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RESUMEN

En d desarollo dd cancer colorrectal estdn implicados numerosos genes. Los
estudios de pérdida de heterozigosidad (LOH) congtituyen € méodo més ampliamente
usado, desde € punto de visa molecular, para determinar la pédida de materid
genético.

El uso dd andids de las repeticiones de dinucledtidos (CA), mediante Reaccidn
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y tincion con plata, proporciona una serie de
ventgas, como @ eevado polimorfismo, la posbilidad de su uso, tanto para tgido
fresco como parafinado, resultados en menos de 48 horas y obvia € empleo de isbtopos
radioactivos.

Con d fin de vdorar d uso de las repeticiones de dinucledtidos en d estudio de
la Pérdida de Heterocigosdad (LOH), se emplearon tres marcadores diferentes, €



D2S123 (2p16), Mfd27 (5011.2-13.3) y & TP53 (17p13.1) en 18 pacientes afectos de
cancer de colon esporadico.

Se probaron diferentes condiciones de PCR, distintos sstemas electroforéticos y
de tincidén, as como un programa de andiss dendtomérico para aminorar las
dificultades en lainterpretacion de los resultados producida por las bandas “ sttuter”.

Siete de los 18 pacientes estudiados presentaron pérdida de heterocigosidad para
a menos uno de los marcadores estudiados (38,8%). La proporcion segin marcadores
fue de 7,14 % utilizando € marcador D2S123, 30,7% con & Mdf27 y 33,3 % con €
TP53. Se detectd una tendencia a la localizacion en € lado derecho dd colon en los
pacientes que presentaron pérdida de heterocigosdad frente d grupo de los que no lo
hicieron.

Palabr as clave.

Pérdida de Heterozigosidad (LOH), Repeticiones de dinucledtidos (CA),,
PCR, Céncer, Andisis denstométrico.

SUMMARY

Colorectd cancer devdopment, involve a variety of genes with different
implications. Allelotypic detection of loss of heterozygosty (LOH) andyss using the
microsatellites, as a tooal, is the method, under a molecular point of view, more widey
used to study lost of genetic materid.

The andyss of short tandem repeat as (CA)n, by PCR, dectrophoresis and silver
daning shows some advatages. high  polymorphism, posshility of usng fresh or
paraffin wax-embedded tissue, non radioactive materid and results in less than 48
hours.

To evaduate the (CA), anayss in asses LOH, three different markers were used,
D2S123 (2pl16), Mfd27 (5911.2-13.3) and TP53 (17p13.1) in 18 affected patients with
gporadic  colorectd carcinoma (CCR). Different PCR conditions, eectrophoretic
separdion and staining were carry out and a dengtometric andlysis program to facilitate
the interpretation of the results due to presence of sttuter bands.

In our series the proportion of LOH a D2S123 marker was 7.14%, at Mfd27
30.7 and a TP53 38.88%. There was a marked preponderance of right side localization
in LOH patients. Clinicopathologica features and LOH comparison suggest that these
dterations were predominantly a characteristic of proxima tumor.

K eywor ds:

Lost of heterozigocity (LOH), Dinucleotides repeat (CA),, PCR, Cancer,
Denstometric andysis.



INTRODUCCION

La inactivacion de un gen supresor tumora, tanto por mutacion, delecion o
pérdida se ha demostrado como crucid en la génesis de una gran variedad de tumores
malignos, por dlo la blisqueda de patrones caracteristicos de pérdida cromosdmica
congtituye un objetivo en € estudio tumord.

El desarrollo de un cancer colorrectd (CCR), es un proceso multiestadio que
implica numMerosos oncogenes y genes supresores de tumor (1). Se ha demostrado que
exigen gran variedad de genes involucrados en su origen y progreson, tanto genes
supresores como d APCy e MCC (locdizados en € cromosoma 5), DCC (en € 18) y
P53 (en @ 17), como agunos oncogenes, K-ras, N-ras y ¢Mic (2). Ademés agun tipo
de CCR (Céancer colorrectd hereditario no polipésico, HPNCC), estd correlacionado
etiolégicamente con los genes encargados de la reparacion durante la replicacion,
especidmente d hMSH; (2).

