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Abreviatures utilitzades en aquesta tesi:

ARMS: de I'anglés amplification refractory mutation system
CCR: carcinoma colorectal

CCRm: carcinoma colorectal metastasic

CIMP: fenotip metil-lador d’illes CpG

CIN: via d’inestabilitat cromosomica

Col.: col-laboradors

Ct: cicle llindar

ddNTP: didesoxidnucleotids trifosfats

dNTP: deoxinucleosids trifosfats

EGFR: receptor del factor de creixement epidérmic

FAP: poliposis adenomatosa familiar

FOLFIRI: combinacio de varis agents terapéutics: acid folic, 5-FU i irinotecan
FOLFOX: combinacié de varis agents terapeutics: acid folic, 5-FU i oxaliplati
FTasa: farnesil protein transferasa

GAPs: de I'anglés GTPases Activating Proteins

GEF: factors d’intercanvi de la guanina

Gen APC: de I'anglés gen Adenomatous polyposis coli

Gen DDC: de I'anglés gen Delected Colorectal Cancer
GGTasa: geranilgeranil transfersasa

HNPCC: cancer colorectal no poliposic hereditari

HRM: de I'anglés high resolution melting

LOH: pérdua d’heterozigositat

MO: no presencia de metastasis

M1: preséncia de metastasis

MMR: gens reparadors del DNA

MSI: inestabilitat de microsatél-lits

MSI-H: alta inestabilitat de microsatél-lits

MSI-L: baixa inestabilitat de microsatél-lits

MSS: estabilitat en els microsatél-lits

NO: cap gangli limfatic infiltrat

N1: de 1 a 3 ganglis limfatics infiltrats

N2: més de 3 ganglis limfatics infiltrats

PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa

PCR-RT: reaccié en cadena de la polimerasa en temps real
RFLP: polimorfismes en la longitud en els fragments de restriccio
T1: invasio del tumor a nivell de la submucosa

T2: invasio del tumor a nivell de la capa muscular

T3: invasio del tumor a nivell de la subserosa

T4: invasio del tumor a nivell d’altres organs i estructures
Tis: invasié del tumor a nivell intraepitelial

TNM: classificacié segons nivell d’infiltracié tumoral, ndduls i metastasis
TS: timidelat sintestasa
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1 INTRODUCCIO

1.1 Anatomia del colon

El colon, també anomenat intesti gruixut, és I'tltim tram del tub digestiu. Té una

longitud aproximada de 1,5 metres i s’estén des del final de l'intesti prim fins a

I'anus. La primera porcio del colon és el cec i esta situat a la part inferior dreta

de 'abdomen i és on desemboca l'intesti prim. Des d’aqui el colon ascendeix

fins arribar a l'algcada del fetge, que anomenem colon ascendent i travessa

'abdomen, que és el colon transvers. Posteriorment, el colon es dirigeix cap

avall i passa a anomenar-se colon descendent, fins arribar al sigma, que

desemboca en el recte i, finalment, a 'anus, que s’obre a la part exterior per

I'esfinter anal (Figura 1).

Colon ascendant

Eeamac

Angie espienc

Figura 1: Anatomia del colon

La funci6 del colon ascendent i transvers consisteix en absorbir aigua i

electrolits, mentre que la funcié del

colon descendent

recte és

'emmagatzematge de les matéries fecals fins al moment de la seva expulsio

per I'anus.
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El colon i el recte estan constituits per varies capes de teixit, la més interna és
la mucosa, que es troba envoltada per la submucosa, després la capa muscular

i, per ultim, la serosa, que és la capa més externa.

1.2 Epidemiologia del cancer de colon

El cancer colorectal (CCR) és un dels tipus de neoplasia més comuna en els
paisos desenvolupats i s’estima que a tot el mén 1 milié d’individus
desenvoluparan aquesta malaltia cada any.1 Aquest tipus de cancer representa
un 9,4% del total de cancers, amb una ratio entre homes i dones de 1,2:1. En
termes d’incidencia, el CCR és el quart tipus més frequent en homes i el tercer
en dones.? A Europa es diagnostiquen al voltant de 250.000 casos nous de
CCR, que representen aproximadament el 9% de tots els cancers. ® A Europa,
la supervivéncia durant el periode 1995-1999 va ser del 72% el primer any i del
54% als cinc anys. * A I'estat espanyol, el CCR és el tumor més freqiient si es
considera ambdds sexes en conjunt, amb un patré d’incidéncia anual
ascendent que arriba al 2,5% en els homes. La incidéncia anual ajustada,
segons l'edat, del CCR a Espanya és de 60,4/100.000 en els homes i
34,1/100.000 en les dones, amb taxes similars a la mitjana dels paisos de la
Unio Europea. Respecte a les dades de prevalenga, també el CCR és el segon
tumor més frequent a Espanya, amb més de 65.000, només per darrera del
cancer de mama amb 69.993 casos. Les dades epidemiologiques espanyoles
son similars a les europees, sent el CCR el tumor més frequent representant el
13,6% de tots els tumors, seguit del cancer de mama (13,1%), cancer de pulmo
(12,2%) i el cancer de prostata (11,9%). Respecte a la mortalitat, el CCR és la
segona causa de mort per cancer, per darrera del cancer de pulmé.®

