precipita la cromatina i l’acid aceétic trenca les membranes i
estructures cel -lulars que, en no precipitar-les, seran eliminades per les successives rentades .
El procés de fixacié es repeteix 3-4 vegades disminuint la velocitat i el temps de centrifugacio
300 g, 6 min, per intentar no perdre gaire material en cada rentat. Quan el material esta ben
net, es procedeix a fer les extensions de la suspensio de material nuclear, en divisié i en
interfase, sobre el portaobjectes. Aquest han estat préviament desengreixats amb metanol al

70% a 4 °C durant 20 min, per evitar que s’hi enganxin residus i aconseguir unes bones
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extensions. Es deixen assecar i es procedeix a realitzar la técnica de bandeig cromosomic de
bandes G. La resta de material fixat, es pot guardar en el tub segellat amb plastic parafilm
per evitar ’evaporacié a -20°C  fins a la seva utilitzacié, poden restar aixi durant 5-6-
anys. '

2.1.1.2. Cultiu délta resolucio

Per obtenir cromosomes d° alta resolucié o prometafasics, el protocol que eS Ja servir va
ser el mateix que 1” explicat anteriorment, pero amb alguns canvis.

L’ incubacié ésmésllarga, de 96 h. A les 72 h d” iniciar el cultiu amb medi suplementat, s’hi

afegeix Metotrexat (MTX), a una concentracié final de 10° M. El MTX és un antimetabolit

* antagonista de l’acid folic que produeix un bloqueig del cicle cel-lular per inhibicié de la

~ sintesi del DNA durant la fase S. Després de 17-19 hores d” incubacio, les cél-lules son

alliberades del bloqueig, rentant amb medi RPMI-1640. S’afegeix Timidina, que indueix la
sintesi de DNA, a una concentracié final de 10° M, per desbloquejar i reactivar la divisi.

Aquest procés permet induir la sincronitzacié de la divisio cel-lular. Es deixa incubar a 37° C

: perqué les cel-lules es divideixin de forma sincronitzada. En el cultiu s’hi afegeix

Dantimitotic, colcemid, 5 hores desprésd’ haver afegit la Timidina. A les 94 h de Uinici del
cultiu s’afegeix 50 ul (5pug/ml) de bromur d’ etidi (EtBr), per descondensar la cromatina.
Aquest compost quimic & un tipus de fluorocrom que s’uneix a l’acid nucleic, i s'ha de
manipular amb molta cura ja que esta catalogat com a producte carcinogenic i teratogenic.
Seguit, es posa el colcemid a una concentracié de 0.04 pg/ml durant 2 h, i es realitza la

fixacio igual que en el procés anterior.

Heparina sodica 1% (Rovi)

RPMI-1640 (Gibco)
Sérum fetal bovi (FCS-Foetal calf sérum) (Gibco)
L-glutamina - (Gibco)
Peniéilina i estreptomicina (100U/ml) (Gibco)
Fitohematoglutinina (PHA) - (Difco)
Colcemid (KaryoMAXmax) (Gibco)
© KCl0.075M (Merck)
: Carnoy:metanol:acid acétic-(3:1) (Merck)
Metotrexat (MTX) (Sigma)
Timidina (Sigma)
Bromur d’Etidi (EtBr) (Sigma)
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2.2. CULTIU DE LIQUID AMNIbTIC
Enl “amniocentesi, la quantitat de liquid amniotic (LA) que s'extreu ha d ’ésser superior o
igual a 20 ml ja que sind s” o bté molt poc material. El volum de LA va augmentant al llarg
de la gestacio, a les 16 setmanes és de uns 200 ml i al final arriba a 500-1000 ml. Es
considera que en la amniocentesi es pot extreure 1 ml de liquid per cada setmana de gestacio.
Aquesta técnica es realitza durant les 16-20 setmanes i per tant la quantitat de LA que es pot
extreure és de 16-20 ml. La majoria de cél-lules presents en el LA son amnidcits i per tant
son les més utilitzades per realitzar estudis citogenetics.
2.2.1. Protocol de la tecnica
S’extreuen els 16-20 ml de LA , el material es reparteix en dos tubs conics i es centrifuga a
1800 rpm (650 g) durant 8-10 min . El sobrenadant s utilitzara per I’analisi bioguimica amb
el triple screening. La suspensié cel-lular se sembra en flascons (12,5 cm’ de 25 ml) que
_ contenen 4-5 ml de medi AmnioMAX™-C100; (Solucié amb sals, Glucosa amb pH i pressio
osmotica controlats, hormones i vitamines). Aquest medi és suplementat amb 20% de sérum de
vedella fetal (FCS), 2% Penicilina-Estreptomicina, 2% L-glutamina, i de forma opcional 1%
Hepes que actua com a fungicid. En el cultiu en flascé al incubador de 37°C i amb una
- atmosfera del 5% de CO, les cél-lules creixen en monocapa sobre el fons i quan son
confluents es tracten amb tripsina (0.25%) durant 10 min i després es renten amb medi, la
tripsina és una proteassa que produeix la pérdua d’adhesio en cultius cel-lulars. Es deixen 5 o
6 dies a 37 °C, llavors es fa canvi de medi i als 8 dies es mira el cultiu al microscopi invertit
i quan hi ha prou material es processa. Es posa 0.2 ml de Colcemid a una concentracié final
de 0.04 pug/ml per aturar les divisions cel-lulars en metafase, pero només si les colonies estan
ben repartic;’es, o bé es"tripsinitza si hi ha molt creixement. Es posa Iml de tripsina deixant-la
~actuar a 37 °C durant 2.5 min. Es neutralitza | “efecte enzimatic amb 3ml de medi
AmnioMAX™-C100 a 37 °C. A continuacio, tota la suspensié es traspassa a un tub conic, on
es centrifuga 5 min a 600 g. Al pel-let s’hi afegeix Sml-de la solucié hipotonica (KCI 0.075M)
atemperada a 37 °C. Es centrifuga 7 min a 600 g Seguidament, es procedeix a fer tres
fixacions amb 5 ml de Carnoy, 5 min a 600 g. Finalment, es fan les extensions i es procedeix

al bandeix i analisi cromosomica.

Amniomax (Gibco)
L Hepes (Gibco)

Tripsina (Difco)

2xSSC citrat sodic sali (Merck)
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2.3. CULTIU DE CEL-LULES TUMORALS
La mostra tumoral s " obté immediatament a |l " extirpacié del tumor. Quan arriba la mostra,
es separa una part per fer citogenética i | "altra es congela immediatament en nitrogen
liquid per realitzar posteriorment | "extraccio del DNA. ‘
2.3.1. Protocol de la técnica
" Les mostres de tumor es processen, descartant el greix, el teixit sa adjacent i les arees
necrotiques, llavors es sotmeten a disgregacio mecanica, amb bisturi o tisores, i enzimatica
- amb 2000U/ml col -lagenasa Il a 37 °C durant 1-2 h. |
. La suspensio cel-lular obtinguda es sembra en medi DMEM, és MEM (medi minim essencial
de Eagle modificat per Dulbeco) que coni els aminoacids essencials, suplementat amb 10%
de FCS (sérum bovi fetal), antibiotics penicilina-estreptomicina-fungizona al 1% (100U/ml),
gentamicina (0.02 mg/ml), insulina bovina (0,02 ug/ml), transferrina (0,02 pg/mil), glutatio
‘: (0,1 ug/ml), i selenit sodic (Sng/ml). Un cop les cél-lules epitelials s “han adherit al substrat,
es renova el medi per descartar les cél-lules inviables i els detritus que queden en suspensio.
Quan el nombre de gél -lules en divisié és elevat, de 4 a 5 dies des del cultiu primari, es
- sotmeten a tractament antimitotic amb colcemid (0.01-0.03 ug/ml) durant 1-4 h, per acumular
el maxim nombre possible de cél-lules en metafase. Després de | “incubacié a 37 °C es
tripsinitza i posteriorment les cél-lules es sotmeten a un xoc hipotonic (KCI 0.075 M) durant
- 25-30 min, per facilitar la separacié dels cromosomes. Posteriorment es procedeix a fixar i
- rentar amb Carnoy, per tal d "eliminar les membranes i estructures citoplasmatiques.
Finalment, -es realitzen les extensions cromosomiques segons el métode habitual en el nostre

laboratori.

Col.lagenasa Il (Gibco)
. Medi DMEM (Gibco)
" Penicilina-estreptomicina-fungizona (Gibco)
Gentamicina (Gibco)
Insulina bovina (Gibco)
Transferrina (Gibco)
Glutatio (Gibco)

Selenit sodic (Gibco)
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3. TECNICA DE BANDEIG CROMOSOMIC

3.1. BANDES C
La técnica de bandes C permet la tincio selectiva de la heterocromatina constitutiva, material
que es troba sobretot en regions centromériques i pericentromeériques. Tant es pot utilitzar
hidroxid de sodi o de bari per desnaturalitzar el DNA cromosomic, observant-se el mdteix
patré de bandes C. Aquesta técnica t com a conseqiiéncia una extraccié de fins el 50% del
DNA cromosomic, preferentment s’extreu el DNA localitzat en els bragos cromosomics , per
- tant cal suposar que la heterocromatina locdlitzada a les regions centromériques manté una
; estruétura més compacta i resistent als tractaments, posant-se de manifest amb bandes C. La
| metodologia és la segiient: es submergeixen les preparacions en una cubeta amb HCI 0.02N
. (2ml HCI+100ml H,0O destil-lada) a temperatura ambient durant 30 min, es renten amb aigua
j i s’assequen. Seguidament, s’introdueixen en una cubeta de Ba(OH), saturat a 60 °C (100ml
H,0+304gr de Ba(OH),), al bany maria durant 2-3 min. Es renten les preparacions amb H,0
destil-lada i metanol, dues vegades per eliminar els restes de bari, es deixa assecar i s’incuba
en solucio salina 2xSSC a 65 °C 30 min, es ren'ten amb aigua i s’assequen. Finalment es
. tenyeixen les preparacions amb Leishman al 20% de 5-10 minuts. Es decanta el colorani, es
renten i es deixen assecar. |
3.2. BANDES G
La técnica habitual de bandeix cromosomic és la de bandes G, que posa de manifest un patré
' de bandes clares i fosqlues al llarg de cada cromosoma. La metodologia és la segiient: les
preparacions s’envelleixen durant 24-48 h a temperatura ambient o 8-10 h a una estufa a
- 37 °C. Posteriorment, es submergeixen en una solucié salina de 2xSSC a 65 °C, per tal
d’obrir les cadenes de DNA i a continuacié es procedeix a afegir la solucié de Wright durant
%2-5 min, finalment es renta amb aigua i es .deixa assecar. L’estudi dels cromosomes amb
bandes G es pot fer a diferents resolucions, com mes alta millor (Figura 1 ).
Solucié de 2xSSC (citrat sodic sali )(Merck): Citrat trissodic es dissol amb NaCl (0.3M).
Solucié Wright: Colorant Wright (Sigma): tamp6 Sorensen (Merck) (1:3)
Colorant Wright : 0,25% del colorant es dissol en metanol i s " agita durant
uns 45 min, es filtre i s “envelleix a temperatura ambient una setmana o 3
dies a 37 °C.
Tampé Sorensen: solucié A (KH2PO4, 9.08g/l)/ solucié B(Na2HPO4, 12,88 g/l) volum(I:1)
a pH 6.8.
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Figura 1. Idiograma del cromosoma 1.

a) Cariotip amb nivell de ressolucié de bandes 550 G (b)ide 650G
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- 4. EXTRACCIO DE DNA

4.1. EXTRACCIO DE DNA EN SANG

La mostra de sang s’ha de recollir amb | ~anticoagulant EDTA (ImM) i el volum ha d’ésser

de 10-20 ml, ja que si és inferior s 'obté poc material.

4.1 1 . Protocol de la técnica

La mostra es renta amb sérum fisiologic (NaCl 0.9%) a 3000 rpm durant 10 min i es treu el

sobrenadant. A continuacio, s “afegeix 30 ml de buffer de lisi (ELB-Eritrocits lisi Buffer); es

deixa 15-30 min en gel, per trencar els globuls vermells quedant la resta de tipus cel-lulars.

Es centrifuga 20 min a 3000 g a 4 °C. Es decanta el sobrenadant.

Per la lisi dels leucocits s* afegeix al pel-let 25ul de Nonidet P-40 (detergent) al 1 A, es

* barreja i es centrifuga 15 min a 3.500 rpm. El precipitat es resuspén en Sml de tampo
d “homogeneitzacié, durant 2 h. Es realitza una digestio enzimatica de les proteines tissulars
mitjangant la incubacio d’ a questa solucié amb proteinassa K (0.2mg/ml) durant un periode
de 12 a 18 hores a 56°C, o tota la nit (overnight). Seguidament, s ° aconsegueix la
purificacié del DNA o desproteinitzacié realitzant 'una sérfe d “extraccions amb fenol i
Jenol:cloroform:alcohol-isoamilic (25:24:1). L'us de fenol a un pH>7 i la utilitzacié de

. cloroform desnaturalitza les proteines i facilita la formacio de complexes RNA-proteines.

Aéuest procés fa possible que aquests complexes RNA-proteines siguin solubles a la fase

| organica i a la interfase mentre que el DNA es manté a la fase aquosa. Es recull la fase

| aquosa i es centrifuga a 8 °C 10 min a 1700 g. Es recupera de nou la fase aquosa, es
realitza 1 “ultima extraccio amb fenol:cloroform:alcohol-isoamilic. A continuacio, se [’hi
afegeix 0.5 volums d °~ acetat amonic o NaCl. Seguidament, s'afegeixen 2.5 volums
d “etanol absolut que altera l'estructura dels acids nucleics i els fa precipitar. S "agita el
tub per inversié fins que apareix la medusa de DNA, aquesta es pesca amb una pipeta Pasteur

i larestas "elimina. Finalment, el DNA es precipita amb etanol al 70% i amb 0.4 M NaCl,

s 'elimina el sobrenadant i es deixa assecar. Es resuspen el DNA amb 1 ml d *~ aigua miliQ o

TE (TRIS- EDTA) i es conserva a 4 °C fins la seva utilitzacio.

Nonidet P-40 (Fluka)

Proteinassa K (Vysis.Inc).

Fenol- Cloroform (Merck)

Acetat Amonic (Merck)

TE (10mM TRIS.Cl pH 7.4, ImM EDTA pH 8)

Buffer de lisis (ELB-Eritrocits lisis Bufer) (10mMTris-HCI pH 7.5, 0.32M sacarosa, SmM MgCl, )
Tampo d’homogeneitzacié  (100mM NaCl, 10mM TRIS.CIH, 25mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8)
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42 EXTRACCIO DE DNA EN TUMORS
La mostra tumoral ha de pesar entre 50-200 mg per obtenir 100-500 pg de DNA.
4.2.1.Protocol de la técnica
- Les mostres congelades es disgreguen en un morter fins a la seva pulveritzacio.
El material es resuspén amb 20 ml de tampé d *~h omogeneitzacié i es manté a 37 °C 2-3
hores. Es realitza una digestié enzimatica de les proteines tissulars mitjan¢ant la incubacio
d " aquesta solucié amb proteinassa K (0.2mg/ml) a 56 °C durant un periode de 12 a 18 h o
* overnight. Seguidament s’ aconsegueix la purificacié del DNA afegint a la mostra igual
volum de fenol i deixant-ho durant 15 min per precipitar les proteines i desnaturalitzar
l "excés de proteinassa K. Es centrifuga a 3000 rpm durant 15 min. Es recull la fase aquosa
i s "aspira la fase organica. A la fase aquosa es réali;za una série d " extraccions amb fenol
i fenol:cloroform (50:50). Es procedeix a fer | “extraccio del cloroform dues vegades, i es
centrifuga. L’ultima extraccio es vrealitza amb fenol:cloroform:alcohol-isoamilic. A
. continuacid, s'afegeix a la fase aquosa 0.5 volums d’ acetat amonic o NaCl. Seguidament,
s “afegeixen 2.5 volums d’ e tanol absolut que altera | ~estructura dels acids nucleics i els
fa precipitar. S “agita el tub per inversio fins que apareix la medusa de DNA. Aquesta es
| pesca amb una pipeta Pasteur i la reste s 'elimina. Finalment, el DNA es precipita amb
etanol al 70% i amb 0.4 M NaCl. S ’elimina el sobrenadant i es deixa assecar. Es resuspén

el DNA amb 1 mld "“aigua miliQ o TE i es conserva a 4 °C fins la seva utilitzacio.