Entre un 20 y un 40% de los casos de CCR, presentan pérdida aéica para € gen
APC (5021), en los adenomas la cifra es del 25%, lo cua apunta a esta alteracion como
un hecho temprano en € desarrollo del CCR (1,2,3).

Pérdidas de materid genético en 17p se han descrito en gproximadamente un
75% de los CCR (2). En la region con mayor tasa de pérdida délica se ha locaizado €
gen TP53, que codifica la proteina p53. En un 50% de los CCR se detectan mutaciones
sn sentido en una zona dtamente conservada de la proteina Estas muteciones son
infrecuentes en adenomas, sugiriendo que dteraciones en estos genes son un evento
tardio en & desarrollo ddl carcinoma colorrecta.

B méodo mas ampliamente empleado, desde € punto de visa molecular, para
determinar pérdida dd materid genético lo condituyen los estudios de pérdida de
heterocigosidad (LOH) (4,5,6) . Estos estudios se basan en la deteccidon de diferencias
entre los delos normaes, maternos y paternos, en e DNA condituciona con sus
homonimos en tegido tumora. S un locus cromosdmico se ha perdido en un tumor, uno
de los delos normades esard ausente en DNA tumora, cuando lo comparamos con
DNA condtituciona (7,8).

La tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite €
empleo de nuevos Sgemas polimorficos dtiles para diginguir dedos maernos y
paternos. Uno de estos dstemas se basa en un nimero variable de secuencias de
dinucledtidos, tdes como (CA), donde ‘n’ puede oscilar entre 10 y 60 copias, que se
repiten en tandem a lo largo dd genoma (Microsatdites). Se edima que existen
gproximadamente 50.000 a 100.000 stios de repeticion. Las variaciones de las
repeticiones CA se pueden identificar facilmente y s usadas para andiss de
ligamiento (5).

La variabilidad en € tamafio, proporciona a estas sondas un gran polimorfismo e
informatividad. Las diferencias en € nimero de repeticiones de dinucledtidos en
tandem entre los delos maernos y paternos se pueden detectar, tras amplificacion con
cebadores especificos, en geles de poliacrilamida. Empleamos edta técnica en los
esudios de pérdida de heterocigosidad, poniendo de manifiesto la posible ausencia de
uno de los delos en tgido tumora. Ademas estos andiss, tienen la ventgja de poderse
redizar en piezas de pequefio tamafio o parafinadas.

Un problema intrinseco d uso de repeticiones de dinucledtidos son los fdlos de
la Tag polimerasa en su lectura sobre las zonas de repeticion, generando pequefios



fragmentos que dificultan la interpretacion de los resultados, denominados bandas
“sutter” (3,8,9).

El andiss denstomérico de las bandas usando € programa de andiss de
imagen UTHSCSA (desarrollado en d Hedth Science Center de la Universidad de
Texas, San Antonio) permite establecer la relacidn entre las ditintas densidades de los
productos aéicos, objetivando € estudio (8).

Con d fin de vdorar d uso de las repeticiones de dinucledtidos utilizamos tres
marcadores de microsatélites, D2S123 (2p16), cercano a hMSH,, Mfd27 (5911.2-13.3),
cercano a APC y MCC, y TP53 (17p13.1), en d estudio de la LOH, en 18 pacientes
afectos de carcinoma colorrectal esporadico.

En todos los casos se compararon los resultados moleculares obtenidos con las
variables dinico-anatomopatoldgicas, edad, sexo, antecedentes persondes y familiares
de la enfermedad, locdizacion dd tumor en @ colon, estadio anatomopatoldgico y
existencia de metéstasis en d momento del diagndstico.

MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se andizaron un tota de 18 muestras frescas procedentes de carcinomas
colorrectales, extraidos durante cirugia. También se obtuvo tgido fresco norma de los
mismos pacientes, 1o mas lgano a la zona tumord posible. Se congdlaron ambos tgidos
en nitrégeno liquido y se guardaron a-80°C.