Durant 'any 2002 es van diagnosticar a Catalunya 2.609 casos de CCR en
homes i 1.938 casos en dones; és el tercer cancer en frequéncia en homes i el
segon en dones, amb una supervivencia al voltant del 50% als cinc anys. En el
context europeu, Catalunya presenta una incidéncia elevada, sobretot en

homes pero, en canvi, la mortalitat mostra una tendencia estable o decreixent



en el periode 1995-2004 en ambdds sexes, el qual ens situa en una posicié

intermédia en el context europeu.®

1.3 Classificacio del cancer de colon

1.3.1 Sistema d’estadificacio: tumor,noduls i metastasis

La classificacié de tumor, noduls limfatics i metastasis (TNM) proposada per
The American Joint Commitee on Cancer i per The International Union Against
Cancer és actualment el sistema estandard recomanat per diferents
associacions de patolegs, cirurgians i oncolegs per la classificacio del CCR.

Les classificacions proposades per C.Dukes entre 1929-1935 sén la base de la
classificaci6 TNM. Aquesta classificaci6 t¢ en compte 2 caracteristiques
histopatologiques: profunditat de la infiltracio i preséncia o abséncia de
metastasis en ganglis limfatics regionals. La classificacio TNM, actualment, ha
substituit a altres classificacions degut a la seva utilitat i estandarditzacié.
Aquestes classificacions es van actualitzant periddicament, i actualment
s’utilitza la 7a edicid, que és de I'any 2009. En el nostre estudi es va utilitzar la
6a edicio, de l'any 2002. La classificacio ha tingut relativament poques
modificacions importants entre la 6a edicio (2002) i la 7a edicié (2009), de
manera que les categories TNM i els estadis | a IV poden ser facilment
comparats.®

Aquesta classificacio es basa en el nivell d’'infiltracié del tumor des del nivell
intramucos (Tis), invasio de la submucosa (T1), invasié de la capa muscular
(T2), invasio de la capa subserosa/mesenteri (T3) fins a la invasié de la serosa
(peritoneu visceral) o d’altres organs i estructures (T4), la preséncia o no de
noduls limfatics infiltrats (NO, N1, N2) i la presencia o no de metastasis a
distancia (M0, M1).° (Taula 1).
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T

TO: Sense tumor primari

Tis: Tumor intraepitelial o inframucos sense sobrepassar la
musculans mucosae

T1: Tumor que invadeix la submucosa

T2: Tumor que invadeix la muscular propia

T3: Tumor que atravessa la muscular propia i que invadeix
la subserosa o els teixits pericolics o penrrectals no
recoberts pel peritoneu

T4a: Tumor que perfora el pentoneu visceral

T4b: Tumor que | drgans o estructures adjacents

NX: Es desconeix I'estat dels ganglis imfatics
N0 Sense compromis ganglionar regional
MN1: Metastasis en 1 a 3 ganglis regionals
o N1a: Metastasis en 1 gangl
N1b: Metastasis en 2-3 ganglis
s N1ic: Dipdsits tumorals en la subserosa e en el greix
del meso pericolica o perirectal sense metastasis en
ganglis imfatics regionals
N2 Metastasis en 4 o més ganglis regionals
« NZa Metastasis en 4-6 ganglis
NZ2b: Metastasis en 7 o0 més ganglis

MX: Es desconeix I'existéncia de metastasis a distancia
MO: Sense metastasis a distancia
M1: Evidéncia de metastasis a distancia
» M1a: Metastasis en sol érgan
M1b: Metastasis en més d'un drgan o en el peritoneu

Taula 1: Estadificacio TNM del cancer colorectal (7a edicio, 2009)

1.3.2 Tipus histologic

S'utilitza la classificacio proposada per la OMS. Les principals variants
histopatologiques del CCR sén les seguents:
* Adenocarcinoma: representa més del 90% de totes les neoplasies
malignes
* Adenocarcinoma mucinés o col-loide: component mucinés >50% del

tumor



Carcinoma de cél-lules en anell de segell
Carcinoma adenoescamos

Carcinoma de cel-lula petita

Carcinoma medul-lar

Carcinoma indiferenciat

1.3.3 Grau histologic

La classificacio més admesa dels adenocarcinomes consta de quatre graus i es

basa fonamentalment en la proporcio de formacio de glandules en el tumor.