Acetat Amonic (Merck)

NaCl (Merck)

Tampé d’homogeneitzacié  150mM NaCl (Sérum fisiologic) , 20mM TRIS-CIH,
50 mM EDTA, 4% Na lauroy! sarcosine , pH 8
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5. QUANTIFICACIO DEL DNA

}Les mostres de DNA s’han de quantificar amb molta exactitud, per procedir a realitzar tant la
| QF-PCR (PCR quantitativa fluorescent) com la CGH.

La concentracié de DNA s’ha llegit amb un fluorimetre. El fluorimetre (TKO-102Hoefer),
instrument consistent amb una lampara de xend que provoca fluorescéncia, selector de
\ longituds d'ona i un detector. La mesura es fa en una cubeta de quars de 2ml.

Per mesurar el DNA es dissol en una solucio A (DNA de 10 -500 ng/ml): 10xTNE Buffer
(100mM Tris, 10mM EDTA, 1.0M NaCl, pH 7.4), aigua destil-lada i 0.1 pug/ml Hoechst. Per la
?determinacio’ del grau de puresa s 'ha utilitzat l’espectrofotometre. L espectrofotometre (Perkin
}Elmer 320 de doblefeix), determina l’espectre d'absorcié de les mostres especialment a les
-regions de I'ultraviolat, del visible i de l'infraroig (fig. 2). Les mostres es preparen amb aigua
destil-lada i a temperatura ambient controlant el pH. Per la lectura de Densitat Optica

%(DO) s 'utilitzen cubetes de quars i es mesura la DO a 260 nm, una que correspon a la
concentracié de DNA i la lectura de DO a 280 nm que correspon a la conceniracié de
proteines. La relacio DO a 260 nm / DO a 280 nm ens indica la PURESA de la mostra respecte
el DNA. Per a dur a terme les técniques de QF-PCR i CGH es requereix una puresa

:superior al.e.

Wavelength (nm)

Figura 2. Espectre d’absorcio resultant de la lectura de 1'absorbancia en funcio de la longitud

d’ona corresponent al DNA de cél lules tumorals del cas del pacient 17 de la taula 2.
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6. PCR quantitativa fluorescent (QF-PCR)

Aquesta técnica molecular només 1'hem utilitzada per la identificacié d’una alteracié
cromosomica constitucional en un pacient baré amb cariotip XX (cas 4). Consisteix en
1" amplificacié de diversos marcadors polimorfics especifics, amb encebadors fluorescents i
| la posterior analisi quantitativa dels productes d’ ampliﬁcacio’ fluorescents en un
© seqilenciador de DNA. |
6.1. Protocol de la QF-PCR
EIl DNA genomic total va éser obtingut segons el métode anteriorment descrit. Es va procedir
a realitzar miiltiples amplificacions QF-PCR utilitzant marcadors altament polimorfics STR
(Short Tandem Repeats), pel gen SRY i el gen de l’amelogenina (AMG) ubicat aprop de la
~ regio pseudoautosomica del Xp (AMGX) i del Yp (AMGY).
1 Aquest seqiiéncies es van marcar amb diferents molécules fluorescents o fluorocroms per
permetre la determinacio del tamany i la quantitat de producte de PCR corresponent, d’acord
amb la metodologia descrita préviament per Cirigliano et al. 1999 i 2001.
Les amplificacions de la PCR, van ésser estandaritzats amb un volum final de 25pl,
composades per: 4ul de DNA, 200umol/1 dNTP, 4-35 pmol de cada primer,2mmol /I MgCl,
| IxTaq buffer,1U de Taq polimerasa (Promega. Madison WI, USA). Després de la
“desnaturalitzacié a 95° C durant 2 min, es realitza la PCR, 28 cicles repetits a 94°C
durant 35 segons, 58°C durant 35 segons, 72°C durant 40 segons amb una extensié final a
15 minuts a 72°C en un GeneAmp 9700 (Applied PE Biosystems. Foster City. CA. USA).
Els productes QF- PCR (I ,;z) son recullits recullits amb 12pl de formamida, per col-locar-los
‘ en un seqilenciador automatic de ADN, ABI PRISM 310 (ABI310). Les analisis dels resultats
| van ésser realitzades amb un GeneScan sofware 3.1 (PE Biosystems) com previament descrit
(Applied Biosystems. Foster City. CA. USA). El electroforetograma obtingut es mostra a la

figura 3.
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| QF-PCR
i
l GeneScan® 2.1 GeneScan™ Project-08/03/01 Display-3 Page 1 of 1
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} 4200:
1
3600
3000]
2400}
1800 ]
3 1200_: SRY
| 600] »
i % AN
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i

l

Figura 3. Resultat de I’electroforetograma QF-PCR del cas del baré XX. La deteccid del gen SRY va
Edonar positiu. El producte d’amplificacio de color negre és el del gen SRY, el de color blau és el del gen
de la amelogenina del cromosoma X, que serveix com a control intern del procediment, no s'observa
|

producte d’amplificacié del gen de la amelogenina del cromosoma Y.
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7. Hibridacio in situ Fluorescent (FISH).

Aquesta técnica d’hibridacio s’ha utilitzat per confirmar el cromosoma implicat en

determinades alteracions cromosomiques constitucionals emprant sondes especifiques

comercials (Vysis- Cytocell).

7.1. Painting

7.1.1. Protocol de la técnica.

Les extensions amb les metafases obtingudes del cultiu de limfocits o d’amniocits han d'ésser

envellides abans de procedir a la hibridacié. Si no s’ha de realitzar aquesta técnica
d’immediat, es guarden a -20°C fins la seva wutilitzacid. La técnica requereix una
preparacio dels portes i de les sondes prévia a la hibridacio i de un rentat post- hibridacio.

Per la post-fixacio de les preparacions, les introduim durant 10 min en una solucio del 1% de
~ Formaldeéhid en 2xSSC, es renten dues vegades amb 2xSSC durant 5 min, es renten amb aigua
| bidestil-lada i es deixen assecar. En aquest pas podem guardar les extensions congelades a —

20 °C, fins la seva utilitzacio.

7.1.2. Preparacio dels portes
Abans de realitzar la FISH es passen els portes per una solucié 2xSSC , pH 5.3, 0.2% twen-

20 a temperatura ambient. Els portes es submergeixen en la solucié de desnaturalitzacid; 49

ml formamida 100% (Boehringer Mannheim): 7ml de 20xSSC, pH 5.3: 14 ml d "aigua
tridestil-lada. durant 5 min a temperatura adequada; 73 °C-74 °C. Es realitza un pre-
itractament de les preparacions en 2xSSC, pH 5.3, a 37 °C durant 30 min i després es

desnaturalitzen en una solucio de 70% de formamida/2xSSC, durant 2 min a 72 °C.

Posteriorment, es procedeix a la deshidratacié de la preparacié utilitzant concentracions
d 'eténols Sfreds a 70%-85%-100% durant 1 min a cadascun d "ells. S’assequen a

temperatura ambient.

7.1.3. Preparacioé de sondes

Es prepara: una barreja de 1ul de sonda comercial del cromosoma a estudiar, 7ul de buffer,

2ul d * aigua tridestil-lada a temperatura ambient. S'ha de tenir cura amb la llum ja que les

sondes estan marcades amb fluorocroms i perdran afinitat si no es tapen. Es fa un pols amb la

microcentrifuga (eppendorf-centrifuge 5415 c) durant 1 a 3 seg per barrejar bé. La sonda es
' posa a desnaturalitzar al bany de 73 °C durant 5 min.

7.1.4. Hibridacio

Els portes s "atemperen a 40 °C i s’hi afegeix uns 10-15 ul de la sonda . Es segella el

cubre sobre el portaobjectes amb goma liquida i es posa a hibridar en una caixa fosca i

humida o s utilitza | “aparell Hibrite (Izasa) de 12-16 h i a 37 °C-42 °C depenent del tipus

de sonda.
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| 7.1.5. Rentats post-hibridacio

Després de les 12-16 h d’hibridacié es treu el cubre del portaobjectes. La preparacié es

submergeix en una cubeta amb 0.4x SSC /0.3 NP-40 2 min agitant 1-3 seg, i després en una

altra cubeta 2x SSC /0.1.1% NP-40 a temperatura ambient 3 min agitant 1-3 seg.

Seguidament, les preparacions es deixen assecar i es procedeix a la contratincié DAPI i a

[ “observacié i estudi al microscopi de fluorescéncia.

| 7.2. Multipainting

7.2.1.0ptimitzacio de la técnica

~ Per realitzar el pintat de tots els cromosomes (painting) simultaniament, s’ha utilitzat el Kit

Chromoprobe-M Multiprobe System,( CytoCell Ltd, UK), que permet l’observacié del painting

de tots els cromosomes en el mateix portaobjectes pero cadascun de forma separada en

- metafases indépendents.

| Aquest portaobjectes esta dividit en 24 arees, enumerat respecte els diferents parells

‘cromosomics i un suport multisonda de la mateixa mida del portaobjectes que conté 24 pouets

. on cadascun d’ells conté la sonda d’'un cromosoma marcada amb el fluorocrom Cy3. La
mostra es va col-locant a cada area del porta subministrat pel kit (2ul/area). A cada pouet
del suport multisondes s’hi afegeixen 2ul de solucié d” hibridacié escalfat preéviament, 2min

,a 37 °C. A continuacio, es fa coincidir el portaobjectes amb el suport de forma que quedin

correctament encaixades les diferents arees del portaobjectes amb el seu pouet corresponent.
Un cop encarats i unit el portaobjectes amb el suport, es posen a la placa calefactora a 75 °C

, durant 5 min, col-locant-se després a la cambra d’hibridacié a 37 °C overnight. Finalment,

- es realitzen els rentats post-hibridacié (tal com s’indica a l’apartat anterior) i la contratincio

amb DAPI seguint el protocol de la casa comercial.
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8. HIBRIDACIO GENOMICA COMPARADA

Aquesta técnica va ser descrita per Kallionemi et al. (1992), i permet una andlisi global del

genoma huma.

Es basa en la hibridacio competitiva simultania de DNA problema i DNA control o normal
- marcats diferencialment sobre cromosomes metafasics normals .

8.1. OPTIMITZACIO DE LA TECNICA

En la figura 4 s esquematitza el protocol de CGH utilitzat.

8.1.1. Preparacio dels portaobjectes

La major part de | "estudi s "ha realitzat amb portes comercials (Vysis - CGH Metaphase
. Target Slides 46,XY). Pero inicialment es van preparar els portes controls, amb la segiient
. metodologia:

S “extreu sang d “un individu normal, es posa a cultivar i es processa fins a obtenir
. preparacions on hi ha cromosomes en estadi metafasic ben extesos per facilitar al maxim
176 ptima hibridacié. Aquests cromosomes, han d ° ésser evaluats al microscopi de contrast
:de fases tant cromato (cromosomes foscos) com morfologicament (cromosomes ben llargs,

sense sol-lapacions). Cal asegurar que la preparacio sigui bem neta i sense restes

citoplasmatiques, ja que dificultaria la hibridacio. Aquestes preparacions s” e nvelleixen a
'] "estufa a 37 °C de 15-40 hores o durant 5 dies a temperatura ambient, perqué el material
| es faci més resistent ja que siné a la hibridacio els destruiria. Aquest material es pot guardar
fins a la seva utilitzaci, durant un maxim de 6 mesos, congelat a —20 °C.

8.1 .2. Marcatge del DNA per NICK TRANSLATION

El DNA problema extret a partir de sang, liquid amniotic o tumor, i el DNA control es

marquen amb nucleotids que porten els fluorocroms incorporats, la Fluoresceina FITC (verd)

i el Texas Red TR® (vermell), respectivament o a linrevés. El marcatge es va estandaritzar

marcant el DNA problema amb Texas Red i el DNA normal amb Fluoresceina, ja que el

- Texas Red marca més intens i es controlava millor el DNA problema.

| Pel marcatge dels DNAs es prepara segons s indica a continuacio:
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Per un volum total de 50ul,

X pl de DNA per obtenir una quantitat total de 700-1000ng

DNA concentracié X
22.5 Wl H20 miliQ -X 225} Aigua esteril miliQ
-X
2,5 ul Fluorocrom 2.5 ¥ 2,5ul Fluorocroms:
Verd/ Vermell Verd-  2.5ul 0.2mM de Spectrum Green (FITC)
Vermell-2.5ul 0.2mM de Spectrum Red (TexasRed)
Equivaléncia: 10ul ImM dUTP (1nmol de Fluorescein-12- dUTP o
Texas Red-5-dUTP) 40ul aigua tridestil-lada estéril
5 ul 0,ImM dTTP 5 5ul 0.ImM dTTP :  10ul 0.3mM dTTP
20ul d ‘aigua esteril-miliQ
10 ul ANTP mix 10 plC+A +G 10 1 10ul0.1mMdNTP mix: 10yl de 0.3mM dATP
10ul de 0.3mM dCTP
10ul de 0.3mM dGTP
(bases nitrogenades, dCTP 200uM, dGTP 200uM, dATP 200 uM)
5ul 10 x Buffer Nick 5 5ul de buffer: 10x Nick Translation Buffer
(Tris-HCI 500mM pH 7.2, 10mM MgSO,, ImM DDT)
5-10 ul Nick Translation Enzim 5 S5uld “enzim: Nick Translation Enzyme.
DNA Pol-1/Dnase I (Dnase I -stock 3mg/ml.1:2000 aigua estéril miliQ DNA-polymerasa I- 5
Urpl; en 50% glycerol)
Volum Total: 50ul 50ul

- Aquesta barreja s ‘afegeix en tubs de microcentrifuga (o eppendorfs) i s " incuba en un

bany a 15 °C durant 1-2 hores. La reaccio s “atura amb una incubacio a 75°C durant 10

minuts per desnaturalitzar els enzims, i evitar la degradacié del DNA.
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Fig 4. Esquema del protocol de la CGH
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8.1.3. Electroforesi en gel dagarosa
Per la comprobacio de la llargada dels fragments de DNA que ha d "estar compresa entre
100-1000 pb, es fa una electroforesi en gel d “agarosa (Ecogen).
Després de la reaccio s’agafa una quantitat de 200 ng de cada DNA i es comprova la
- grandovia dels fragments tallats i marcats de DNA, en un gel d “agarosa al 1% (4ml de
10xTBE, 40ml aigua destil.lada, 4 mg d "agarosa, 40ul de EtBr a una concentracio final de
0.001% del seu volum). L" e lectroforesi es realitza a 80V durant 40 min. Per cada migracio
es necessari disposar d " un fragment marcador del que es conegui la seva longitud. Cada gel
| es col -loca sobre un transiluminador UV, per observar la mida dels fragments de la sonda,
smears o llapissades de colors dels fluorocroms.Un cop avaluats s "ha de tenir en compte,
que la grandaria optima és de 100-1000pb (figura 5), si els fragments son massa curts es
~ disminueix la quantitant del 1 "enzim o el temps d "incubacid, i si son massa llargs es
tornen a les condicions anteriors (al bany de 15 °C), ja que son les optimes perqué els enzims

actuin. Un cop s “han controlat els DNA marcats, es passa a hibridar els dos tipus de DNA,

o0 es poden guardar a menys 20 °C .

C-1 Tum-1 Tum-2 C-2

Figura 6. Comprobacié de la reaccié de marcatge de NicK Translation.
Deteccié de la llargada dels fragments de DNA marcats en el gel d’agarosa.

Carril C-1,C-2 corresponen a controls, i Tum-1, Tum-2 a mostres tumorals
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8.1.4. Precipitacié de les sondes

S ‘hibriden quantitats iguals de 300ng-500ng de DNA problema i de DNA normal.

S ‘afageix 10-15 ul de DNA Cot-1 huma (15 ng) (Vysis), ja que la Cot bloqueja la

heterocromatina o DNA ric en seqiiéncies altament repetitives, aixi s “evita que el DNA

* hibridi de forma inespecifica en zones que no resulten informatives, o en zones que puguin

donar falsos positius. Tot junt es co-precipita amb 2,5 volums d “etanol pur fred (EtOH
100%)(Merck) i 0.1 volums d “acetat sodic 3M pH 5.5, en gel o al congelador uns 20 min.