Edimamos visudmente, antes de la extraccion dd DNA, la pogble
contaminacion de tgido tumora por tgido normd (tendencia habitud en muchos
tumores especidmente |os colorrectaes). En ningin caso fue superior a 50%.

Extraccion del DNA

La extraccion de DNA de tgido se rediz6 mediante € método descrito por Blin
y Stafford (10).

Se pulveriza d tgido afiadiéndole 5 mL de tampdn de extraccion de DNA (Tris
HCl (Merck, Darmsgtadt Alemania) 10 mM, EDTA (Merck, Darmstadt Alemania) 100
mM, RNAasa libre de DNAasa (Boéhringer Mannhem, Alemania) 20 ng/mL, 0.5 %
SDS (Merck, Darmstadt Alemania)). Tras una hora a 37 °C se afiade proteinasa K
(Boéhringer Mannheim, Alemania) a una concentracion de 100 ng/mL y e incuba €
lissdo celular a 50 °C durante tres horas como minimo. Se procede posteriormente a la
extraccion fendlica con fenol-cloroformo-isoamilico  (Merck, Darmgtadt Alemania)
(25:24:1) dos veces y con cloroformo-isoamilico (Merck, Darmstadt Alemania) (24:1)
una vez. Tras precipitacion con etanol (Merck, Darmstadt Alemania), d DNA se seco y
resuspendié en agua.

El DNA se cuantificd a 260 nm en un espectrofotometro Lambda Il UV/VIS de
Perkin-Elmer, Connecticut USA.

Cebadores
Se usaron tres marcadores, D2S123 (2pl6), Mfd27 (5q11.2-13.3) y TP53
(17p13.1). Las secuencias de los cebadores (TABLA 1) fueron recogidas de los trabgjos



de Gyapay y cols 1994, Weissenbach y cols 1992, Webber y cols 1992 y Jones y cols
1992 (11,12,13,14).

Fueron sntetizados en un PCR-Mate Model 391 DNA Synthesizer de Applied
Biosystems, Connecticut USA.

PCR

Las secuencias de DNA diana fueron amplificadas por PCR en una reaccidn a un
volumen find de 25 L paralos tres marcadores.

En € caso de D2S123 y Mfd27, se utilizaron concentraciones de 1 mM de cada
cebador, dos unidades de Tag polimerasa (Promega), CLoMg (Promega) 2,5 mM, dNTP
(Boéhringer Mannhem, Alemania) a 200 mM y 200 ng de la muestra de DNA. Para €
marcador TP53 las condiciones fueron las mismas sdvo la cantidad de muestra que fue
de 300 ng. Lamezcladelareaccidn se cubrid con aceite minerd.

La amplificacion se redizd en un termociclador DNA Therma Cycler de Perkin-
Elmer modelo 480. Las condiciones de la reaccion para los tres marcadores fueron: para
D2S123, 30 segundos a 94 °C, 2 minutos a 55 °C y 15 segundos a 72°C, todo durante 27
ciclos, para Mfd27, un ciclo a 94 °C durante 10 minutos seguido de 30 ciclos a 94 °C
durante 50 segundos y 58 °c 40 segundos; Por Ultimo TP53, 27 ciclos de 94 °C durante
30 segundos, 65 °C durante 2 minutosy 72 °C 15 segundos.

Electroforesis

Los productos de amplificacion por PCR se andlizaron mediante electroforesis
horizonta y verticd en gdes de poliacrilamida no desnaturdizantes d 8 % segin €
método descrito por Sambrook (15).

Los tamafios de los productos aéicos para cada marcador oscilan entre 227-197
bp paraD2S123, 135-103 bp para TP53 y 155-133 bp para Mfd27.

Los geles fueron tefiidos posteriormente con bromuro de etidio y con nitrato de
plaa segin méodo Pharmecia (16) y fotografiados (en € caso dd bromuro) o
registrados por densitometriay conservados (en € caso de la plata) con posterioridad.