Grau 1: Ben diferenciat (>95% del tumor constituit per glandules)
Grau 2: Moderadament diferenciat (50 a 95% de glandules)
Grau 3: Pobrament diferenciat (5 a 49 de glandules)

Grau 4: Indiferenciat (>5% del tumor constituit per glandules)

Actualment es recomana estratificar en 2 graus:

Baix grau: =50% de formacio de glandules (inclou adenocarcinomes ben
diferenciats i moderadament diferenciats)

Alt grau: <50% de formacié de glandules (inclou adenocarcinoma
pobrament diferenciats i indiferenciats)

S’ha comprovat que aquesta agrupacid és meés reproduible i redueix les

variacions d’interpretacio entre observadors. També té més pes com a variable

pronostica. El carcinoma de cél-lula petita i de cel-lules en anell de segell es

consideren d’alt grau. El carcinoma medul-lar no es grada.

1.4 Aspectes geneétics del cancer de colon

La majoria dels cancers de colon tenen un origen esporadic i només en un 5%

hi ha causes hereditaries.’® S’han fet multiples estudis sobre els factors de risc
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involucrats en aquesta malaltia. S’ha observat que I'edat avancada, el sexe
masculi, preséncia de polips en el colon i factors ambientals com la dieta (alt
consum de greixos i carns vermelles, poca fibra, ingesta elevada d’alcohol),
I'estil de vida sedentari, el consum de tabac o la presencia de malalties com la
diabetis mellitus o la malaltia de Crohn tenen una importancia elevada a I'hora
de desenvolupar un CCR."

1.4.1 Factors de risc genétics

Aproximadament entre un 10%~30% del total dels CCR tenen lloc en un
context d’historia familiar, pero els factors genétics que predisposen a aquesta
malaltia encara no estan del tot identificats. No obstant s’han descrit unes
sindromes hereditaries que representen aproximadament un 5% de tots els
CCR que es diagnostiquen cada any. Tot i que aquests cancers hereditaris
representen una fraccio petita de tots el casos de CCR, I'estudi de les bases
moleculars d’aquests tipus de cancers pot contribuir al coneixement de factors i
mecanismes especifics implicats en els CCR esporadics.’ S’han descrit varies
sindromes hereditaries, les més conegudes sén la poliposis adenomatosa
familiar (FAP), que reperesenta un 1% de tots els CCR, afectant 1 de cada
7000 persones amb CCR i el CCR no poliposic hereditari (HNPCC) també
anomenat sindrome de Lynch, que representa entre el 5-10% de tots els CCR,
afectant a 1 de cada 300 persones amb CCR." Aquestes 2 malalties sén
autosomiques dominats. En el cas de la FAP, el gen mutat és el APC
(adenomatous polyposis coli), que es localitza en el cromosoma 59" i que
codifica per una proteina citoplasmatica de 300kD. Pel desenvolupament de
FAP només es necessita un alslel mutat, el que suggereix I'efecte dominant
negatiu de la proteina mutada. En la sindrome de Lynch les mutacions
responsables es donen en gens de reparacio d’aparellaments erronis del DNA.
Les mutacions en el gen hMSH-2 originen el 60% dels casos de HNPCC, en
hMLH-1 el 30%, en hPMS-1 el 5% i en hPMS-2 el 5%. Les mutacions en

aquests gens provoquen un marcador genétic identificable conegut com



inestabilitat de microsatél-lits (MSI)." Els microsatél-lits sén unes seqiiéncies
curtes i repetitives que es repeteixen al llarg del genoma; l'alteracio en la
longitud d’aquestes sequéncies és el que s’anomena MSI. Finalment, s’han
descrit altres sindromes, amb una incidéncia molt menor en la poblacidé, com la
sindrome de Gardner, la de Peutz-Jeghers, la poliposis juvenil, entre d’altres,
amb altres alteracions genétiques conegudes.’ Tots aquets defectes genétics
estan catalogats en les bases de dades d’heréncia mendeliana en homes. ™

També s’ha descrit el CCR familiar, on s’ha vist que el risc de tenir un CCR si hi
ha alguns membres d’'una mateixa familia afectats augmenta de 2 a 6 cops,

depenent del numero de persones afectades i de I'edat del diagnostic. Aquests
CCR familiars s’estima que representen un 20% del total de CCR en els paisos
desenvolupats. No obstant, no es poden englobar en les sindromes
hereditaries classiques perqué clinicament no compleixen els criteris de
diagnostic de CCR hereditari, el que suggereix que hi ha d’haver altres gens
menys penetrants implicats i/o les interaccions gens-ambient son restringides a
aquests agregats familiars. S’estan estudiant alguns potencials loci en els