. Es pasa a centrifugar a 12.000 rpm durant 30 min, a 4 °C. Es decanta el sobrenadant i

s ’intenta fer evaporar tot | “etanol, retingut a les parets del eppendorff, a 37 °C durant

10-15 min, ja que podria interferir en la desnaturalitzacio dels DNAs. Es resuspén en 15 ul de

" buffer d “hibridacié o Solucié A*. Es procedeix a una centrifugada curta (spin), i es deixa a

' temperatura ambient uns 15-20 min per permetre una total dissolucio.

*Solucié A: 50% de Formamida desionitzada +1 50% Master Mix (20% dextra sulfat : 2g dextra sulfat +

© Iml 20xSSC, +9 ml d’aigua miliQ).

' 8.1.5." Desnaturalitzacié de les sondes

Les sondes son desnaturalitzades durant 6-8 min en un bany a 72-74 °C

8.1.6. Desnaturalitzacio dels portaobjectes

Es seleccionen les arees dels portaobjectes on hi ha més metafases i es marca per sota el
vidre amb llapis de diamant. Es desnaturalitzen en una solucié de: 49ml Formamida, 7ml

2xSSC, 14ml aigua miliQ, durant 5-8 min a 73-74 °C, a pH 7-7.5 equilibrant-ho amb HCl al

- 35%. Quan la solucié de desnaturalitzacié arriba a 73-74 °C s “hi introdueixen els

' portaobjectes amb metafases normals (Vysis) durant 5-6 min. Es convenient no fer servir més

de 4 portaobjectes alhora. Es deshidraten 1 min en una série d “etanols freds al 70 %- 90 %-

100 %, per treure | “excés d “etanol i es deixent assecar a la foscor a temperatura

ambient.
8.1.7. Hibridacié

Els portaobjectes s “escalfen a 37 °C uns 3 min. Paral -lelament es desnaturalitza la sonda

:6-8 min a 72-74 °C per tal d’obrir les cadenes de DNA per hibridar amb els cromosomes
dels portaobjectes. S’aplica la sonda desnaturalitzada sobre del portaobjectes on s "ha
escullit | “area optima. Es col-loca el cubreobjectes (20x20mm) i es sella amb goma liquida

. especial. Es posa a hibridar tot junt en una caixa humida i fosca durant 2-3 dies en una

“estufa a 37 °C.
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8.1.8. Rentats de Post-hibridacio
- § “extreu el cubreobjectes segellat, i els portaobjectes es renten amb la solucié I,a 37 °C
durant 5 min, barrejant una mica per tal d “eliminar qualsevol residu sobrant, es a dir
qualsevol reste inespecific de DNA que no ha hibridat. Es treu de la primera solucio de
. rentat per passar-ho a la solucio 1l, durant 1 min a temperatura ambient, i es deixa assecar a
| I “aire. _
Solucié I- 0.4xSSC/0.3% NP-40 (20 ml 20xSSC + 950 ml H20 miliQ+ 3 ml NP-40 i ajustar a pH 7-7.5 amb NaOH,
ajustar a volum final 11 i filtrar) '

- Solucié 1I- 2xSSC/0.1% NP-40 (100 ml 20xSSC + 850 ml H20 miliQ+1ml NP-40 i ajustar a pH 7-7.5 amb NaOH,
ajustar al Volum de 11). '

8.1.9. Contratincié DAPI

| Seguidament es realitza la contratincié afegint 12-15 pl DAPI + antifade a cada
portaobjectes, i es col-loca el cubreobjectes de 24x60 mm. Els cromosomes es
. contratenyeixen amb 5 pg/mlde 4 °,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) i afegits en 7ul d "una
 solucié buffer antifade (1,4-fenil-diamina) Vectashield (Vector Lab). Per evitar la perdua
progressiva de color, les preparacions es guarden 4 °C en una caixeta tapada sense llum

perqué no perdin la fluoresceéncia.

8.1.10. Captura dimatges
"La captura d “imatges es realitza en un Microscopi de fluorescéncia* d” alta qualitat,
- equipat amb una roda de filtres adequada per cada fluorocrom; conectat amb una camara
. CCD d ’alta sensibilitat (Photometrics Sensys/ Olympus U-SPT)), i acoblada a un ordinador
amb sistema d “analisi d’ images digitals amb un software especific . S ~ ha utilitzat el
sistema d “analisi Cytovision (Applied Imaging) i també el Quips de (Vysis) que tenen el
jsoﬁ‘ware automatitzat per analitzar la CGH.
* La visualitzacié i analisi d “imatges es va fer amb diferents aparells.
o Microscopi Olympus AX70 amb filtres pels fluorocroms utilitzats i conectats a un
ordinador amb sistema d~ a nalisi Cytovision (Applied Imaging).
e Microscopi Olympus BX60 amb filtres pels fluorocroms utilitzats i conectats a un
ordinador Power Macintosh G3 amb software Quips® per Smartcapture ( Quips
Karyotyping/CGH. Digital Scientific Cambridge, UK. Vysis, NY)
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Per visualitzar cada fluorocrom, respecte la seva longitud d’ona o combinacions, hi ha

'} diferents filtres* especifics que s "han d’acomodar als microscopis:

e Filtre de fluorescéncia pel color vermell U-MWIY,. per captar el marcaige del
Sfluorocrom amb vermell del TR (Texas Red).
e Filtre de fluorescéncia pel color verd U-MNIBA per captar el marcatge del fluorocrom

amb verd FITC (Fluorescein isothiocyanate)

® Filtre de fluorescéncia pel color blau U-MNU per captar el marcatge del fluorocrom
| amb blau DAPI.

‘ o [Filtre de fluorescéncia triple P/F/Pi 510.

A la figura 6, es mostra els diferents tipus de fluorocroms amb els seus nivells d'exitacié i

emissio, i filtres utilitzats per 'analisi de CGH

Barrler Filter

Exciter Filier

felative Intensity

Figura 6. Tipus de fluorocroms i filtres utilitzats per I'andlisi de CGH:
i (a) Tipus de filtres

(b) Nivells d’excitacio i emissio dels diferents fluorocroms
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8.1.11. Analisi dimatges
Les imatges més idonies son aquelles en que les metafases tenen els cromosomes llargs, poc
solapats, i amb la fluorescencia verda i vermell equivalent. Per ’andlisi de cada mostra van
ser captades de 10-25 metafases amb hibridacions uniformes d’alta intensitat. El software de
CGH permet obtenir un perfil de fluorescéncia de tots els cromosomes de cada metafase.
Pero, previament cal controlar que hi hagi un patré d’hibridacié uniforme, no granulos, amb
una adequada intensitat, minim de background de ﬂuore‘&céncia, una segmentacio dels
| cromosomes, una normalitzacié d’intensitat de fluorescéncia, una determinacié dels perfils
| d ’intensitat per integracié dels valors pixel normalitzats al llarg de linies perpendiculars a
I’eix del cromosoma, i una determinacié del quocient de fluoresceéncia del perfil d’iniensitats
L de fluorescéncia verd/vermell, que representa el perfil de cada cromosoma.
 Per cada metafase es van capturar les imatges corresponents a la fluoresceéncia verd, vermell |
i blau i van ser analitzades com a imatges separades (fig 7). L’imatge que representa el
~contrast DAPI blau va ésser invertida i utilizada per cariotip semiautomatic. Les
fluorescéncies o intensitats fluorescent verdes (DNA control) i vermelles (DNA prbblema) van
ésser determinades per cada cromosoma des del telomer p fins el telomer q integrant
intensitats a intervals de 1 pixel al llarg de | “eix medial del cromosoma després de la
correccié del background i de la normalitzacio del ratio entre verd i vermell per cada
metafase sencera establert en 1.0, es van calcular després els perfils del ratio d’intensitat
fluorescent de verd a vermell, en tots els cromosomes. La intensitat total depén de molts
factors, per tant a la captura s’ha de procedir a una normalitzacio dels factors que hi actuen.
L’aparell cohbim les dades de totes les metafases analitzades en cada hibridacié i es va
. determinar un perfil de ratio mig per cada cromosoma. Cada idiograma del cromosomes
-mostra el perfil de CGH de cadascun, i els ratio valorats estan entre 1.25 i 0.75 per
representar els guanys i pérdues respectivament de cada cromosoma. L’expressio d’alts nivells
de DNA (amplificacié o grans guanys) esta considerat quan la fluorescéncia mitjana
~sobrepassa de 1.5. La selecci6 dels limits s’ha de fer en funcié de la ploidia del tumor i de la
;qualitat de les hibridacions en casos que s’analitzi DNA tumoral. Els resultats es van
-. comprovar amb interval de confianca del 95%. En la figura 8 es mostren els perfils obtinguts

de l'analisi de CGH.
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Figura 7. Imaiges seqiiencials captades fent servir la camera de microscopi
Jtuorescent amb els filtres per fluoresceina (verd), rodamina (vermell) i
DAPI (blau)

.R.F; Ny vttt ,_ A" S
G f;, : =

Figura 8. Seqiiéncies de DNA amb guanys, pérdues i amplificacions de material
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NOMENCLATURA

" Per a descriure els dels cariotips s’ha utilitzat la nomenclaiura del International Standing
Commitee on Human Cytogenetic Nomenclature ISCN (1995), que inclou les técniques de
hibridacié in situ. Per la classificacio dels tumors s’ha utilitzat el sistema WHO (1973) i el
TNM (1978).
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We report the use of comparative genomic hybridization (CGH) to
define the extra chromosome region present in two de novo partial
trisomies 15q25-qter and Xp2l-pter, which could not be clarified by
conventional G-banding. Investigation with fluorescence in situ hy-
bridization (FISH) revealed that the partial trisomy corresponded to an
unbalanced translocation between Y and 15 chromosomes in 1 patient
and ‘an unbalanced X/X reorganization in the other patient. The com-
bination of classical karyotyping, CGH, and FISH is useful for the
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cated in specific clinical disorders.

Recent research has shown that some structural
chromosome anomalies, such as many partial
trisomies and monosomies, which are uniden-
tifiable by G-banding, can be resolved using new
molecular cytogenetic techniques. Fluorescence in

_situ hybridization (FISH) is now widely used in

clinical diagnosis. However, it requires several
rounds of whole chromosome paints before the
extra or delected material is recognized. A tech-
nique especially indicated in cases with poor cyto-

0 genetic material has been described by Escudero et
#47%—al. (1); who used simultaneous and sequential
¢  FISH to detect different chromosome pairs after

consecutive hybridizations on the same metaphase.
However, these methods are too cumbersome, ex-
pensive, and time consuming for routine analysis.
Novel approaches, such as multicolor-FISH (M-

FISH), ‘'allow the identification of all chromosomes

after a single hybridization, but require sophisti-
cated equipment and computer software (2-4).
The M-FISH technique is especially indicated to
determine the origin of the chromosome fragments
implicated in unbalanced aberrations and their lo-
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identification and characterization of partial trisomies in clinical diag-
nostic laboratories, in order to delineate the chromosome regions impli-
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cation in the karyotype, but are not useful for
identification of duplications or deletions of single
chromosome bands. The microdissection method
has been recently used to characterize chromosome
segments in clinical diagnosis (5), but this technol-
ogy is only available in a reduced number of labo-
ratories and _requires well-trained operators.
Comparative ' genomic hybridization (CGH) has
been successfully used in clinical diagnosis to iden-
tify gains or losses in unbalanced chromosome
alterations after a single hybridization and without
cell culture (6-19).

In this report, we describe the use of a combina-
tion of classical karyotyping, FISH, and CGH to
identify the chromosome fragments implicated in
two constitutional partial trisomies and to delin-
eate the chromosome bands correlated with spe-
cific congenital malformations.

Case reports

Patient' 1 was a 3-year-old bdy. He was born at
term after an uncomplicated 38-week gestation. -
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Partial trisomies 15q25-qter and Xp21-pter: implication of the phenotype

The most important clinical features described at
the third month were obvious muscular hypotonia,
horseshoe kidney, and facial dysmorphism. At the
time of this study, he presented facial dysmor-
phism, cognitive defects, and behavioral and
speech problems (Fig. 1). He had a S5-month-old
brother, who was physically and mentaily normal.
Patient 2 was a 35-year-old sterile woman with
premature menopause. '

Materials and methods
Cytogenetic analysis

Peripheral blood samples from these patients, their
parents, and the brother of patient 1 were cultured
for 72 h in RPMI medium. Metaphase chromo-
somes were analyzed by standard Wright-G-band-
ing technique.

FISH analysis

To determine the chromosomes implicated in the
unbalanced chromosome aberrations detected by
G-banding, but unidentifiable, FISH was per-
formed with a multipainting test for all chromo-
somes: 22 autosomes, X and Y (Kit
Chromoprobe-M Multiprobe, CytoCell Ltd, UK):.
The hybridizations to metaphase spreads were per-
formed . according to the instructions of the
supplier.

|

CGH analysis

CGH was used to determine the specific chromo-
some regions implicated in the chromosome

Fig. 1. Facial features in patient 1.

a
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Fig. 2. Partial karyotype and idiogram of chromosomes show-
ing the additional material. (a) Y-chromosome from patient 1
and (b) X-chromosomes from patient 2.

anomalies. For CGH, DNA was isolated from
blood leukocytes of the probands and of healthy
individuals of the same sex as the patients. DNA
labeling, hybridization, and detection was per-
formed essentially as described by Kallioniemi et
al. (20) and according to the instructions of the
supplier (Vysis, Downer Grove, IL, USA). Slides
were analyzed using a Cytovision Ultra worksta-
tion (Applied Imaging, Sunderland, UK). The soft-
ware performed a calculation of the patient DNA
to normal DNA fluorescent ratios along the length
of each chromosome. Ratio values above 1.25 and
below 0.75 were considered to represent chromoso-

. mal gains and losses, respectively. In addition,

control experiments in which the red-dUTP and
green-dUTP labels were interchanged between nor-
mal and patient were also performed.

Results

G-banding chromosome analysis revealed an un-
balanced abnormality in both patients. Karyotypes
were 46,X,add (Y)(ql2) in patient 1 and
46,X,add(X)(q28) in patient 2, respectively (Fig. 2).
Parental karyotypes were normal in both cases,
and brother of patient 1 was also of normal
karyotype.

M-FISH analysis in patient .1 detected no signal
on the distal Yqter after hybridization with a Y-
chromosome-specific library and the presence of a
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a

b

Fig. 3. FISH analysis from patient 1 revealed (a) no signal on the distal Yqter (arrow) using a Y-chromosome-specific library; the
signals correspond to the normal region of the Y-chromosome (right) and to the Y material translocated to chromosome 15 (left)
and (b) one signal on the long arm of the abnormal Y-chromosome (arrow) using a chromosome-15-specific library, in addition to

the normal chromosomes 15.

chromosome 15 paint signal on the distal region of
the Y-chromosome in addition to the two normal
chromosomes 15 (Fig. 3). A hybridization using
only a chromosome painting probe for 15q (WCP
15q Spectrum Orange, Vysis) also showed the pres-
ence of a chromosome 15 paint signal on the distal
Ygqter. In patient 2, FISH studies showed a signal
on all add (X) when an X-chromosome paint was
used (Fig. 4).

CGH analysis was performed to identify and
characterize the additional chromosome fragment
on the add (Y) and add (X) chromosomes. In
patient 1, the CGH profiles of chromosome 15
showed a gain in the region 15g25-gter, and in
patient 2, the CGH profiles showed a gain in the
Xp2l-pter and also a loss of Xq28-qter material
(Fig. 5). All other chromosomes in both patients
had normal CGH profiles.

Based on classical cytogenetic, FISH, and CGH
data, the karyotypes of patients 1 and 2 were
defined as 46,X,add(Y)(ql2),rev ish der (Y)t-
(Y;15)(q12;q925,enh(15925) and  46,X,add(X)-
(q28),rev ish der(X)t(X;X) (q28;p21),enh (Xp21).

Discussion

The precise characterization of extra or missing
chromosome fragments implicated in constitu-
tional unbalanced karyotypes is very important,
because they provide clues as to the discovery of
genes implicated in specific clinical disorders. How-
ever, partial trisomies and monosomies may not be
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resolved by classical cytogenetics methods when
small segments of a size similar to that of single of
chromosome bands are implicated. The introduc-
tion of new molecular cytogenetic techniques, espe-
cially FISH and CGH, in clinical diagnosis allows
the delineation of these chromosome anomalies
{6—19). The present report is a new contribution
showing the usefulness of CGH, in combination
with FISH, to characterize the chromosome frag-
ments implicated in two de rovo constitutional
partial trisomies.