Criterios de Pérdida de heterocigosidad

El cardcter de homocigosdad de la muestra fue determinado a priori por la
presencia de una sila banda en la dectroforesis 0 un solo pico en d andiss
densitométrico tanto en tgjido norma como tumordl.

El DNA de las muedras normaes fue usado como ayuda para € correcto
gpareamiento adico, sendo comparado con posterioridad con su correspondiente tejido
tumord. La ausencia o disminucion de intensdad de d menos un 50% de un deo en
tgido tumord a compararlo con su homoénimo en tgido norma fue consderado como
LOH. (FIGURA I)

Anadliss densitométrico

Se usO un programa de andids de imagen para € esudio denstométrico,
UTHSCSA Image Tool (Universty of Texas Hedth Science Center, San Antonio), de
los productos de amplificacion obtenidos. Se barrieron cuatro zonas digtintas de cada
banda, obteniendo resultados en términos de dtura de pico para cada una de dlas. La
media de las dturas para d ddo correspondiente a tgjido tumoral se compard con su
homdénimo en tegjido norma. (FIGURA 1)



Calculo del Cociente Aldico.

El cociente adico se cdculd para cada muestra tanto de tgido normal como de
tgido tumord y se cdculd pogeriormente € cociente tumord, dividiendo € cociente
del tumor por & cociente de la mucosa normal: T1:T2 / N1:N2, donde T1 y N1 son los
vaores de dtura de pico para los productos adélicos de mayor peso molecular en tumor
y mucosa sana respectivamentey T2y N2 |los de menor peso molecular.

En los casos en que d cociente tumord calculado con esta férmula fue superior
al, se convirtié usando 1/ (TL:T2 : N1/N2), con d fin de dar sempre un resultado en €
intervalo 0.00-1.00 (3,17).

Antes de empezar d estudio establecimos que aguelos cocientes £0.50 serian
indicativos de pérdida aélica basandonos en € hecho de que como en d peor de los
casos la contaminacion en tgido tumord por tgido norma fue del 50 %, en estos casos
una pérdida dédicatota dariaun cociente de 0.50.

Andlisis estadistico.
Bl andiss edadigico fue redizado mediante tablas de contingencia,
determinando en cadacaso la ¢2, c2 con correccion de Yatesy d test exacto de Fisher.

RESULTADOS

De los 18 canceres de colon estudiados € porcentgie de muestras informativas
(entendemos por muestras no informativas agquellas que presentaron una sola banda en
la eectroforess y un solo pico en € adiss dendtométrico, tanto en tegido normd
como en tumora) fue de 77.77% para € marcador D2S123, de 81.25% para Mfd27 y
del 100% para TP53.

Se obtuvo informacion a cerca de pérdida délica en la region 2pl6, en un 7.14%
de los casos informativos, en la region 5011.2-g13.3, en un 30.70% y en la region
17p13.1 en un 33.33%.

Se detectd concurrencia de pérdida aéica para las regiones 2pl6 y 17pl13.1 en
un caso y paralas regiones 5911.2g13.3 y 17p13.1 en tres casos. No se presentd pérdida
ddicasmultaneamente en |las tres regiones estudiadas.

De los 18 pacientes estudiados, siete presentaron pérdida de heterocigosidad en
a menos uno de los marcadores empleados (grupo LOH), en 4 de estos casos se
presentd pérdida aéica en més de un marcador.

Las diferenciass en cuanto a las variabiles anatomo-clinicas edudiadas, en los
grupos LOH y no LOH estén recogidas en latablall.

El andligs edadigico conjunto de los parametros anatomo-clinicos estudiados
no muedra diferencias sgnificativas entre ambos grupos (LOH y no LOH) (p=0.1017).
El estudio de cada parametro independientemente confirma este hecho, (media de edad,
p=0.906; antecedentes personales, p=0.384; estadio anatomopatolégico (Dukes), p=1;
metéstasis en @ momento del diagndstico, p=1), sin embargo en € grupo de pacientes
que presentaron pérdida de heteocigosidad para alguno de los marcadores estudiados,
existe una marcada tendencia alalocalizacion en € lado derecho dd colon.