cromosomes 8,9,11i 18."7

1.4.2 Bases moleculars del cancer de colon: vies de
tumorogénesi

El procés de formacié tumoral a partir d’'una célslula implica 'acumulacio
successiva d’alteracions en els gens. Les celslules canceroses son inestables
geneticament durant el procés de carcinogénesi, i aquelles que adquireixen
alteracions successives que els hi proporcionen avantatges respecte el
creixement, es van seleccionant i seran majoritaries en el tumor. Cap a principis
de la década del 1990, Fearon i Vogelstein® van proposar un model de
carcinogenesi de transici6 d’adenoma-carcinoma que esta acceptat en
l'actualitat. En aquest model de carcinogénesi colorectal, es produeixen
mutacions en el gen APC, durant el desenvolupament dels polips i
posteriorment, durant I'etapa adenomatosa, mutacions en K-RAS , mutacions
en p&3 i delecions en el cromosoma 18 que condueixen a la transicidé al

carcinoma.(Figura 2).

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 9



Figura 2: Esquema de la carcinogénesi colorectal (Mut=mutacions)

El desenvolupament de la inestabilitat genomica és un fet important en la
carcinogénesi colorectal. S’han descrit 3 vies per explicar la inestabilitat
genomica: la via supressora (donada per una inestabilitat cromosomica), la via
mutadora (donada per MSI)'® i una tercera via que sén els canvis epigenétics,
que es donen per metilacions en les illes CpG donant el fenotip fenotip
metilador d’illes CpG (CIMP). De fet, aquestes vies no tenen perqué ser
excloents entre si; aixi s’ha observat que més del 25% dels CCR amb MSI
tenen anormalitats cromosomiques o més del 33% dels tumors amb el fenotip

CIMP tenen aberracions cromosomiques.”

1.4.2.1 Via supressora

Aquesta via també s’anomena via de la inestabilitat cromosdmica (CIN). Es
dona en el 85% del CCR. El perfil molecular es caracteritza per amplificacions
cromosomiques, aneuploidia i perdua d’heterozigositat (LOH). Aquesta via
s’associa amb mutacions en el gen APC, que poden coexistir amb delecions en
el cromosoma 5, 18q o 17p. El brag llarg del cromosoma 18 conté els gens
Deleted in Colorectal Cancer (DCC), SMADZ2 i SMAD4; aquests dos ultims

juguen un paper important en la via de senyalitzacié6 de TGF-B. Un altre gen
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implicat en aquesta via d’inestabilitat cromosomica és K-RAS, que també juga

un paper important en la via CIMP de la carcinogénesi colorectal.?’

1.4.2.2 Via mutadora

Es dona en el 15% dels CCR i implica una MSI deguda a mutacions en els
gens reparadors del DNA (MMR).*? S’han identificat 5 gens de reparacié
d’aparellaments erronis del DNA: MLH1, MSHZ2, MSH6, PMS2 i MLH3. Els
defectes en els gens reparadors del DNA comporten una acumulacié
d’'insercions i delecions dins d’unes sequencies curtes i repetitives anomenades
microsateél«lits. Les alteracions en la longitud d’aquestes sequeéencies és el que
s’anomena MSI.%

Els microsatelslits son abundants en tot el genoma; hi ha polimorfismes entre
individus pero la longitud és unica i uniforme en cada teixit de cada persona. 24
Aquesta via de tumorogenesi és frequent en pacients amb sindrome de Lynch.
S’ha descrit MSI en el 90-95% dels CCR en pacients amb sindrome de Lynch.?
Si hi ha 2 o més microsatelslits afectats, es diu que hi ha una alta MSI (MSI-H) i
s’aconsella un estudi de mutacions germinals en els gens de reparacié per
poder identificar els pacients amb sindrome de Lynch.24 La identificacio dels
pacients MSI-H és important perqué estan associats a un millor prondstic si bé
tenen pitjor resposta a la quimioterapia adjuvant.'® A més, aquesta identificacio

permet fer un consell genétic.

1.4.2.3 Canvis epigenétics

Aquesta via es déna en aproximadament en el 15% dels CCR esporadics. Els
canvis epigenétics sén canvis heretables de I'expressio génica que passen de

generacio en generacio sense una alteracié de la sequéncia del DNA. Aquests
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canvis epigenétics poden ser per metilacié del DNA, modificacions d’histones o
els micro-RNA.