Fig. 4. FISH analysis from patient 2 showed signal covering
all add (X) (arrow) using a X-chromosome paint.
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Fig. 5. CGH results from patients 1 and 2. Lines, from left to
right on' CGH profiles, represent fluorescence ratio values of
0.5, 0.75, 1.0, 1.25, and 1.5. The vertical lines on the right side
of the chromosome indicate gains; those on the left indicate
losses of the corresponding chromosomal regions. Chromo-
somes aqd profiles obtained by CGH showed a gain of (a)
15q25-qter in patient 1 and (b) Xp21-pter in patient 2.

A comparison of the clinical features from pa-
tients 1 and 2 with previous published cases with
the same trisomies reveals similar common clinical
abnormalities in both cases. The severe hypotonia,
horseshoe kidney, and facial asymmetry present in
patient .1 are common clinical features associated
with partial trisomy 15 (21). The review by Chan-
der et al. (21) described that most cases with a
duplication of the distal part of 15q have resulted
from unbalanced translocations frequently derived
from a balanced translocation carried by a parent,
usually ithe mother. Only a few patients with a
46, X, der(Y)t(Y;15) karyotype have been described
in the literature; the chromosome translocation
involved the Yq12 and 15p11 breakpoints in most
cases (22). Until now, only a case with a
der(Y)t(Y;15q) has been published (23), corre-
sponding to a boy with mental and growth retar-
dation, microcephaly, spastic quadriplegia, and
undescended testes; in this paper, the breakpoints
implicated in this reorganization are not indicated.

‘Our patient 1 is the second case in the literature

with. a der(Y)t(Y;15) affecting the long arm of
chromosome 15, which suggests that the genetic
unbalance of 15925-qter expressed in our patient
can account for this abnormal phenotype.

The CGH results from patient 2 show not only
the Xp2l-pter region duplication, but also the
Xq28-qter region loss. Kallionemi et al. (20) ob-
served that the green and red fluorescence intensi-

ties gradually decrease at the _chromosome
telomeres and suggest that caution should, there-
fore, be exercised in the interpretation of ratio
changes at chromosome telomeres. In our case,
due to our knowledge of the G-banded and FISH
results, we can accept the Xq28-qter deletion.

Females with duplication of segments of the
X-chromosome are fertile, provided that there are
no X/X rearrangements, while patients with X/X
rearrangements leading to a duplication of the
short or long arm (without significant deletions)
may or may not be fertile (24). Our patient 2, with
a partial trisomy Xp produced de novo by X/X
rearrangements, presents sterility and early-onset
menopause as phenotype alterations. The last clini-
cal alteration is also seen in 47,XXX females and
in females with duplications of Xp or Xq (25). No
correlation with specific phenotype or clinical fea-
tures other than sterility and premature menopause
was found in our case.

In this paper, we describe the combined use of
FISH and CGH techniques; first FISH was used to
identify the origin and localization of the extra
chromosome material detected by G-banding [in
patient 1 the add (Y) corresponded to a 15 chro-
mosome fragment located in Yqter, and in patient
2 the add (X) was from the X-chromosome] and
the CGH method to characterize the chromosome
fragment gains (the 15925-qter region and Xp21-
pter in patients 1 and 2, respectively). In conclu-
sion, according to previous data (8, 9, 13-19), the
combination of conventional and molecular cyto-
genetic techniques is useful to characterize un-
known extra chromosome material in partial
trisomies and to contribute to establish genotype/
phenotype correlations. :
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Brief Clinical Report

Characterization of a Heritable Partial Monosomy
18p by Molecular and Cytogenetic Analysis
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This report describes the fourth case of heri-
table 18p monosomy, which was ascertained
- by prenatal diagnosis. Cytogenetic analysis
of amniotic fluid cells by G-banding showed
an apparently distal 18p chromosome dele-
tion and a derivative X chromosome result-
ing from a translocation betweenthe Xand Y
chromosomes. Analysis of peripheral blood
lymphocytes from the parents by G-banding
revealed the same chromosome 18 deletion
in the mother, who did not have the X/Y
translocation. Comparative genomic hybri-
dization (CGH) studies confirmed the loss of
chromosome region 18p11.3-pter previously
detected, and eliminated the presence of
unbalanced reorganizations of other chro-
mosome regions. No subtle translocation
was detected by fluorescence in situ hybri-
dization (FISH) studies using whole chro-
mosome specific painting probes. This is a
new report of a heritable 18p monosomy.
Although in our case the mother had several
minor congenital malformations, the loss of
18p11.3 band was not associated with any’
obvious phenotypic alteration in the fetus.
© 2001 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

After the “cri du chat” syndrome, 18p- is probably the
second most frequent autosomal deletion syndrome.
The 18p- syndrome, described by de Grouchy et al.
[1963], is not easily recognizable through clinical
features, due to its high phenotypic variability [Schin-
zel, 1984]. This deletion occurs de novo in about 85% of
patients, and in 15% of cases, it results from the
segregation of familial rearrangements. Most patients
with de novo 18p monosomy involve an unbalanced
translocation; only a few cases are described with a
pure deletion 18 deleted [Taine et al., 1997; Tonk and

-Krishma, 1997]. The parental origin of the deleted

chromosome has been studied by molecular analysis in
only three cases, in which a paternal origin was
demonstrated in two patients and a maternal origin
in one [Cody et al., 1997; Dellavecchia et al., 1999].
Familial transmission of the del (18p) syndrome is rare
and has only been previously reported in three cases, all
of them with maternal transmission [Uchida et al,,
1965; Velagaleti et al., 1996; Tsukahara et al., 2001].

We describe a new case of heritable 18p monosomy
detected by prenatal diagnosis. In this case, the ano-
maly was a deletion of chromosome 18 at the pl11.3
band, without evidence of any other chromosome
involvement. The fetus also had the X/Y translocation.
At necropsy, no obvious malformatlons were observed
in the fetus.

CLINICAL REPORT

A 26-year-old woman requested a prenatal diagnosis
at her 16th week of pregnancy because she had a
previous son with mental retardation. Cytogenetic
analysis of cultured amniotic fluid cells after Wright's
G-banding revealed an abnormal karyotype: 46X,
derX)tX;Y)(p22.3;q11), del(18)(p?). The couple de-
cided not to continue the pregnancy. Autopsy did not
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reveal any obvious congenital malformations in the
fetus.

The woman had borderline mental retardation
(WAIS, adult intelligence scale and Rawen tests were
below the 5th centile). She weighed 50 kg (below 25th
centile), measured 162.5 cm (25th centile), and had
an occipitofrontal circumference of 54.5 cm (below
50th centile). She had a normal face with a clinical
impression of hypertelorism (interpupillary distance
6.15 cm, above 75th centile), a broad nasal bridge, and
normal ears. She had a large mouth (5.4 cm, above the
90th centile). She had no heart defects, strabismus,
ptosis, or history of seizures.

MATERIALS AND METHODS
Cytogenetic Analysis

Peripheral blood samples obtained from the parents
and their son were cultured for 72 hr in RPMI medium.
Metaphase chromosomes were analyzed by the stan-
dard Wright's G-banding technique.

Comparative Genomic Hybridization
(CGH) Analysis

For CGH, DNA was isolated from blood leukocytes of
the patient and of a healthy individual of the same sex.
DNA labelling, hybridization, and detection were
performed essentially as described by Kallioniemi
et al. [1994], and according to the instructions of
the supplier (Vysis, Downer Grove, IL). Slides were
analyzed using a Cytovision Ultra workstation (Applied
Imaging, Sutherland, UK). The software performed a
calculation of the patient DNA to normal DNA fluo-
rescent ratios along the length of each chromosome.

# &

Ratio values of CGH above 1.25 and below 0.75 were
considered to represent chromosomal gains and losses,
respectively.

Fluorescence In Situ Hybridization
(FISH) Analysis

In order to confirm the CGH findings, we used FISH
with a whole chromosome-18-specific painting probe.
Chromosome painting was performed using indirectly-
labelled chromosome paints (Cambio, Cambridge, UK)
according to the manufacturer’s instructions.

RESULTS
Cytogenetic Analysis

In the fetus, cytogenetic analysis of the cultured
amniotic fluid cells after Wright’s G-banding revealed
an abnormal karyotype: 46,X, der(X)t(X;Y)(p22.3;ql1),
del(18)(p?) (Fig. 1). In the mother, evaluation of
G-banded chromosome preparations showed the pre-
sence of a non-mosaic, unbalanced 46,XX, del(18)
(p11.3) karyotype. The father and a previous child
(with obvious psychomotor retardation and epilepsy)
had normal karyotypes, but no paternity tests were
performed.

FISH and CGH Analyses

To confirm the presence of the chromosome deletion
(18)(p11.3) in the woman and detect possible partial
trisomies or monosomies involving other chromosome
regions in this family, CGH was used. CGH findings in
the mother defined only the loss of 18p11.3-pter; other
chromosomes from this patient had normal CGH
profiles (Fig. 2).

Fig. 1. Unbalanced karyotypes from the fetus showing an apparent distal 18p chromosome deletion and a derivative X chromosome resulting from a

chromosome translocation between the X and Y chromosomes.
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Fig. 2. CGH results from the mother. a: Chromosome idiogram with
ratio profiles summarizing the results from ten metaphases analyzed. The
ratio of fluorescein isothiocyanate/tetraethylrhodamine (FITC/TRIC) fluor-
escence intensities for each chromosome or chromosomal region reflects the
relative copy number in the patient’s genome compared with a normal

To detect a possible chromosome translocation in
amniotic fluid cells and in the mother, we used FISH
with whole chromosome painting probes; the results
showed a complete hybridization in both the normal
and the deleted 18 chromosomes.- The absence of
chromosome translocations expressed as outlying areas
of visible hybridization confirmed the nature of this
partial monosomy (Fig. 3). .

DISCUSSION

In this report, we describe the fourth case with a
familial transmission of an 18p deletion. The cytoge-
netic results in amniotic fluid cells not only allowed
detection of the maternal transmission of this deletion,
but also demonstrated the presence of a de novo
structural chromosome aberration produced in the
paternal germ cells, t(X;Y)(p22.3;q11).

As in previous reports, maternal transmission was
observed [Uchida et al., 1965; Velagaleti et al., 1996;

individual. The lanes placed on the right side of the idiogram indicate the
ratios: 0.75 (left) for monosomies, 1 (middle) for disomies, and 1.25 (right)
for trisomies. b: Profile of the deleted chromosome 18 after CGH showing
the loss of material on 18p.

Fig. 3. FISH analysis of a metaphase from the mother using an 18
chromosome-specific library. Arrow points to the deleted chromosome 18.
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Tsukahara et al., 2001], although the breakpoint of the
deletion was not the same.

Our patient had no history of spontaneous abortions
but had a mild mental retardation and several minor
congenital anomalies. The clinical characteristics of the
three previous cases of inherited partial monosomy
described were not comparable because the size of the
deleted chromosome segments was different. Uchida
et al. [1965] reported the loss of the whole short arm of
chromosome 18 in a woman and in her two children.
The mother, a mosaic for 18p-, showed mental retarda-
tion, short stature, dental caries, and alopecia con-
genita. Her first child had cebocephaly and died shortly
after birth and the second child had a phenotype
similar to the mother: mental retardation, short
stature, and dental caries but no alopecia. He had, in
addition, an eyelid abnormality, i.e., ptosis and epi-
canthus. Velagaleti et al. [1996] described a nonmosaic,
del(18)(p11.2) in a mother and her daughter. The
mother had mild mental retardation, short stature,
and an ocular abnormality (cataracts and exotropia).
Physical finding in the daughter showed a similar
phenotype, including mental retardation, short stature,
and myopia. Other significant findings were bilateral
cubitus valgus and low nuchal hairline with short neck.
Tsukahara et al. [2001] described the presence of round
face, hypertelorism, broad nasal bridge, high palate,
and microcephaly in a woman and her two children
with a nonmosaic, del (18)(p11.2). The only common
feature observed in the four cases (including this
report) is the association of mental retardation with
loss of 18pll1.3-pter. Recently, Gripp et al. [2000]
related the gene coding for the transforming growth-
interacting factor TGIF with holoprosencephaly. The
TGIF gene is located in 18p11.3. This suggests that in
our case, the mother’s mild mental retardation could be
due to a deletion of TGIF. o

None of the cases published in the literature of a
familial deletion 18p syndrome, including this report,
had a history of spontaneous abortion. These findings
support the idea that gametes with 18p- may result in
viable offspring; for this reason, genetic counseling is
necessary for these patients.

Clinical application of CGH for the characterization
of constitutional chromosome unbalances has provided
useful information in some cases [Bryndorf et al., 1995,
Wang et al., 1995; Kallioniemi, 1996; Erdel et al., 1997;
Levy et al., 1997; Olson and Magenis, 1998]. In our
case, the subtle -deletion of chromosome 18 was
confirmed by CGH. This result is in agreement with
the studies published by Nacheva et al. (1998] and
Daniely et al. [1998, 1999] who demonstrated that CGH
could detect a wide range of quantitative genetic
alterations, including duplications or deletions of single
chromosome bands. Moreover, some constitutional
chromosome deletions were confirmed or identified
after cytogenetic analyses using CGH in fetal and
neonatal patients [Yu et al., 1997; Lapierre et al., 1998,
2000].

In our case, no translocations affecting chromosome
18 were detected using FISH analysis with a painting
probe for chromosome 18. This is the fourth case in the

literature of an inherited 18p monosomy not associated
with the presence of an unbalanced translocation. It
also shows that the use of molecular (FISH and CGH)
techniques in clinical cytogenetic laboratories can
contribute to genetic counseling and to the identifica-
tion or confirmation of chromosome regions implicated
in particular congenital malformations.

The lack of correlation between the loss of the
18p11.3 chromosome band and any obvious congenital
malformations in the fetus, and the presence of only
nonspecific minor congenital malformations in the
mother other than the mild mental retardation,
suggests that the external phenotype is subtle.
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A comparative genomic hybridization study
in a 46,XX male

M. Angels Rigola, M.S.,2 Marta Carrera, M.S.,P Isabel Ribas, M.S.,°
Josep Egozcue, M.D.,? Rosa Miro, Ph.D.,® and Carme Fuster, Ph.D.?

Universitat Autonoma de Barcelona and Centro de Patologia Celular y Diagndstico Prenatal, Barcelona, Spain

Objective: To identify Y chromosome material in an azoospermic male with an XX karyotype.

Design: Case report.

Setting: Faculty of medicine and Centro de Patologia Celular (CPC) medical center.

Patient(s): A 33-year-old man with infertility.

Intervention(s): G-banding, fluorescence in situ hybridization (FISH), polymerase chain reaction (PCR), and
comparative genomic hybridization (CGH).

Main Outcome Measure(s): FISH for X and Y chromosomes, PCR for the SRYgene and amelogenin gene
in the Xp (AMGX) and (AMGY), and losses or gains with CGH.

Result(s): FISH analysis using X and Y chromosome-specific probes showed an X chromosome containing
Y chromosome sequences on the top of the short arm; this Y chromosome region was not visible by
conventional cytogenetic analysis. PCR amplification of DNA showed the presence of the sex-determining
region of the Y chromosome (SRY) and the amelogenin gene in the pseudoautosomal boundary of the X
chromosome (AMGX). CGH confirmed the presence of the chromosome region Yp11.2-pter and detected the
presence of the two otherwise normal X chromosomes.

Conclusion(s): The two Xpter (XPAR1) pseudoautosomal regions present in this XX male suggest the need
to reevaluate XX males using CGH and PCR to characterize the clinical variability in XX males due to genes
other than those located on the Y chromosome. (Fertil Steril® 2002;78:186—8. ©2002 by American Society
for Reproductive Medicine.)

Key Words: XX males, FISH, PCR, CGH

The human X and Y chromosomes are
known to pair during meiosis. This occurs in
the distal short arms of the X and Y because of
a sharing of bases in the pseudoautosomal re-
gion (PAR1), which consists of some 3,000 kb
of DNA in each chromosome (1). Homology of
the PAR1 in the X and Y chromosomes results
in regular crossing-over during spermatogene-
sis. Most XX males originate from an abnormal
X-Y interchange (2), with transfer of the SRY
gene (for sex-determining region Y) from dis-
tal Yp near the YPARI to distal Xp (XPARI)
during meiosis in the father (3).

chain reaction (PCR), and CGH for the identi-
fication of Y chromosome material in an
‘azoospermic male with ‘an XX karyotype. To
our knowledge, this is the first use of the CGH
method to identify the small unbalanced chro-
mosome rearrangement implicated in an XX
male.