Todos | os resultados se confirmaron tras € andis's densitométrico.



DISCUSION

Existe una tendencia, especidmente en los tumores colorrectales, a contener una
proporcion varigble de cdulas no malignas. En nuedtra serie, asi como en las de otros
autores consultados (3,18), sempre fue inferior d 50% (entre un 20 y 40%). Eda
fraccion de cdulas normdes es redmente Util por € hecho de que los deos normaes
presentes en € DNA conditucional son también evidentes en € DNA tumord y permite
el correcto gpareamiento entre DNA norma y tumord y nos indica presencia de nuevos
addosolaausencia(LOH) deun déo.

La congderacion de esta poshble "contaminacion” es también tenida en cuenta, d
inicio del estudio, por los diferentes autores consultados 3,8,9). Cawkwell (18), no sélo
intenta diseccionar Unica y lo més finamente posible la zona tumord sno que ademas
hace una tincidn con hematoxilina eodna para esimar a priori € nimero de cdulas
malignas presentes.

Por otra parte también podemos hablar de contaminacion de la mucosa sana
resecada con cdulas tumoraes, lo cud intentamos obviar redizando la reseccion lo més
lgos posble de tumor. Ademas contamos también con DNA de la sangre dd paciente
como segunda dternativa de tgjido sano.

Al usar tres marcadores Situados en tres cromosomas diferentes tenemos un
abanico mas amplio de lo que ocurre a nivd gendmico, a mayor nimero de
microsatélites usados y 10 més separados posible lainformacion obtenida serd mayor.

Los tres cebadores empleados flanquean zonas de repeticion de dinucledtidos
con un tamafio de 20 £ 2 bp y con un porcentgie de dinucledtidos GC entre 30 y 35%
tal y como recomiendan los trabgjos de Litt (19).

La tincion con plata para visudizar los productos de amplificacion ofrece mayor
senshilidad y poghilidad en & edudio cuditativo de las bandas dédicas, aunque
también presenta diversos inconvenientes como presencia de  fondo  varidble y
disposicion no lined de la plata

Una fuente de complgidad radica en que la intensdad de los dos deos
condituciondes puede ser diferente, o cud es comin en los estudios de repeticiones
CA y en otros sisemas polimorficos basados en PCR, y probablemente representa una
amplificacion preferencid de uno de uno de los delos condituciondles. El cociente de
los vaores dendtométricos de ambos ados en mucosa norma forma parte de la
formula aplicada por € programa de andiss de imagen con d fin de corregir este
hecho.

Otra fuente de confuson es la presencia de bandas débiles en € lugar de la
posble pérdida ddica, lo cud normamente representa, ta y como resefiamos,
presencia variable de pequefias cantidades de genotipo congtituciona procedente de
cdulas endotdides o inflanatorias en @ tumor. También se ha relacionado la presencia
de estas bandas débiles a la exigtencia dentro del tumor de subclones que todavia tienen
ambas copias del delo hipotéticamente perdido.

Al regigro de los geles tefiidos con plaa hemos acoplado un método
denstométrico, @ cud nos permite de manera objetiva cdcular la dtura de pico
correspondiente a cada uno de los productos y la comparacion entre tgido
condtituciond y tumora. Es un méodo rdpido y proporciona un tamafio bastante exacto
de adelo, que permite detectar y andizar las repeticiones CA, haciendo més facil su
identificacion y pogterior cuantificacion entre las bandas “ sttuter” no especificas.