La metilacié del DNA consisteix en I'adicié d’'un grup metil (CH3) al nucleotid
citosina. Al llarg de tot el genoma es troben distribuits dinucleotids CpG que
estan metilats. Perd hi ha unes regions anomenades illes CpG entre 200 i
varies kilobases on la frequéncia de dinucleotids CpG és molt elevada i no
estan metilades. Aquestes illes CpG es localitzen generalment entre la regid
central del promotor d’un gen i el punt d’'inici de la transcripcié. S’ha observat
que si aquestes regions estan metilades hi ha una repressio de I'expressio del
gen. La metilacio del DNA ddna lloc a un fenotip caracteristic anomenat CIMP.
21 |_a metilacié del DNA és freqiient en els CCR, com per exemple la metilacid
del gen supressor de tumors CDKNZ2A que es dona en un 40% dels CCR o la
hipermetilaci6 de P76 que s’ha suggerit que té una importancia en la
tumorogeénesi colorectal. '’

Les modificacions de les histones sén un altre canvi epigenétic que es pot
donar en els CCR. Principalment es doéna per acetilacié/desacetilacio;
I'acetilacio d’aquestes proteines té un efecte activador de la transcripcié ja que
redueix molt I'afinitat de les histones pel DNA i en canvi la desacetilacio es
correlaciona amb la compactacio de la cromatina i la repressio transcripcional
17.

Els micro-RNA son petits fragments de 20-25 nucleotids de RNA no codificant
que s’uneixen a les regions 3'UTR del RNAm; si troben el complementari total
del RNAm bloquegen la transcripcio i si el complementari és parcial bloquegen
la traduccié. Estan implicats en la regulacio de la proliferacio celslular,
diferenciacio, apoptosi i immunitat. La seva associacié amb la formacio,
angiogénesi, metastasi i resisténcia a la quimioterapia ha fet que esdevingués
un dels canvis epigenétics més estudiats recentment.”® Dos dels micro-RNA
meés estudiats en CCR son el lethal-7 (let-7) i el miR-143; s’ha observat que

baixos nivells d’'aquests micro-RNA estan associats a un pitjor pronostic.?®
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1.5 Factors pronostics en CCR

Un factor pronodstic ens aportara informaciéo sobre I'evolucié clinica de la
malaltia en el moment del diagnostic independentment del tractament aplicat.
Aquests marcadors pronostic ens serviran per coneixer la malaltia, predir
I'evolucid, definir grups de risc i decidir el tractament terapéutic més correcte.
Aproximadament entre un 50-60% de pacients diagnosticats d'un CCR
desenvoluparan metastasis, principalment en el fetge i el pulmé?’; per aixo el

coneixement d’aquests factors pronostics sera clau a 'hora del maneig del

pacient.

En 1999 el College of American Pathologist van arribar a un consens per
classificar els factors pronostics del CCR.?® Van fer una extensa revisio de la

literatura publicada fins el moment proposant 4 categories per classificar les

variables en funcié de si tenien un valor pronostic o no. (Taula 2).

Categoria

Caracteristica

Categoria |

Extensio local del tumor

Metastasis en ganglis regionals
Invasicd de vasos limfatics o sanguinis
Tumor residual

Nivells de CEA

Categoria IlA

Grau tumoral
Estatus del marge radial

Categorna lIB

Tipus histologic

Troballes histologiques associades amb MSI
MSI-H

Péerdua d’heterozigositat de 18q
Configuracid dels marges tumorals

Categoria Il

Alguns marcadors tumorals (excepte MSI-H 1 pérdua
d’heterozigositat de 18q)

Invasid perineural, fibrosis peritumoral, resposta
peritumoral inflamatoria, index de proliferacié, etc

Categora IV

Mida del tumor
Configuracié del tumor

Taula 2: Classificacio dels factors pronodstic en carcinomes colorectals
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La categoria | és la que esta consensuada per utilitzar com a factor pronostic,
les categories IlA, IIB i lll encara no estan ben definides i la categoria IV no té

cap rellevancia com a factor pronostic.

1.5.1.1 Factors anatomopatologics classics

El factor pronostic més important és la classificacio TNM del tumor en el
moment del diagnostic. En funcidé d’aquest TNM la malaltia es classifica en 4
estadis. (Figura 3).

Estadi 0

Estadi |
Estadi Il
Estadi Ill
Estadi IV

Estadiatge cancer de colon

; tumor dins la membrana
EstadiO | Tis NoMO basal o la lamina propia

Estadil | T1 NOMO tumor que invadeix la submucosa

T2 NO MO
EstadilIA | T3 NO MO tumor que atravessa les capes
Estadi 1B | T4a NO MO SN

Estadi IIC | T4b NO MO

Estadi IllA | T1-T2 N1 MO
T1 N2a MO
Estadi IlIB | T3-T4a N1 MO
T2,T3 N2a MO afectacio dels ganglis limfatics
T1,72 N2b MO
Estadi IlIC | T4a N2a MO
T3,T4a N2b MO
T4b N1,N2 MO

Estadi IVA |Qualsevol T.qualsevol NM1a| o st2ctacis a distancia
Estadi IVB |Qualsevol T,qualsevol N M1b

Figura 3: Estadiatge del cancer de colon
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La supervivencia varia molt en funcié de I'estadi de la malaltia; aixi en I'estadi
inicial trobem una supervivéncia del 90% mentre que en l'estadi IV, el més

avangat, la supervivéncia decreix al 3%.%° (Taula 3).