CASE REPORT

The 46,XX karyotype was found during ex-
amination of the patient to find the cause of
infertility. The patient was a 33-year-old man
with a normal phenotype; genitalia and testes
were normal and no gynecomastia was found.
There was no evidence of mental retardation.
Sperm analysis showed azoospermia. Familial
cytogenetic investigations have not yet been
possible.

Recent research has shown that comparative
genomic hybridization (CGH) can be success-
fully used in clinical diagnosis to identify gains
or losses in unbalanced chromosome alter-
ations (4-9).

We describe the combined use of fluores-
cence in situ hybridization (FISH), polymerase



MATERIAL AND METHODS
Cytogenetic and FISH Analyses

A peripheral blood sample from this patient was cultured
for 72 hours in RPMI-1640 medium. Metaphase chromo-
somes were analyzed by the standard Wright-G-banding
technique. FISH was performed with multipainting probes
“(Kit Chromoprobe-M Multiprobe, CytoCell Ltd., UK). Hy-
bridization to metaphase spreads was performed according
to the manufacturer’s instructions.

PCR and CGH Analyses

The patient’s DNA was extracted from a blood sample
according to standard procedure. PCR analyses for the SRY-
gene and amelogenin gene in the Xp (AMGX) and Yp
(AMGY) pseudoautosomal boundary were performed using
primers and conditions as described elsewhere (10). After
amplification, the fluorescent PCR products were mixed with
a reference molecular standard (GeneScan-500 TAMRA;
Applied Biosystems, Foster City, CA) and electrophoresis
was performed with an automated DNA sequencer (ABI 310
Genetic Analyser; Applied Biosystems).

CGH was carried out to identify the origin of a small,
excess chromosomal segment on the Y chromosome. For
CGH, the red-labeled patient DNA and the green-labeled
control reference DNA were hybridized on normal male
metaphases following the manufacturer’s instructions (Vy-
sis, Downers Grove, IL) and standard nick translation was
performed using a commercial kit. The 1:1 probe mixture
(500 ng) was hybridized in combination with unlabeled
human Cot-1 DNA on normal male metaphase spreads.

Slides were analyzed using a Cytovision Ultra Worksta-
tion (Applied Imaging, Sunderland, UK). The software per-
formed a calculation of the patient DNA to normal DNA
fluorescent ratios along the length of each chromosome.
Ratio values of CGH above 1.25 and below 0.75 were
~ considered to represent chromosomal gains and losses, re-
spectively. '

RESULTS

Evaluation of G-banded chromosome preparations from
phytohaemagglutinin-stimulated lymphocytes of the patient
revealed a 46,XX karyotype. Cytogenetic studies confirmed
a nonmosaic karyotype in all metaphases analyzed.

FISH analysis using multipainting probes showed an X
chromosome containing Y chromosome sequences on the
top of the short arm; this Y chromosome region is not visible
by conventional cytogenetic analysis. PCR analysis detected
the presence of the X-derived sequence of the AMGX gene
and the sequence of the Y chromosome SRY gene but not the
AMQGY gene. » :

When CGH was carried out using normal male reference
DNA (46,XY), we detected the loss of the Ypll.2-gter
region and the gain of an entire X chromosome (Fig. 1A).

FERTILITY & STERILITY?

Wheri CGH was performed with normal female reference
DNA (46,XX), we identified the gain of region Ypl1.2-pter
and otherwise, normal profiles were observed for the entire
X chromosome (Fig. 1B). In two experiments, normal pro-
files were also found for the autosomes.

Based on the FISH, PCR, and CGH data, the patient’s
karyotype was defined as 46,X,der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.2).

DISCUSSION

Identification of the chromosomal material in unbalanced
translocation is important for the determination of the genes
implicated in the pathology. It has been demonstrated that
CGH is a powerful technique to identify the gam and loss of
chromosomal material (5-9).

The 46,XX male condition is genetically heterogeneous,
and the phenotype does not always correlate with the pres-
ence or absence of Y sequences (11-15). Our purpose was to

. determine whether CGH could identify the small excess of Y

chromosome material on the X chromosome.

The results, using male and female controls, allowed for
the identification of Y chromosome material in this 46,XX
male as Ypll.2-pter and detected the presence of the two
normal X chromosomes. According to Tateno et al. (16),
azoospermia in this individual could be caused by the dele-
tion of Yq involving the DAZ gene.

In the two different CGH assays using normal male or
female controls, we did not detect any loss of chromosomal
material on Xpter, corresponding to XPAR1. This could be
explained by the small size of the regions putatively lost (<5
Mb) or by the implication of telomeric regions, because the
two most important limitations of the use of CGH are the
identification of. deletions smaller than 5-10 Mb and the
implication of telomeric, pericentromeric, and heterochro-
matic regions. However, in recent years the greater use of
CGH for the identification of constitutional chromosome
alterations has shown its usefulness in the detection of losses
or gains of telomerlc regions.

Taking into account the resolution observed, CGH clini-
cal reports, and the most frequent origin of the XX condmon
in males (17—19) the presence of two XPARI’s (i.e., the
conservation of the pseudoautosomal region in Xpter) ob-
served by CGH in our 46,XX male could also be explained
by an unbalanced translocation between terminals XPAR1
and Ypll.2 that produced the derivative der(X)t(X;Y)
(p22.3;p11.2) during spermatogenesis in the father.

Our findings suggest the need to reevaluate 46, XX males
using CGH and PCR to evaluate the complete presence of
one or two PARXI regions in these individuals and to
correlate it with possible phenotypic dlfferences Our results
corroborate that the XX male condition may result from the
presence of Xp segments of different lengths in der(X)((X;Y),
as previously suggested by other authors (2, 20, 21). Molec-
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Profiles and chromosomes obtained by CGH: (A), When a normal male reference DNA was used, the profiles showed the loss
of Yp11.2-ter and the gain of the entire X. (B), When a normal female reference DNA was used, the profiles showed the gain
of Yp11.2-pter and normal profiles for the entire X. The lines from left to right on the CGH profiles represent fiuorescence ratio
values of 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, and 1.5. The vertical green lines on the right of the chromosome idiograms indicate gains, while
the red lines on the left indicate losses of the corresponding chromosomal regions.

=40

Rigola. CGH study in a 46, XX male. Fertil Steril 2002.

ular studies may allow a better characterization of the clin-
ical variability in XX males due to genes other than those
located in the Y chromosome. :
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Abstract

We used comparative genomic hybridization to analyze 10 primary tumor samples from patients

with transitional cell carcinoma of the renal pelvis. The most frequent loss was located at 9q, that
is, in 50% of the tumors. Gains of DNA sequences were most frequently observed in chromosome
regions 1q21~q23, 2p23~p25, 8g21.1~q22 and in the whole chromosome 20. High level amplifica-
tions at 1q21~q25, 6p22~p23, 8q21~q22, 8q22~q24.1, 11q13, and 12ql4~q21 were detected.
Most of these regions have previously been reported to be involved in transitional cell carcinoma
of the bladder, thus confirming the importance of an increasing number of chromosome imbal-
ances in the development and progression of this type of tumors. © 2001 Elsevier Science Inc.

All rights reserved.

1. Introduction

Carcinomas of the renal pelvis are quite rare and account
for only 5% of renal tumors. Most of them are transitional
cell carcinomas (TCCs) and the general morphologic fea-
tures, etiology, and biological behavior of these tumors are
similar to those of TCCs of the bladder [1].

Tumors of the renal pelvis tend to be multicentric, and their
simultaneous occurrence in the ureter or the bladder is common.
Follow-up data have revealed that survival is lower among pa-
tients in whom the carcinoma also affects the bladder.

Cytogenetic studies of 25 renal pelvis TCCs [2-7], con-
cluded that the karyotypes did not seem to differ from those

found in the more frequent bladder TCCs. The cytogenetic °

changes involved chromosomes 1, 3, 5, and 14. Other com-
mon changes were trisomies 7 and 20, monosomy 9, and the
loss of the Y chromosome.

Allelic loss analysis {8] did not show any statistical dif-
ferences between cancers of the ureter and renal pelvis and
those of the bladder. Loss of heterozygosity was frequent at
9q, 11p, 17p, 13q, and 3p.

* Corresponding author. Tel.; 34-3-581-1379; fax: 34-3-581-2011.
E-mail address: rosamiro@uab.cs and mariaangcls.rigola@uab.cs
(M.A. Rigola).

Comparative genomic hybridization (CGH) allows the
screening of whole tumor genomes for DNA sequence copy
number changes, and has been successfully used for the cy-
togenetic characterization of bladder TCCs [9-16].

In the present study, comparative genomic hybridization
(CGH) was used for a comprehensive screening of chromo-
somal imbalances in 10 primary transitional cell carcinomas
of the renal pelvis.

2. Materials and methods

2.1. Patients and samples

Primary tumor specimens from 10 patients were included
in this study. None of the patients had received prior X-ray
or chemotherapy. Clinical and pathological data from the
patients are included in Table 1. All tumors except case 2
(mixed solid-papillary) had a papillary growth pattern. One
tumor (case 3) was classified as transitional cell carcinoma
with focal squamous-cell differentiation.

Tumor samples were obtained at surgery. The specimens
were frozen immediately after surgical removal and stored
at —80°C until analysis. Portions of each specimen were ex-
amined by a pathologist to confirm the presence of the tu-
mor, evaluation of tissue morphology, and staging. All spec-

0165-4608/01/$ — scc front matter © 2001 Elscvicr Science Inc. All rights reserved.
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" Table 1

Paticnt data and tumor characteristics

Case : Sex/Age Stage/Grade Evolution (months) Survival (months)
i M/68 pT3/GIII — .o <3,CRD
2 F/66 - pT3/Glil Met. liver at diagnosis(6) <7,CRD
3 M/63 pT3/GII Rec. P; pT3/GII (24) >30
4 F/64 pTa/GIII Rec. B; pT1/GII (24) >24
5 M/80 pTa/GII — >45
6 M/74 pTa/GI Rec. P; pT1/GIII (18) >26
7 M/74 pT1/GII Rec. P; pT3/GIII (8) Mect. bone & liver <9,CRD
8 M/76 pT3/GIIL — >34
9 M/89 pTa/GIII — >35

10 M/75 pT1/GII Rec. B; pT1/GII (15) >15

Abbreviations: Rec, Recurrence; P, renal pelvis; B, bladder; Mct, metastasis; CRD, cancer related death.

mmens were graded according to the WHO classification [17]
and staged according to the TNM system [18].

2.2. DNA extraction

" High-molecular-weight DNAs were extracted from tu-
mor and leukocyte samples according to a method described
elsewhere [19], with minor modifications. Briefly, frozen
tumor tissue was powdered in chilled liquid nitrogen and
homogenized in 100 mM NaCl, 10 mM ‘Tris HCI, 25 mM
EDTA, and 0.5% SDS, pH 8.

Leukocytes were isolated after discarding blood plasma
and lysed erythrocytes. DNA was extracted, both from tu-
moral tissues and blood cells, with phenol/chloroform/

" isoamyl alcohol after proteinase K digestion.

2.3. CGH Analysis

CGH analysis was performed according to the method

described by Bea et al. [20]. Normal and tumor DNA were
labelled with SpectrumRed-dUTP and SpectrumGreen-
dUTp by nick translation using a commercial kit (Vysis,
Downers Grove, IL). Subsequently, equal amounts of nor-
mal and tumor-labelled probes (500 ng) and 10 pg of Cot-1
DNA were coprecipitated using ethanol. The precipitated
DNA was dissolved in 12 pl of hybridization buffer and de-
natured at 74°C for 8 minutes. Normal metaphase spreads
(Vysis, Downers Grove, IL) were denatured for 5 minutes at
74°C and hybridized with the DNA mixture in a moist
chamber for 2 to 3 days. Slides were washed according to
the protocol supplied by the manufacturer. Chromosomes
were counterstained with 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI),
resulting in a G-band-like pattern that was used for chromo-
some identification. ' '

Slides were analyzed using a Cytovision Ultra worksta-
tion (Applied Imaging, Sunderland, United Kingdom). The
fluorescent hybridization signals and DAPI-staining pat-
terns were captured. The software performed a calculation
of the tumor DNA to normal DNA fluorescent ratios along
the length of each chromosome. Ratio values obtained from
at Ieast 10 metaphase spreads were averaged, and the result-
ing profiles were plotted next to the chromosomal ideo-
grams. Ratio values above 1.25 and below 0.75 were consid-

ered to represent chromosomal gains and losses, respectively.
A high-level DNA amplification was considered when the
fluorescence ratio values exceeded 1.5 and, in addition, a dis-
tinct band-like hybridization signal of the tumor DNA was
seen. Negative control experiments were performed using
differentially-labelled male versus male DNA and female
versus female DNA. In addition, control experiments in
which the Red-dUTP and Green-dUTP labels were inter-
changed between normal and tumor were also performed.

3. Results

The CGH findings of all 10 tumors examined in this
study are shown in Fig. 1. On average, there were 5.9 alter-
ations per tumor (range 0-12). Deletions (mean 2.9; range
0-6) were more frequent than gains (mean 2; range 0-7).
Two tumors (cases 1 and 5) had no chromosome imbalances
and one (case 3) had a 1q25~q44 gain as the sole abnormal-
ity. Loss of chromosome arm 8p accompanying a gain of 8q
was observed in one case, and it probably represents an iso-
chromosome 8q. An isochromosome 2p was detected in the
same tumor (case 6).

Loss of chromosome arm 9q was detected in 50% of the
tumors analyzed. Minimal loss was defined at 9q22~q32
(case 8). Other deletions detected in at least two cases were at
2p, 8p (consensus region 8p21~p22), 11p (consensus region
11p14~p15), 13q, 14q, 17p12~pl13, 18ql12.2~q21, and Xq.

Gain of chromosomal mafen'al was seen on lq, 2p,
3p24~p25, 3925~q29, 6p, 8q21~q22, 9p23~p24, 17q, and 20.

High-level amplifications (mean 1; range 0-3) were ob-
served at 1q21~q25, 2p23~p25, 6p22~p23, 8q21~q22,
8q22~q24.1, 11q13, 12q14~q21, and 12923~q24. Most of
these amplification sites were at loci that also had frequent,
circumscribed, low-level gains. '

Minimal regions of gains and losses detected in case 2
and a GIII pT3 tumor with metastasis at diagnosis contrib-
uted to delineate consensus regions of gains on 3p24~p25,
6p22~p23, and 8q21~q22 and of losses on 8p21~p22.

Although the number of cases studied was limited and the
tumors were of mixed grade and stage, genetic instability, cal-
culated as no. aberrations/no. tumors, was maintained in all



M.A. Rigola et al. / Cancer Genetics and Cytogenetics 127 (2001) 59-63 61

628

965

104

i

28

24

44 95
2 108
410 48
i | ll
8 1
2t 1% iz
9
l(l)zls 2
l
17 1073
1%

Fig. 1. Summary of all rclative DNA sequence copy number changes detected by CGH in 10 TCCs of the renal pelvis. The vertical lines on the right side of
the chromosome indicate gains; the lines on the left, losscs of the corresponding chromosomal regions. The case number is indicated above or below each line.
Amplifications arc indicated as solid bars. Chromosomes 1p, 16p, 19, and 22 were not analyzed.

stages (6.5, 6.5, and 5 for pta, ptl, and pt3 tumors, respec-
tively). Independently of stage, there were more alterations in
grade IH than in grade I carcinomas (7.8 in grade III versus
2.7 in grade IF). Grade III pTa carcinomas had 10 aberrations
per tumor; this number was even higher than the one observed
in grade 11l pT3 carcinomas (6.3 aberrations per tumor).

In more advanced stages, gains predominated over dele-
tions. The ratio gains:losses in pT3 tumors was 10:7, whereas
inpTaand pT1 tumors they were 2:3.5 and 1.5:4, respectively.

4, Discussion

To our knowledge, this is the first genome screening of
losses and gains of DNA sequences in TCC of the renal pel-
vis by CGH. OQur results indicate that TCC of the renal pel-
vis are genetically complex; about 80% of tumors showed

one or more DNA sequence copy number aberrations (range
3-12), indicating the presence of clonal genetic changes.

In spite of the relatively low number of cases analyzed, a
clear non-random distribution of gains and losses can be ob-
served in Figure 1.