B uso de PCR y microsatédlites proporciona numerosas ventgas como  un
elevado polimorfismo, @ uso tanto de tgido fresco como parafinado y  resultados en
menos de 48 horas. Por otra parte, podemos obviar € uso de isdtopos radioactivos,
tifiendo con plata

Consideramos como pérdida de heterogocigosdad la pérdida tota o por lo
menos de un 50% de un delo en d tgido tumord en comparacion con € condtituciond.
Este criterio es muy redtrictivo con respecto a aquellos descrito por otros autores
(3,20,21,22). A pesar de esto, encontramos una proporcion de casos de LOH para los
marcadores D2S123 de 7,14% para Mfd27 de 30,7% y para TP53 de 3,8%, smilar a
los datos publicados por otros autores (3,17,18,21). Estos autores muestran que no hay
deleciones en € locus D2S123 en los pacientes con (HPNCC) y la proporcidon es
minima en los pacientes con carcinoma colorrectal esporadico, dato concordante con la
bgja proporcion encontrada en nuestros casos. Alteraciones en € gen supresor de
tumores P53, hecho tardio en la tumorogénesis, se encontraron en agunos estudios (25),
en agproximadamente la misma proporcion en los tumores colorectdes esporédicos y
familiares. En d gen APC Powdl (26) y Altoonen (27) describen una proporciéon de
mutaciones Smilar tanto en € cancer colorectal esporadico como en € familiar.

Los resultados de la pérdida adlica por andiss dendtométrico revelan una
distribucion en tres zonag(figura). La primera, con cocientes entre 0.0 y 0.49 representa
a los tumores con pérdida déica, la tercera entre 0.6 y 0.99 representa a aquellos sin
pérdida ddica, en ambos casos d andids denstomérico confirmd @ diagndgtico de
LOH. En la zona centrd, cocientes entre 0.49 y 0.6 (aquellos tumores en que d andisis
visud fue dificil) d andids denstométrico condituyd0 una ayuda importante en €
diagnéstico.

S s andizan independientemente las variables edad, historia clinica persond,
edado anatomopatolégico y metdstasis € andiss edadistico no muedtra diferencias
sgnificativas entre & grupo con LOH y € grupo sn LOH. Estos datos muestran que en
e cancer colorectal esporédico la pérdida de heterocigosidad en estos marcadores no se
pueden utilizar como indicador prondstico de la agresividad ddl tumor.

En nuestra szrie, Las dteraciones de LOH fueron una caracteridtica
predominante de los tumores proximaes, encontrandose una tendencia a la asociacion
entre pérdida dédlicay locdizacidn del tumor en € lado derecho dd colon.

Podriamos concluir que la técnica empleada, amplificacion de repeticiones de
dinucledtdos por PCR y posterior tincion de los geles con plata, es adecuada para €
esdudio de la LOH en pacientes afectos de diferentes neoplésias, pues relne
caacteristicas que la hacen idonea como, dto grado de polimorfismo, €eevada
sengbilidad, f&cil y répida gecucion.
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MICROSATELITE

TABLA |

SECUENCIA

LOCALIZACION

AMPLICON

D2S123 [°PAAACAggATgCCTgCCTTTAz 2pl6 227-197 bp
®ggACTTTCCACCTATgggACy
TP53 *ACTgCCACTCCTTgCCCCATTCs |[17p 13.1 103-135 bp
*AdaaATACATTTCAACCCaAaaTax
Mfd27 >GatccactttaacCCAAATAC3 5911.2-q13.3 |[[155-133 bp
*00adATCAACTTAAACAQCAT
Secuencias de los cebadores emplados
TABLA Il
HISTORIA CLINICA| DUKESEA | METASTASIS | LADO DCHO
LOH (n=7) 57.1% 14.2% 25.7% 42.8%
No LOH (n=11) 72.6% 9.09% 27% 18.1%

Diferencias entre los grupos LOHy no LOH respecto a las variables clinico anatomopatolégicas estudiadas

en CANCER DE COLON esporadico

LOH: Grupo con pérdida de heterocigosidad

No LOH: Grupo sin pérdida de heterocigosidad
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FIGURA |

TP53

Figura |: Patrén de bandas de una pérdida alélica (LOH), para el marcador TP53.

T=tumor N=mucosa sana
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FIGURA I

MUCOSA
SANA

Figura |l: Estudio densitométrico utilizando el programa de analisis de imagen UTHSCSA

Image Tool.
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