Estadi TNM g:;";;"n")’,z'}f.’/;?

Estadi 0,1 (TiS:NO:MO0) >90

Estadi | (T2: No: MO) 80-85
Estadi Il (T3, T4: NO:MO) 7075
Estadi lll (T2: N1-3: MO) 7075
Estadi Ill (T3:N1-3: MO) 50-65
Estadi lll (T4:N1-3:M0) 25.45
Estadi IV (M1) <3

Taula 3: Supervivéncia del cancer de colon en funcié de I'estadiatge en el
moment del diagnostic

Altres factors de mal pronodstic morfoldgics sén I'ampli percentatge d’afectacio
de circumferéncia intestinal, el tipus d’invasié del tumor en profunditat o marge
infiltratiu versus marge expansiu, la invasié de venes i vasos limfatics aixi com
la invasié d’espais perineurals. EI mesorecte no integre amb tumor residual
(marge radial positiu) o minima distancia del tumor a marge radial son també
factors de pronostic adversos. Per ultim, la inflamacié limfocitaria tipus Crohn
en el marge d’invasié tumoral, la inflamacio intratumoral, la desmoplasia i els
ganglis regionals amb limfadenitis reactiva s’han interpretat com una resposta
de I'hoste favorable.*®
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1.5.2 Factors moleculars

S’ha vist que tumors histologicament idéntics poden tenir pronostics i/o
respostes a la terapia diferents entre si; per aixo I'analisi molecular dels CCR és
actualment clau per determinar quins pacients tindran millor pronostic i quina
podra ser la millor eleccié terapéutica.®’ Per aixo, 'estudi del factors pronostic
normalment va lligat al valor predictiu d’aquests; el valor predictiu ens dona
informacio de la probabilitat de resposta tumoral a un agent terapéutic o a una
combinacio d’aquests.

Hi ha varis factors pronostics en CCR. Alguns d’aquests factors estan acceptats
per la comunitat cientifica i altres encara estan en discussio.*? Respecte

'oncogen K-RAS, es discutira més extensament en l'apartat 1.7.2i 1.7.3.

1.5.2.1 Inestabilitat dels microsatel-lits

Malgrat que s’han fet molts estudis sobre el valor com a factor pronostic de
MSI, els resultats no sén del tot concloents, si bé que Popat et al (2005) van fer
una revisio sistematica de 32 treballs on hi havia implicat un total de 7642
pacients i van concloure que els tumors amb MSI tenien millor pronodstic que els

tumors amb estabilitat en els microsatél«lits (MSS).*?

1.5.2.2 El receptor del factor de creixement epidérmic

El receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR) és un membre de la
familia dels receptors tirosina-quinasa (també anomenats ErbB o HER). Es una
proteina transmembrana que té 3 dominis. En el domini extracelslular hi ha el
punt d’unié al lligand; hi ha varis lligands, com EGF, Epiregulin o Anfiregulin. 3
La unié del receptor amb el lligand fa que comenci una cascada de reaccions
intracitoplasmatiques, enviant senyals de proliferacié celslular, control

d’apoptosi i angiogénesi. Aquest receptor esta implicat en la tumorogénesi
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colorectal, progressioé tumoral i metastasis. Hi ha tres vies d’activacio: la via
MAPK-RAS-BRAF, la via PI3K (via quinasa serina/treonina AKT) i la via
JAK/STAT.*® (Figura 4). El 65-70% dels CCR tenen sobreexpressié d’EGFR i
esta associat a un estadi avancat de la malaltia. No obstant, els estudis fets
sobre EGFR i supervivéncia no son del tot concloents respecte a la utilitzacid
com a factor pronostic, pero els inhibidors farmacologics d’EGFR si que sén

beneficiosos en certs tipus de CCR com els metastatics.™

Anticossos monclonals Ligands EGF TGF-a
catuwamab, panitumumab \\

(trn!;{m >

A RS
= )t

& : :

Transcripcid de diferents gens

E A NN

Prolferacié Invasid Angiogénesi Metastasi Resisténcia a 'apoptos:

Figura 4: Vies de senyalitzacio de 'TEGFR

1.5.2.3 L’'oncogén BRAF

L’'oncogén BRAF codifica per una proteina de la familia RAF quinasa, proteina
intracitoplasmatica que ve regulada per l'activaci6 de RAS. S’han descrit
mutacions entre un 5-15% en els CCR, i en més del 80% d’aquestes mutacions
hi ha involucrat un canvi de timina per adenina en el nucleotid 1799, el que
implica una substitucié del codé 600 (V600E) de valina per glutamic, el que
comporta una desregulacié d’aquesta via MAPK-RAS-BRAF." (Figura 4). Les

mutacions en K-RAS i BRAF sén mutuament excloents.>®
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1.5.2.4 Via PI3K-PTEN