The most frequently observed aberration was the loss of
9q, which was found in five of the 10 cases (50%). The pre-
dominance of 9q losses in all stages and grades argues for a
decisive role of a disturbed function of one or several genes
on chromosome 9 for initiation of papillary transitional cell
carcinomas. Recently, it has been suggested that, in addition
to the MTS locus (9p21), chromosome 9 harbors at least five
different candidate regions for tumor suppressor genes in-
volved in human urothelial neoplasia; these loci were iden-
tified within 9p22p23 and 9p11p13 on the p arm and within
9q12~q13, 9921~q22, and 9934 on the q arm [21].
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Gains (including high-level amplifications) most frequently
involved four different chromosome regions: 8q21.2~~q22
(40% of the tumors), 1q21~q23, 2p23~p25, and 20 (30%
¢ach). The remaining gains and losses mentioned in the results
section were observed in 20% of cases. Cytogenetic analysis
of renal pelvis TCCs [2—7] had previously revealed the oc-
currence of structural aberrations involving gains on 1q and
deletions on 5q, 1p, 14q, and 8p. Trisomies for chromo-
somes 7 and 20 were also frequent, as well as losses of chro-
mosomes 9 and Y.

Overall, our CGH results confirmed those obtained by
conventional cytogenetics, and revealed a more extensive
number of chromosome anomalies involved, including
high-level amplifications at eight chromosome sites. In pre-
vious studies, some discrepancies with respect to gains of
chromosome 7 have been observed that were not observed
in the present study. Another remarkable difference con-
cerns the high frequency (12/19) of tumors with normal
karyotypes described in the largest series of renal pelvis
TCCs studied by conventional cytogenetics [7]. The results
seem to be in contradiction with those obtained in the
present study. Perhaps conventional cytogenetic analyses do
not provide enough information about the chromosome im-
balances present in these tumors, or the metaphases karyo-
typed did not correspond to the main cell populations of the
tumors. However, taking into consideration the data ob-
tained by Dutrillaux [22] in colon cancers, it can be sug-
gested that renal pelvis carcinomas, as well as other types of
solid tumors, could present at least three patterns of chro-
mosomal behavior: one characterized by gross aneuploidy
and multiple structural chromosome changes, another with
no chromosome abnormalities, and a third characterized by
a limited number of numerical chromosome abnormalities,
such as trisomies for chromosomes 7 and 20 and the loss of
the Y chromosome.

In two of the 10 tumors of the present study (cases 1 and
5), no chromosome anomalies were detected by CGH, indi-
cating that 1) genetic aberrations, if any, might have been
beyond the detection limit of the CGH or 2) only a minority
of the cells carried specific chromosomal changes, which
again could result in normal CGH profiles. A karyotype anal-
ysis of one of these tumors (case 1) was carried out in our lab-
oratory. A normal karyotype, 46,XY, was observed in 11
metaphases; the remaining cells were heterogeneous, with a
composite karyotype: 25-41,X,~Y[7],del(6)(q23){2],+7[6],
—14[4],—19[3][cp17]. These results indicate that the exist-
ence of clonal chromosome abnormalities present in a minor-
ity cell population can only be detected by cytogenetic anal-
ysis. This intratumor karyotype variability may also have a
central role in tumor development and progression.

To determine if TCCs of the renal pelvis and bladder
shared the same chromosome imbalances, we compared our
results with those obtained in bladder tumors of the papil-
lary type [11-16]. Our comparison revealed a close concor-
dance with respect to losses at 2q, 8p, 9q, 11p, 13q, 17p, and
18q and gains at 1q, 6p, 8q, and 17q.

We can conclude that most of the genetic changes de-
tected in the present study have been reported previously in
bladder cancer, confirming that these tumors have a com-
mon biological behavior and similar genetic abnormalities.
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Abstract

Comparative genomic hybridization (CGH) and conventional cytogenetic karyotyping were used to screen

for losses and gains of DNA sequences along chromosomes in ten renal tumors (RCC) of different histo-
logic types (clear-cell RCC, papillary RCC, and one oncocytoma). Loss of 3p was the most common
change in clear-cell RCC. All papillary tumors, either adenomas or carcinomas revealed gains of chromo-
somes 7 and 17q without limitation to size and grade. Homozygotic loss of the pseudoautosomal Xp or Yp
region was detected in three RCC tumors. A dicentric (Y;14) was present as the sole chromosome abnor-
mality in the oncocytoma. Both techniques showed concordant results in tumors with homogeneous kary-
otype. However, in tumors with several composite clones some discrepancies were observed, especially in
cases of clear-cell RCC where chromosomal abnormalities present in a low number of metaphases could
not be detected by CGH.  © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Renal cell carcinomas (RCC) are a heterogeneous group
of tumors, both at the histologic and cytogenetic level. Spe-
cific genomic changes characterize most of their morpho-
logic subtypes. The papillary type of RCC (pRCC) gener-
ally exhibits a combination of numerical changes, including
sex chromosome loss with trisomy or tetrasomy 7 and tri-
somy 17 [1], whereas additional trisomies 3, 12, 16, and 20
may appear in association with a more aggressive behavior of
the tumor [2]. Tumors with translocations involving Xp11.2
and their variants represent a new subgroup of pRCC [3-4].

The abnormalities most often observed in cytogenetic
studies of clear-cell RCC are loss of 3p, gain of 5q22qter,
deletions of 6q, gains of chromosomes 5, 7, 10, and losses
of 8p and 14q, as well as of chromosomes 9 and Y [2,5-6].

Oncocytomas constitute a heterogeneous group with at
least two different cytogenetic types: one characterized by
loss of chromosomes 1 and Y (in males), and another,
which displays structural rearrangements involving chro-
mosome regions 11q12~q13 [7-8].

* Corresponding author.
E-mait address: Rosa.Mir6@uab.es (R. Mir6).

Comparative genomic hybridization (CGH) studies in pRCC
have shown, in addition to gains observed cytogenetically,
overrepresentation of 5q and losses of 1p, 4q, 6q, 9p, 13q, as
well as of chromosomes X and Y [9-10]. In clear-cell RCC,
losses were most prevalent at 3p, 9p, and 13q. Other frequent
sites of deletion include 6q, 8p, 14q, and 17p. Gains more
frequently involve 5q and chromosome 7 [11-13].

Loss of genetic material from chromosome 1 is the most
common genetic alteration detected in oncocytomas by
CGH. Other frequent losses involving chromosomes 14 and
a sex chromosome have also been found [14].

Recurrent gains and losses detected by CGH in RCC are
consistent with conventional cytogenetic findings in clear-
cell RCC and pRCC. However, several chromosome gains
or losses, which are rarely found by cytogenetic studies,
have been more frequently detected by CGH studies. Dis-
crepancies between these two methods most likely reflect
differences between CGH and conventional cytogenetics in
their ability to detect unbalanced genetic material

In order to compare cytogenetic and CGH results of the
same sample, we used CGH to analyze different types of re-
nal tumors, which had also been characterized by cytogenetic
analysis in our laboratory. We further sought for differences-
in chromosomal aberrations in relation to tumor size, stage,
grade and survival.

0165-4608/02/$ — see front matter © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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2. Materials and methods
2.1. Patients and samples

Tumor specimens from eight patients were included in
this study. A total of four cases (cases 1-4) were clear-cell
RCC, three cases were pRCC (cases 5-7), and one was an
oncocytoma (case 8). For case 1, the corresponding normal
kidney tissue was also included. The clinical and histopatho-
logic findings in the eight patients are indicated in Table 1.

Histologic grading of the tumors was done according to
the Fuhrmann system and pathologic stage according to the
tumor-node-metastasis classification system [15]. All papil-
lary tumors analyzed were of subtype 1 (pale cytoplasm) as
suggested by Delahunt and Eble [16].

Overall survival data were available for seven patients.
Five patients had a survival of more than § years. One pa-
tient who had survived for more than 3 years (case 6) was
lost to clinical follow-up.

The tumor specimens were obtained from radical or partial
nephrectomies performed at the Department of Urology of the
Hospital del Mar, Barcelona. One part of each tumor was cul-
tured for cytogenetic analysis and the other was frozen and
stored at —80°C until analysis. Normal kidney tissue from an
area away from the tumor was obtained in one case (case 1).

. 2.2. Cytogenetic analysis

For cytogenetic analysis, all specimens were washed
twice with culture medium supplemented with antibiotic
and disaggregated enzymatically with collagenase II (2000
U/mL) for 2 hours at 37°C. The disaggregated cells were cul-
tured in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, an-
tibiotics and growth factors as previously described [17]. Six
to ten days later, Colcemid was added to cultures at a final
concentration of 0.03 wg/mL, and cells were harvested after
3 hours of incubation at 37°C. Chromosome slides were pre-
pared in the conventional way, and G-banding was performed
using Wright stain. The International System for Human Cy-
togenetic Nomenclature (18] was used to describe the tumor
karyotypes. No unstained slides or cells in fixative had been
saved from the cases, precluding further studies by fluores-
cence in situ hybridization (FISH).

2.3. CGH analysis

CGH analysis was performed according to the method
described by Rigola et al. [19]. Normal and tumor DNA
were labeled with SpectrumRed-dUTP and Spectrum
Green-dUTP by nick translation using a commercial kit
(Vysis, Downers Grove, IL, USA). Subsequently, equal
amounts of normal and tumor labeled probes (500 ng) and
10 wg of Cot-1 DNA were coprecipitated using ethanol.
The precipitated DNA was dissolved in 12 pl of hybridiza-
tion buffer and denatured at 74°C for 8 minutes. Normal
metaphase spreads (Vysis) were denatured for 5 minutes at
74°C and hybridized with the DNA mixture in a moist
chamber for 2-3 days. Slides were washed according to the
protocol supplied by the manufacturer. Chromosomes were
counterstained with 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI),
resulting in a G band-like pattern that was used for chromo-
some identification.

Slides were analyzed using a Cytovision Ultra worksta-

-tion (Applied Imaging, Sunderland, UK) and Quips Smart

Capture Software from Vysis. Ratio values above 1.25 and
below 0.75 were considered to represent chromosomal gains
and losses, respectively. Negative control experiments were
performed using differentially labeled male versus male
DNA and female versus female DNA. In addition, control
experiments in which the Red-dUTP and Green-dUTP la-
bels were interchanged between normal and tumor cells
were also performed.

3. Results

Cytogenetic and CGH data of the primary renal tumors
are summarized in Table 2. G-banding analysis of clear-cell
RCC (cases 1-4) showed heterogeneous results. Normal
karyotypes and metaphases with random chromosome abnor-
malities were detected in the two tumors analyzed (T1 and
T2) from case 1. Trisomy 7 was present in 6 of 9 metaphases
analyzed from normal renal mucosa from the same patient.

An unbalanced t(3;8) with loss of 3q11~pter as the sole
abnormality of the tumor was found in two metaphases of
case 2. G banding analysis of case 3 showed four cell clones:

Table 1
Clinical and histopathologic data of RCC studied by karyotyping and CGH
Case Tumor size Histologic Survival
no. Age/sex Tumor type (cm) TNM grade * Treatment - (months)
1 G6/F Clear cell RCC* - ? T,NoMo Gl Radical nephrectomy >60
4 T,NoMo Gl
2 63/F Clear cell RCC 7 T ,NoMo G3 Radical nephrectomy >60
3 63/M Clear cell RCC 9 T.N\M, G3 Biopsy 7
4 71M Clear cell RCC 4 T,NoMo Gl Radical nephrectomy >60
5 53M pRCC ] 4 T,NoMo G2 _ Radical nephrectomy >36
6 44/M pRCC? adenoma ? T, NoMo Gl Radical nephrectomy ?
pRCC?, carcinoma ? T,NoMo Gl ’ oo ‘
7 48/M pRCC 8 T,NoMo G2 Radical nephrectomy >60
8 39M Oncocytic RCC 5 T,NoMo Gl Radical nephrectomy ->60

“Multiple RCC.
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Table 2

Summary of results obtained by karyotyping and CGH

Case

no. Tumor type Karyotype CGH ,

1 Clear-cell T1 46,XX[cp5) " No imbalances detected

T2 46,XX[cpl8] No imbalances detected
normal mucosa 43~47 XX, +7[cp6)/46,XX[3] No imbalances detected

2 Clear-cell 45,XX,—3,der(8)t(3;8)(q11;p11){21/46,XX[7] No imbalances detected

3 Clear-cell 47, XY,+7[3)/46,X idem,—Y[71/46,XY[3)/ rev ish dim(Y)
58~60,X,t(X;?;3)(q21;7;p1 1){3],—Y[3],
del(1)(922q25)(3).1(1;8)(q12:q23)[2],
+del(2)(q22)[2], +del(3)(p13)X2[3],4(4;5)(p14;p13)(3],
+del(5)(p15.1)[2], t(5;8)(p12;p12)[2],del(7)(p15)[3],+12,
+12){2],del(13)(q14)[2], inv(14)(p12q13)[3],+16,+16(3],
+t(6;17;17)(p12;p13;q12)[3],+21[2](cp3]

4 Clear-cell 46,XY[cp7] rev ish enh(5q23qter,16),

dim(Y,Xp22.3,3p2 I pter,4q21)
5 Papitlary 57,XY,+2,43,+5,+7,+7,+12,+16,+17,+17,+18,+20[3)] rev ish enh(7,17)
6 Papillary adenoma 48.X,-Y,+7,+7,+17[12] rev ish enh(Xp11p21,7,17),dim(Y)
carcinoma 47~99,X,—Y[10],4(2;3)(p25;q12)[4], rev ish enh(7,16,17),dim(Y,Xp22.3)

+7,+7(12],—9[51,4(15;17)(q21;q24)[10],+ 16{10],
+mar([4]{cpl2]

7 Papillary 47,X,—Y,+12,((17;21)(q} 1.2;p11.2),+20,—21[5] rev ish enh(12,17q11.2qter,20,18p11.2),

’ dim(Y,Xp22.3)
8 ~ Oncocytoma 45,X,dic(Y;14)(pl1;p13)[3]/46,XY (4] No imbalances detected

one clone (3/16 metaphases) was karyotypically normal. The
other two chromosome complements were related showing
47XY,+7 (3/16 metaphases) and 47,X,—Y,+7(7/16 meta-
phases), respectively. A fourth clone (3/16 metaphases) was
pseudotriploid with multiple structural and numerical chromo-
some abnormalities characteristic of advanced stages. Normal
karyotype and random chromosome abnormalities were de-
tected in case 4. o

Comparative genomic hybridization results (Table 2)
showed no imbalances in the two tumors from case 1. In the
other cases, no concordance was observed: CGH analysis
did not detect the loss of 3p in case 2 or the complex ab-
normalities in case 3. Contrarily, in case 4, with a normal
G-banding karyotype, CGH showed gain on 5q and losses on
3p in addition to other imbalances (Table 2). Trisomy 7,
which was present in normal mucosa from case 1 and in two
lines from case 2 was not detected by CGH.

Cytogenetic data from the four tumors of the papillary
type (cases 5-7) were in concordance with those from pre-
vious reports. All pRCC, either adenomas or carcinomas re-
vealed gains of chromosomes 7 and 17, without limitation
to size and grade. Two imbalanced translocations leading to
partial trisomy of 17q wére observed in cases 6 and 7. Com-
parative genomic hybridization results of these tumors re-
vealed a close correlation with cytogenetic karyotypes.
Moreover some unexpected changes such as loss of Xp22.3
in cases 6 and 7 were only detected by CGH. However, in
case 5, the karyotype of the tumor included numerical abnor-
malities but CGH showed only gains on chromosomes 7 and
17 (tetrasomic in G-banded metaphases). Deviations of the
CGH fluorescence ratio profiles beyond the 35% thresholds

were observed affecting chromosomes that appeared in-
volved in trisomies or monosomies by cytogenetic analysis.

In the oncocytoma (case 8), a dicentric chromosome,
dic(Y;14), was detected as the sole abnormality of the tumor
and no imbalances were detected by CGH.

4. Discussion

In our study, both cytogenetic and CGH results, when
taken as a whole, coincide in general with those reported in
the literature [1-2,5-14]. All papillary tumors, either ade-
nomas or carcinomas revealed gains of chromosome 7 and 17q
without limitation to size and grade. Gain of chromosomes 12,
16, and 20 as well as losses of Xp and the Y chromosome were
found in the carcinomas. Loss of 3p was the most common
change in clear-cell RCC and gain of 5q in addition to other
abnormalities was detected in 2/ 3 tumors with imbalances.

No relation was found between chromosomal abnormali-
ties and tumor grade, stage, and survival. Only in patient 3,
the complex G-banding karyotype of the tumor could be re-
lated to the presence of metastases and poor clinical survival
(Table 1).

Our results revealed a close relation between cytogenetic
and CGH data in papillary RCC. 1t is noteworthy that in
some cases, the same regions were found to be involved us-
ing both methods. For example in case 7, G-banding revealed
a t(17; 21) with gain of chromosome 17q11.2~qter, and
CGH showed a gain in exactly the same region. However,
some unexpected changes such as loss of Xp22.3 in cases 6
and 7 were only detected by CGH.

Loss of Xp22.3 was also detected by CGH in one clear-
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cell RCC (case 4). Interestingly, all three tumors showed
loss of the Y chromosome. It has been suggested that tumor
suppressor genes are located in the pseudoautosomal region
(PAR) of Xp and Yp and that these genes could have a role
in tumorigenesis of papillary and oncocytic renal tumors
[10,20]. In our study, homozygotic loss of the PAR region
in one clear cell as well as in two papillary tumors strongly
support this hypothesis. According to Jiang et al. [10], losses
of Xp are associated with poor prognosis in pRCC. In the
present study, a relation between Xp22.3 losses and poor
clinical survival was not found in the two patients with
known clinical follow up (cases 4 and 7).

Four of the 10 tumors analyzed by CGH showed no im-
balances. Three of them were tumors in which cytogenetic
data indicated random abnormalities (T1 and T2 from case 1)
or a dicentric chromosome, dic(Y;14), without net chromo-
some changes (oncocytoma, case 8). A limitation of CGH is
that it cannot detect balanced translocations, inversions, or
dicentric chromosomes. In our study the presence of a dic
(Y;14) as the sole abnormality of the tumor was not detected
by CGH. The presence of dicentric chromosomes is not infre-
quent in oncocytomas [8,21]. We suggest that this semi-in-
stable chromosome alteration could precede the loss of the
two chromosomes involved. In this case, it is interesting to
note that losses of chromosomes Y and 14 have been fre-
quently detected in oncocytomas [8,14].

When comparing conventional cytogenetics and CGH
results obtained in the same case, some discrepancies were
observed. These discrepancies might be due to: 1) CGH anal-
ysis allows to detect gains or losses that are not identified by
cytogenetic analysis; 2) chromosomal abnormalities that are
present in a low number of metaphases and in tumors with
heterogeneous cell populations cannot be detected by CGH;
and 3) in tumors with numerical chromosome abnormalities
and a quasitriploid chromosome number, CGH results only
detect clearly those chromosomes that show gains and losses
over or under the trisomic complement (case 5)

A discrepancy was observed in clear cell RCC, where
some changes affecting small cell populations were observed
by cytogenetics but not by CGH. In cytogenetic studies, the
observation of a few cells displaying a given anomaly such as
the loss of 3p through an imbalanced t(3;8) in two
metaphases of case 2 is the criterion for acceptance of clonal-
ity. In contrast, a high percentage of cells should generally
display a given anomaly in order to be detected by CGH. On
the same respect, CGH results were comparable to cytoge-
netic results in tumors with simple chromosome abnormali-
ties, but there were many discrepancies between cytogenetic
results and CGH in tumors with several composite clones.
For example, case 3 showed a very complex karyotype in a
small cell subpopulation, but no abnormalities, except for the
loss of the Y chromosome, were detected by CGH. This dis-
crepancy might be due to intratumor heterogeneity.

Again, it is important to note that CGH data provide an
average of imbalances: they are representative of a major
proportion of the cell population under investigation. The

advantage is that the risk of analyzing only a small cell
clone which may not be representative of the tumor is mini-
mized, but there is no measure of the degree of heterogene-
ity within a tumor, and a subclone with additional genomic
alterations related to aggressiveness may escape to analysis.
CGH avoids problems of selection due to an in vitro growth
advantage of certain tumor cells used for chromosome
banding analysis. In case 3, CGH was unable to detect gain
of chromosome 7 that appeared in 10 of16 metaphases ana-
lyzed. According to Meloni et al. [5], cells carrying a tri-
somy 7 could be more susceptible to abnormal proliferation
in vivo or in vitro. We suggest that in this tumor, cells with
trisomy 7 did not correspond to a large cell population, and
that they acquired proliferative advantage during in vitro
cell culture for cytogenetic analysis. Supporting this possi-
bility is the fact that in case 1, CGH analysis did not detect
the gain of chromosome 7 that appeared as trisomic in nor-
mal renal mucosa around tumors T1 and T2. It has been
confirmed that trisomy of this chromosome is present in
normal kidney tissue and it is not an in vitro artifact [22],
but it seems logical to think that cells with trisomy 7 are not
the major population in normal renal mucosa, and acquire
proliferative advantages in culture.

In summary, our results confirm that CGH provides impor-
tant information, which cannot be obtained by G-banding
analysis alone. However, cytogenetics detects balanced rear-
rangements and intratumor karyotype variability that may also
have a central role in tumor development and progression.
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ABSTRACT

Purpose: To identify the genetic alterations that may be associated with the growth pattern
of invasive bladder cancers

Materials and Methods: A total of 24 specimens of transitional cell carcinoma of the
bleidder with solid and mixed solid-papillary growth patterns were analyzed by
Comparative Genomic Hybridization.

Results. For both groups combined, the most frequent chromosome imbalances involved -
gains at 20q13.3, 1q21, 17q11-q22, 8q and 10p12-pl5. Losses were most frequently
detected in 6q16-q22 and 5q15-q23. High level amplifications were detected in 18
different chromosome regions. When comparing genetic changes according to growth
pattern, the most striking differences corresponded to gains on 1q, 11q13, 17q and 13q and
losses in 11p, 11q and 17p, that were more frequent in.mixed solid papillary tumors,
whereas gains on 2p, 5p and losses in 13q were more frequent in solid growth pattern
tumors.

Conclusions: invasive and high grade non invasive tumors may represent distinct groups of
bladder cancer characterized by a high grade of genetic instability and frequent occurrence
of genetic changes including +20q13, +1q21, +17q11-q22, +8q21-q22, +6p, +10p12-pl5, -
6q16q22, -5q15-923, - 4q;. these tumors may arise de novo and not through progression of
a low grade pTa precursor. On the other hand, the pattern of CGH gains seems very similar
in invasive and high grade tumors irrespective of their growth pattern. These results suggest
a convergent pathway in the last stages of bladder tumor development as has been

suggested by conventional cytogenetic analysis.



INTRODUCTION

Transitional cell carcinoma (TCC) of the bladder comprises a heterogeneous group of
tumors. Apart of the heterogeneity observed in specimens of a defined histopathologic
category, an intratumoral heterogeneity also exists. Heterogeneity could explain differences

in the behavior of tumors of identical classification.'

It has been demonstrated that progression from minimally invasive to deeply invasive
cancer goes along with the acquisition of genomic alterations increasing the malignant
potential of cancer cells. Cytogenetic changes that are more frequents in pT2-T4 than in
pT1 TCC of the bladder include gains at 3q, 5p, 7p, 18p, Xq and losses in 5q, 6q, 15¢.>*
These chromosome regions may carry genes that play a role for tumor progression.

Clinical and genetic data support the existence of multiple pathways in the genesis of
invasive urothelial cancers.” > Some of these invasive tumors may develop from low grade
superficial papillary tumors, while most of invasive tumors are considered not to have a

history of papillary superficial tumors.

On the other hand, it has been described that bladder tumors have a different biological
behavior depending on their growth pattern." > Studies carried out in our laboratory ®
suggested thaf allelic losses at 6q were associated with tumors with a solid growth pattern.
In this type of tumors, allelic losses at 3p were associated with invasion. These results
suppdrted the lack of involvement of these genetic alterations in the progression of low-

grade papillary bladder tumors. On the other hand, by comparative genomic hybridization



analysis, Richter et al.” demonstrated an association of +11q13 and —9q with a papillary

growth pattern.

Altogether, these data suggest that the identification of changes linked to tumor progression
could be problematic because genetic differences between pT1 and pT2-T4 might be due

to their different growth patterns and could represent different evolutionary pathways.

To further identify chromosome imbalances related to growth pattern, we analyzed 16 solid
(S) and 8 mixed solid-papillary (mSP) bladder tumors by comparative genomic

hybridization.



MATERIALS AND METHODS

Patieﬁts and samples

Tumor specimens from 24 patients (20 men and 4 women) were included in this study.
Clinical and pathological data from the patients are indicated in table 1

16 tumors (cases 1-16) showed a solid growth pattern. Eight tumors (cases 17-24) showed
a mixed solid- papillary growth pattern. Three tumors showed a sarcomatoid evolution in
addition to a solid. (cases 8,15) and a mixed solid-papillary (case 23) growth pattern
Tumor samples were obtained af surgery. The specimens ‘were frozen immediately after
surgical removal and stored at —80°C until analysis. Portions of each tumor specimen were
examined by a pathologist to confirm the presence of the tumor, to evaluate tissue
morphology, and stage. All specimens were graded according to the World Health
Organization classification ° and staged according to the TNM system. '°

CGH Analysis.

DNA was extracted from frozen tissue sections following standart methods. CGH analysis
was performed according to the method described by Rigola et al.'' Normal and tumor
DNA were labeled with Spectrum Red-dUTP and Spectrum Green-dUtp by nick translation
using- a commercial kit (Vysis, Downers Grove, IL). Subsequently, equal amounts of
normal and tumor labeled probes (500 ng) and 10 pg of Cot-1 DNA were co precipitated
using ethanol. The precipitated DNA was dissolved in 12pl of hybridization buffer and
denatured at 74°C for 8 min. Normal metaphase spreads (Vysis, Downers Grove, IL) were

denatured for 5 min at 74°C and hybridized with the DNA mixture in a moist chamber for 2



to 3 days. Slides were washed according to the protocol supplied by the manufacturer.
Chromosomes were couﬁterstained with 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), resulting in a
G band-like pattern that was used for chromosome identification.

Slides were analyzed using a Cytovision Ultra workstation (Applied Imaging, Sunderland,
United Kingdom) and Quips Smart Capture Software from Vysis. The fluorescent
hybridization signals and DAPI-staining patterns were captured. Ratio values above 1.25
and below 0.75 were considered to represent chromosomal gains and losses respectively. A
High—level DNA amplification was considered when the fluorescence ratio values exceeded
1.5 and, in addition, a distinct band-like hybridization signal of the tumor DNA was seen.
Negative control experiments were performed using differentially labeled male versus male
DNA and female versus female DNA. In addition, control experiments in which the Red-
dUTP and Green-dUTP labels were interchanged between normal and tumor cells were also

performed.



RESULTS

The CGH results of the 24 tumors analyzed are shown in figure 1. One sample from stage
pTa (case 1) did not reveal chromosome imbalances, and a gain at 8q24-qter was the only
abnormality detected in a pT2 GIII tumor with sarcomatoid evolution and metastases at
diagnosis (case 8). Gains of chromosome 19 were observed in all the tumors analyzed
except caseé 3, 13, 14, 15 and 16; however, since chromosome 19 and other regions of the
genome are prone to hybridization variability that may reéult in CGH artifacts, imbalances
affecting this chromosome as well as those involving chromosomes 1p34-pter, 16p and 22
were not taken into account.

On average, 12.5 alterations (range 0-28) were found per tumor: 6.6 gains (range 0 to 15), 5
losses (range 0 to 12) and 0.9 amplifications (range 0 to 4). Gains were most frequent on
chromosomes 20 (70%), 1q (58%), 17q (54%), 8q (50%),. 10p (46%), 3p, 6p (42%), 21
(33%), 3q, 11q (29%), Sp, 7p (25%), 2p, and 18p (21%). Loss of chromosomal material
was commonly seen at 6q (42%), 5q (38%), 2q, 4q, 9p, 11p (33%), 9q (29%), Y, 11q, 18q
(25%), 8p,12q (21%). The distribution of these changes per tumor is indicated in table 2.
High level amplifications were detected in 18 different chromosome regions. All of them
except 2p22-pter, 4q28-q31.2 and 14q23-q24 had been previously described in bladder
tumors by CGH.?

CGH analysis allowed the delineation of minimal common regions over represented or
under-represented in each of the chromosomes most frequently involved. Consensus
regions of overlap could be identified as gains at 1q21, 2p22-pter, 3p23-pter, 3q28-q29,
6p23, 7pl4-pl5, 8ql13-q21.1, 8q22, 8q24, 10p12-p15, 11q13, 17q11-q22, 20q13.3, Xpll-

p12 and losses in 2q34-q35, 4921-q22, 5q15-q23, 6q16-q22, 9p21-p22, 9921-q22, 10q24-



25, 11p13-pter, 11923, 12q21-q22, 13q21-q22 and 18q11.2-gter.

We observed a general correlation between the grade/stage of the tumors and the
complexity of chromosome imbalances, indicating that progressive accumulation of
acquired genetic alterations is the driving force of multistep bladder TCC carcinogenesis.
When genetic changes present in solid (S) and in mixed solid-papillary (mSP) growth
pattern tumors were analyzed separately, we found small differences on the averages of
total nﬁmber of imbalances (15 in mixed solid-papillary versus 11 in solid), and the
averages of gains (9 versus 6.7) and losses (6.3 versus 4.39). These differences were not
significant and they are probably due to the advanced stage-grade of most tumors with
mixed S-P growth pattern (7/8 tumors). We observed that gains on 3q, 10p, 11q 12q and
17q as well as losses on 2q, 11p, 11q and 13q were more frequent in T2-T4 solid-papillary
tumors than in solid tumors at the same stages. Gains of chromosome 2p was only
observed in tumors with solid growth pattern. Gains on 5p and 13q were observed in a 36%
of invasive solid tumors versus 14% of mSP invasive tumors. Chromosome alterations
such as gains on 6p, 8q, 20q and losses on 6q and 9p can be found with similar frequencies
in mSP and S invasive tumors. Loss of 9q was detected with a low frequency (14%) in mSP
tumors. Gains of 20q were detected in 100% of the mSP tumors irrespective of their stage

and grade.



DISCUSSION

As shown in previous reports, no particular alteration was significantly linked to advanced
tumor stage. A progressive increase in the number of chromosome alterations with tumor

grade and stage was evident in the majority of cases (table 2).

The genetic findings in solid and mixed solid papillary tumors were comparable regarding
the average number of changes pér tumor as well as the average of gains and losses. The
most frequent chromosome imbalances involved gains at 20q13.3, 1q21, 17q11-q22, 8q and
10p12-p15. Losses were most frequently detected in 6q16-q22 and 5q15-q23. Except in
case 2, a pT1GII tumor with a very poor outcome, none of these changes was detected in
the superficially or minimally invasive low grade tumors analyzed.

In spite of the high number of imbalances observed, it is interesting to note that most of
them involved losses and/or gains in different arms of the same chromosome. Thus gains at
5p, 6p; 89, 10p, 17q and 18p as well as losses in 5q, 6q, 8p, 10q, 17p and 18q were detected
as frequent chromosome changes in our series of tumors. Moreover, the simultaneous
presence of Sp+ and 5q- (Spt/5q-) was detected in cases 5, 13, 16 and 20; 6p+/6g- and
10p+/10p- were detected in cases 5, 12, 13, 21 and cases 13, 20 respectively. Case_s 12, 15,
16 and 20 showed 8p-/8q+ whereas 17p-/17q+ was detected in cases 7, 23 and 24. In some
of these cases, the pattern of gains and losses in different arms of the same chromosome
was indicative of an isochromosome; however, in other of these cases the gains and losses
affected small areas of the chromosome arms, and were not indicative of an
isochromosome.

Moreover, high amplification of 11q13 was frequently associated with losses at 11p and

I1q (cases 5, 12 and 23). These results agree with a preferential involvement of specific



chromosome regions and suggest the presence of non-random mechanisms responsible of

genomic imbalances.