El gen PIK3CA codifica per una proteina citoplasmatica anomenada PI3K, de la
familia de lipid-quinases, que esta implicada en la via de transmissio dels
senyals quan s’activa 'EGFR. (Figura 4). Les mutacions en el gen PIK3CA es
donen entre el 15-18% dels CCR, sobretot en I'exd 9 i I'ex6 20. Les mutacions
en aquest gen poden coexistir amb mutacions en K-RAS o en BRAF. S’ha vist
que les mutacions en PIK3CA estan associades a una baixa supervivéncia,
pero el seu valor pronostic no esta encara establert. La proteina PTEN inhibeix
el senyal iniciat per PIK3. L’activitat de PTEN es pot inhibir per varis
mecanismes, com mutacions en el gen PTEN (5%), pérdues al-léliques del
cromosoma 1023 (23%) o per hipermetilacié de la regié promotora (~ 20%).
La inhibicié d’aquesta proteina pot coexistir amb mutacions en K-RAS, BRAF i
PIK3CA. El paper de la pérdua de la funcié de la proteina PTEN en CCR no
esta del tot definida. S’ha suggerit que la pérdua de l'expressié de PTEN
(mesurable per immunohistoquimica) esta associada a una disminucié del

benefici del tractament amb cetuximab en CCR metastassic (CCRm).*’

1.5.2.5 L’oncogén P53

El gen P53 és un gen supressor de tumors que es localitza en el brag curt del
cromosoma 17 (17p13). S’han observat mutacions en un 50% dels CCR.?'
Aquest gen codifica per una proteina de 53KD que té varies funcions: aturar el
cicle celelular en el punt de control G1/S o G2/M quan es detecten errors en la
replicacio del DNA, activar els enzims de reparacio del DNA per corregir els
danys detectats en el DNA i, si els danys que s’han detectat son irreparables,
conduir a I'apoptosi celelular per evitar la proliferacié de celslules amb DNA
anormal.® La majoria de les mutacions en P53 (~80%) sén mutacions de canvi
de sentit, produint proteines defectuoses i inactives detectables per

immunohistoquimica.?
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1.5.2.6 Pérdua d’heterozigositat en 18q

El bra¢ llarg del cromosoma 18 conté molts gens que tenen una importancia
clau en la patogénesi i progressié del CCR, com el gen DCC, el gen SMAD4, el
gen SMADZ2 i el gen SMAD?. El desequilibri al-lelic o la LOH18q en el brag llarg
del cromosoma 18 es déna en el 70% dels CCR.?" El gen DCC és un gen
supressor de tumors que codifica per un receptor transmembrana neutrin-1
important en I'adhesio cellular i 'apoptosi. EI gen SMAD4 codifica per una
proteina intracitoplasmatica implicada en la via de regulacio de la proteina
extracitoplasmatica TGF-B. La molécula TGF-B s’uneix als receptors de
membrana amb activitat serina-treonina quinasa i aquesta unié desencadena la
fosforilacié dels factors citoplasmatics SMAD dels quals n’existeixen diferents
formes. Aquests SMAD fosforilats s’'uneixen a SMAD4 i formen heterodimers
que entren en el nucli i s’associen a altres proteines d’unié al DNA per activar o
inhibir la transcripcié de gens especifics implicats en el control i la proliferacid
celelular. En les céel-lules epitelials, TGF-B és un inhibidor del creixement perqué
promou I'expressio d’inhibidors del cicle celslular de les families Cip/Kip i
INK4/ARF. Per tant la desregulacié de I'activacio i de la ruta de senyalitzacio

del TGF-B poden desencadenar apotosis.'®

1.5.2.7 Altres factors pronoéstics

Altres factors pronostic que s’han estudiat son timidilat sintetasa (TS) (tumors
amb baixos nivells de la proteina TS tenen un temps de supervivéncia meés alt i
responen millor al tractament amb 5-FU), dihidropirimidina deshidrogensasa
(marcador molecular a la resposta al tractament amb 5-FU), uridina difosfat
glucoronosil transferasa (toxicitat més alta en pacients tractats amb irinotecan),
nucleasa de reparaci6 per excisio ERCC1 (una baixa expressio del gen ERCC1
esta associada a una supervivéncia millor en CCR avangats en pacients

tractats amb oxiliplati).*
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1.6 Tractament del cancer de colon

La induccié de I'apotosi en les celslules tumorals és el mecanisme clau de la
majoria dels tractaments oncolodgics incloent la quimioterapia, la radioterapia o
la immunoterapia. El tractament oncologic escollit dependra de multiples
factors, com la localitzacié del tumor (colon o recte), I'estadiatge en el moment
del diagnostic, aspectes clinics del pacient, etc, i per aixd0 en el Hospital
Universitari Mutua Terrassa es disposa d’'un comité que avalua cada pacient
amb la finalitat d’obtenir la millor estratégia terapéutica personalitzada.