Regarding individual chromosomes, gains at 8q are important in bladder as well as in other
solid tumors. In the present study, we detected the existence of three minimal ovérlapping
regions of gain in chromosome 8q (8q13-q21.1, 8q22, 8q24). High level amplifications at
8921-q22 and 8q24 have been described in previous studies.’ These results suggest that
different genes in chromosome 8q could be important in the development of bladder cancer.
Noteworthy, a gain in 8q24 was detected as the sole abnormality in a pT2 GIII tumor with
metastases at diagnosis (case 8). The CMYC oncogene at 8§q24, is known to be amplified in
several tumors '2 and has been shown to be overexpressed in bladder cancer."’ Gains at
20q13.3, 1921 and 17q have been described as frequent chromosome irﬁbalances in a series
of tumérs including TCC of the bladder with papillary growfh pattern.*

In the present study, gains at 19q were observed in 19 of 24 tumors analyzed; although
these imbalances have not been taken into account, it is interesting to note that
amplification and over expression of cyclin E (locus. at 19q13) have recently been
described in TCC of the bladder as well as in other tumors.'* Unfortunately, the tumor
sample was not enough to perform FISH analyses with the cyclin E probe to confirm gains
and/or amplifications detected by CGH in our study.

In order to know if there are genetic changes linked to growth pattern, only invasive tumors
were used for comparison. The most striking differences corresponded to gains on 1q, -
11q13, 17q and 13q and losses in 11p, 11q and 17p that were more frequent in mSP tumors

whereas gains on 2p, 5p and losses in 13q were more frequent in S growth pattern tumors.

Losses on 13q (minimal overlapping region at 13q21q22) observed in a 43% (3/7) of



invasive mSP versus a 1% (1/11) of S tumors contrast with gains of 13q observed more
frequently in S tumors (36%,4/11 S versus 14%,1/7 mSP). Gains of 1q and 17q were
detected in 100% and 85% of the mSP invasive tumors with mSP versus 36% of S growth
pattern tumors

Gains of 2p were exclusively seen in tumors with solid growth pattern in the present study,
however similar imbalances. have been reported by other authors in superficial and
invasive papillary tumors.> * The higher frequency of 11q gains in papillary carcinomas
than in solid ones is in line with previous studies suggesting that 11q gains may be
characteristic of papillary tumors.?® Contrarily to the data of Richter et al., > the frequency
of chromosome 9q losses was lower in mSP than in S growth pattern turhors.

The number of alterations and the occurrence of particular changes can vary broadly in
individual tumors; however a preferential order in the occurrence of chromosomal gains
and losses was observed in several cases, suggesting the existence of common evolutive
pathways irrespective of growth pattern For example, .when comparing the changes
observed in two tumors with different growth patterns such as case 12 (S) and case 20
(mSP) a striking similar pattern of gains can be seen (coincident chromosome or
chromosome regions are indicated in bold):

Casel2: |
enh(1q21,3p21p24,3q13qter,7,8q,10p12pter,14,16q21qter,17p11q21,18p,20,Xq2v1qter,Y)
amp(3p24pter, 6p22pter, 11q12q13)

Case 20:

enh(1921q25,3q27qter,5p,7p,8q21.3q22,10p22pter,17p12qter,18p,20q,21q22, Xpl1pl4)

amp(6p21.3p24)



The pattern of losses in these tumors was coincident in only four chromosomes or
chromosome regions:

Casel2:

dim(3p12pl 3,4q,6p2 lqter,8p,9p21pter,9q12q21,11p,11q25,13q21qter,18q, Xp22.1p21.2)
Case20:
dim(2q23qter,4,5q,8p12pter,10q23qter,11p13pter,12q14q23,13q14q21,16q21gter)

A similar pattern of gains and losses was observed in other tumors (table 2) as well as in a
pT1GIII tumor with solid growth pattern and very poor outcome (case 5). In this tumor, the
CGH karyotype was: Rev ish enh(3p21pter,3¢q29,6p21.3pter,8p21q12,10,12p13pter,
1 2q23qter, 13,15,16q22qter,17,20,21q22),dim(2922q33,5q14¢23,6q,9,11p12p15,
11q21qter, 14q13q32,18),amp(Sp, 8q13qter,11q13). All imbalances indicated in bold
coincide with those detected in cases 12 and/or 20. Moreover, case 21 showed 28
chromosome imbalances; all of them, except gain in 9934, were coincident with those
observed in cases 5, 12 and/or 20. These results agree with those of Hoglund et al.” who

suggested a common set of imbalances in in the last stages of bladder tumor development.



CONCLUSIONS

According to our results and those of other authors, % we can conclude that invasive and
high grade non invasive tumors may represent a distinct group of bladder .cance.r
characterized by a high grade of genetic instability and frequent occurrence of genetic
changes including +20q13, +1q21, +17q1 l-q22, +8q21-q22, +6p, +10p12-p15, -6q16q22,
-5q15-q23, - 4q; these tumors may arise de novo and not through the progression of a low
grade pTa precursor. s

On the other hand, the pattern of CGH gains seems very similar in invasive and high grade
tumors irrespective of their growth pattern. These results suggest a convergent pathway in
the last stages of bladder tumor development as has been suggested by conventional

cytogenetic analysis. ’
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Summary of all relative DNA sequence copy number changes detected by CGH
in 24 specimens of TCC of the bladder. Vertical lines on the right of the chromosome
indicate gains of the corresponding chromosome regions; those on the left indicate losses.
Solid bars indicate amplifications. Chromosomes 1p34-pter, 19, 16p and 22 were not

analyzed.



TABLE 1. Patients data and tumor characteristics

CASE SEX/AGE STAGE/GRADE TREATMENT RECURRENCE METASTASIS SURVIVAL
] ) (months) (months) months

1 M/61 pTa/GII TUR, BCG, Mit. - (84 - (84) >84

2 M/54 pT1/GII TUR, BCG, Mit. + (8) - (17 17

3 M/58 pTl/GII TUR, BCG, Mit. - (48) - (48) >48

4 F/95 pT1/GIII TUR ? . ? ?

5 M/76 pT1/GIH TUR, BCG, Mit. + (19) +PUL, HEP(19) >19

6 M/82 pT2/GII - - +at diagnosis 1{CRD)
7 F/63 pT2/GIII Radical Cystectomy - - -(D

8 M/64 pT2/GIII Radical Cystectomy - +PUL, REN, OSS (?) 4

9 M/60 pT3a/GIlI Radical Cystectomy - - (30) >30

10* M/71 pT3/GIII ? + CIS + LYM peritoneal(?) >72

11 . M/8l pT3/GIII ? - + (5 5(CRD)
12 M/66 pT3b/GIII Radical Cystectomy - - < 2(CRD)
13 M/79 pT3/GIII Radical Cystectomy - ? ?

14 M/68 pT4/GIII Radical Cystectomy - - (25) 25(CRD)
15 M/75 pT2/GIII Radical Cystectomy - - (24) 24(CRD)
16 M/82 pT3b/GIII Radical Cystectomy - - (48) >48

17 M/73 pT1/GIlI TUR, BCG, Mit. - (4 - (4 >4

18 F/57 pT2/GIl Radical Cystectomy ? ? ?

19 M/66 pT2/GIII TUR - - <4
20 M/60 pT3a/GIII Radical Cystectomy - +PUL, OSS, HEP(11) 11(CRD)
21 M/74 pT3a/GIII Radical Cystectomy - ? ?
22 M/66 pT3/GIIl Radical Cystectomy - +? (42) 42(CRD)
23* M/85 pT3/GIII Radical Cystectomy - - (30) >30
24 F/68 pT3/GIII ? ? ? ?

Abbreviations: *tumor analyzed was a recurrence of a primary tumor. TUR, transureteral resection of the tumor;

BCG, immunotherapy; Mit, endocavitary chemotherapy; HEP, hepatic; LYM, lymph nodes; OSS, osseus; PUL,

pulmonary; REN, renal; CRD, cancer related death.




no/ml'eld

no'1o/eLd

o/ Ld

o/11d

I

vz

£C

[44

34

0Z

Sl

14

€l

4

zZbizb

b

LY

(43

b

sldzid

pel

12

SNIV

ve

€C.

[44

34

0z

64

8t

L1

91

S

14

£l

41

oL

L

9

S

14

€

Z

—

S3SY

NY3LLYd HLMOYO AUV TIIdYd

NY31LVd HIMOYD QIN0s

Jowin 1ad sasueieduwl awosSowoldud 1uanbalt 190w 2U1 10 uonnauisia 7 3y



¥

é

il

5
5

:

EIIIII
11

I

M
|

-‘
",
[
|
-
wll
10

wiiffl
9

()

P

)

t |

|
=l
8

T

PG

|

i
?
L
22

.}

=
21

= __— T

T I~ I LD”

1

g| ”l
- i

T DT (ZN°



Discussio

5. DISCUSSIO




Discussio

DISCUSSIO

La caracteritzacio precisa de les regions cromosomiques implicades en anomalies cromosomiques
constitucionals resulta de gran importancia perqué aporten pistes sobre el descobriment de gens
zmplzcats en desordres clinics especifics. Fins fa poc temps, els métodes citogenétics classics no
permetien arribar a identificar certes trisomies i monosomies parcials en les que els segments
cromosomics implicats eren petits o tenien un patré de bandes semblant. L’aplicacié al diagnostic
clinic de les noves técniques citogenétiques moleculars, especialment FISH i CGH, ha permés en

els darrers anys la caracteritzacié d’una gran part d’aquestes anomalies cromosomiques.

1. ALTERACIONS CROMOSOMIQUES CONSTITUCIONALS

TRISOMIES I MONOSOMIES PARCIALS

En el present estudi ens varem plantejar en primer lloc, aplicar la técnica de CGH, en
combinacio’ amb FISH, per tal de caracteritzar els segments implicats en trisomies i monosomies
parcials que préviament‘ havien estat detectades mitjancant bandes G en pacients amb
malformacions congenites. Aquest estudi es va portar a terme tant a partir de limfocits com
d’amniocits (casos 1-5; inclosos als articles 11 2). En tots els basos l‘anomalia cromosomica va
ésser homogenia, es a dir, no es presentava mosaicisme i es varen estudiar tant anomalies
heretades com originades de novo. L’aplicacio d’aquestes técniques va permetre la
caracteritzacié completa de les alteracions cromosomiques estudiades tal i com s’indica a la

Taula 1.

Taula 1. Resultats de les analisis realitzades mitjancant citogeneética convencional, FISH i CGH

Cariotip (béndes G) FISH CGH RESULTAT FINAL

46,X,add(Y)(q12) ish der(Y)t(Y;15)(q12;q25) | rev ish enh(15q25) 46,X,add(Y)(q12).rev ish der(Y)t(Y;15)
) (q21;925)enh(15q25)

46,X,add(X)(q28) ish der(X)t(X;X)(p21;q28) | rev ish enh(Xp21) 46,X,add(X)(q28).rev ish der(X)t(X;X)

(p21;q28)enh(Xp21)

ish del(18)

46,X,der(X}(X;Y)(p22.3:q11 rev ish dim(18p11.3pter) | 46,X,der(X)}t(X;Y)(p22.3;q11),del(18).
),del(18)(p?) rev ish dim(18p11.3pter)

46,XX,del(18)(p?) ish del(18) rev ish dim(18p11.3pter) | 46,XX,del(18).rev ish dim (18p11.3pter)
46,XX,add(15)(p12) ish dup(15) rev ish enh(15q11q13) 46,XX,dup(15)(p12),ish dup(15)(wep15+), rev ish

enh(15q11q13)

* N pacients
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Es interessant destacar que si be la CGH ens ha permes identificar els segments cromosomics
guanyats en totes les trisomies parcials analitzades (pacients 1,2 i 5), per caracteritzar
completament ’anomalies cromosomiques s’han requerit les dades obtingudes per bandes G i
FISH per determinar els punts de trencament i el lloc exacta del cariotip on s’ubicaven els
Jragments. Conéixer aquests dos aspectes, es de gran importancia ja que el segment cromosomic
addicionat pot tenir diferents repercussions fenotipiques segoﬁs es trobi en una o altre regié
cromosomica.

Les nostres observacions, com les d’altres autors, confirmen com moltes alteracions
cromosomiques constitucionals poden ésser identificades de una Jforma precisa en diagnostic pre i
postnatal amb la utilitzacié conjunta de les diferents técniques de citogenética convencional i
molecular (Nacheva et al. 1998, Daniely et al. 1999, Lapierre et al. 2000) incloent-hi delecions
criptiques (Breen et al 1999).

Interpretacio dels perfils de CGH a I’analitzar anomalies cromosomiques constitucionals
La tecnica de CGH originariament va ésser desenvolupada per l'andlisi citogenética de mostres
tumorals. En aquest tipus de mostres, per tal d’evitar els artefactes técnics deguts a supressié
insuficient del DNA repetitiu que poden comportat interpretacions erronies (falsos positius) es
varen acceptar les recomanacions proposades per Kallionemi et al. (1994) i DuManoir et al.
(1995). Segons aquests autors, en l'analisi dels perfils obtinguts per CGH s’han d’excloure les
regions centromeériques, telomériques, les corresponents als. bracos curts dels cromosomes
acrocentrics, les regions 1p32---pter, 1q12, 9q12, 16q12 i els cromosomes 19 i- 22 sencers. Es a
dir, en relacié als canvis (guanys i pérdues) que afecten a regions telomeériques detectades en els
petfils de CGH, cal actuar amb precaucié donat que a vegades es pot observar reduccié de les
intensitats fluorescents verdes i vermelles sense existir desequilibris reals, induint per tant a
. errors.
Els resultats de CGH del pacient 2 no mostren només la duplicacio de la regié Xp2l-pter sino que
també evidencid la pérdua de la regié Xq28-qter. Si acceptéssim les recomanacions, anteriorment
descrites, respectes als canvis genomics en regions telomeériques no podriem acceptar aquest
desequilibri a la regid Xqter. Pero, en el nostre cas, basant-nos en els resultats obtingut per FISH
i Bandes G podem acceptar com real la existéncia de la delecié Xq28-qter en aquest pacient (en

el que no s’ha detectar mosaicisme).
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En els pacient 3 i 4, la delecié criptica de la regié 18pll.3-pter va ser confirmada mitjancant
CGH tant en la mare com en el fill. Préviament, els cariotips realitzats a dos pacients feien
plantejar, la preséncia d’una delecié terminal que també s’evidenciava per FISH. En ambdos
casos, no es va trobar cap translocacio que afectés el cromosoma 18 despres de ser analitzat amb
una FISH amb prova de tintat pel cromosoma 18. Aquest és el quart cas a la literatura d’una
monosomia 18p heretada, no associada a la presencia d’una translocacié desequilibrada. Com en
el cas anterior, si acceptéssim les recomanacions respectes als canvis genomics en regions
telomériques no podriem acceptar aquest desequilibri a la regié 18pter.
Tots 'aquests resultats suggereixen que, per el que respecta a les anomalies cromosomiques
constitucionals, la CGH pot ésser valida en la determinacié de desequilibris que afecten a regions
considerades fins ara “conflictives” com les telomeériques. Aquesta hipotesis estaria recolzada per
les observacions realitzades per bGaﬁ‘an' et al. (1998} en el que mostren lutilitat de la CGH per
definir un marcador supernumerari que afectava al cromosoma 19 (considerat conflictiu) i les
‘dade;v de membres del nostre grup (Hernando et al. 2002) en les que es mostra com la CGH

permet caracteritzar delecions proximes a la regio critica 16gh com la delecio del(16)(pl1.2).

Contribucio de la CGH al establiment de les associacions genotip-fenotip

La combinacié de técniques citogenétiques convencionals i moleculars no solament és util per
Uidentificacio precisa de les regions i punts de trencament implicades en reorganitzacions
cromosomiques, duplicacions o delecions presents en pacients amb malformacions congenites siné
que és molt important a [’hora d’establir les correlacions genotip-fenotip i indicar les regions
cromosomiques on es localitzen els gens responsables dels desordres clinics. |

La comparacié6 dels trets clinics presents en els nostres pacients amb casos publicats préviament
amb alteracions cromosomiques identiques o similars, ha permés detectar anormalitats cliniques
comunés contribuint en el establiment de les associacions genotip- fenotip corresponents.

La preséncia de hipotonia severa, de ronyé en ferradura, i l’asimetria facial presents en el
pacient 1, sén caracteristiques cliniques comunes associades amb la trisomia 15 parcial. En la
revisio bibliografica realitzada per Chander et al. (1997) descriuen com la major part dels casos
amb una duplicacié de la regié distal de 15q son deguts a translocacions desequilibrades,
Jfreqiientment derivades d’'una translocacié equilibrada present en un dels progenitors,
generalment la mare. Només han estat descrits a la literatura uns pocs pacients amb un cariotip
46,X.der(Y)1(Y;15); essent els punts de trencament en la major part dels casos: Yql2 i 15p1l.

Fins ara, només un cas amb un der(Y)t(Y;15q) ha sigut publicat per sense indicar els punts de
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