La base del tractament del CCR és la quimioterapia classica amb agents
citostatics. Les fluoropirimidines (analogues al fluorouracil 5-FU) combinades
amb oxaliplati o irinotecan son el tractament estandard d’aquestes neoplasies.
Les fluoropirimidines actuen principalment inhibint la TS, provocant un dany en
la sintesi del DNA i per tant la mort cellular. L’oxaliplati també produeix una
desregulacio de la TS. L’irinotecan és hidrolitzat per la carboxilesterasa,
convertint-se en un potent metabdlit actiu, anomenat SN38. L’irinotecan i els
seus metabolits interactuen amb les forquilles de replicacié del DNA inhibint la
topoisomerasa |, produint la fragmentacié del DNA i en consequéncia la mort
celelular.®® Actualment s'utilitzen combinacions de varis quimioterapics i
farmacs, com FOLFIRI (acid folic, 5-FU i irinotecan) i FOLFOX (acid folic, 5-FU i
oxaliplati).*’

Un altre tipus d’agents terapéutics son els anticossos monoclonals dirigits
contra 'EGFR (Figura 4) o contra el VEGF. El cetuximab (anticos monoclonal
quimeric de ratoli IgG1) i el panitumumab (anticds monoclonal huma IgG2)'®
son anticossos monoclonals dirigits contra 'EGFR i el bebacizumab (anticos
monoclonal recombinant humanitzat IgG1 ) va dirigit contra VEGF.* Aquests
agents terapéutics s’utilitzen en CCRm. El cetuximab presenta una afinitat per
'EGFR d’aproximadament 5-10 cops més que els lligands endogens provocant
aixi la inhibicié de la funcié del receptor. A més, indueix la internalitzacié de
'EGFR el que implica una disminucié dels receptors disponibles en la

superficie cel-lular.

20



1.7 L’oncogén K-RAS

El comengament de la recerca de l'oncogén RAS va ser I'any 1964 quan
Jennifer Harvey va observar que preparacions de virus de leucémia murina,
obtinguts de rates amb leucémia, induien sarcomes en rates acabades de
néixer. Posteriorment es van identificar tres retrovirus, que contenien els
oncogens RAS. Kirsten-MSV es va obtenir al 1967, BALB-MSV es va aillar al
1974 i Rasheed, de la familia dels virus del sarcoma de rata, es va generar el
1978 a partir de cultius celslulars. Cap a la década dels 70 es va definir la
sequéncia responsable de les propietats oncogéniques d’aquests virus. El 1795
Ed Scolnick i colslaboradors van establir que les estirps Harvey (Ha-MSV) i
Kisrten (Ki-MSV) eren virus recombinants que portaven les sequéncies
derivades del genoma de les rates. El 1977 es va poder fer la sequenciacio
d’aquests retrovirus i es va veure que eren triple recombinats entre retrovirus
(que els hi confereixen les propietats infeccioses), sequéencies celslulars de
rates d’'un origen retroviral ancestral conegut com 30S RNA i uns gens
celslulars de rates (Hras en Ha-MSV i Kras en Ki-MSV). La sequéncia dels
nucleotids dels oncogens v-h-ras i v-k-ras no es va publicar fins 1982. EI1983
es va identificar el tercer gen de la familia dels oncogens RAS, anomenat
NRAS.*

Les oncoproteines H-RAS, K-RAS i N-RAS formen part d’una superfamilia de
proteines que s’'uneixen amb molta afinitat a GDP i GTP. La superfamilia RAS
esta formada per més de 150 proteines i s’han descrit 5 subfamilies: Ras, Rho,
Rab, Arf i Ran. La subfamilia Ras inclou 21 membres: H-Ras, K-Ras (A i B), N-
Ras, R-Ras, TC21/R-Ras2, M-Ras/R-Ras3, Rap1a, Rap1b, Rap2a, Rap2b,
Rap2c, Rit, Rin, Rheb, Noey2, DiRas1/Rig, DiRas2, ERas, RalA, RalB,
DexRas/RasD1 i RasD2/Rhes.*?

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 21



1.7.1 Estructura i funcio

El gen K-RAS es localitza en el brag curt del cromosoma 12 (12p12.2) (Figura
5), el H-RAS en el cromosoma 11 (11p15.5) i N-RAS en el cromosoma 1
(1p13.2). Les investigacions dutes a terme al llarg de varies décades han

proporcionat I'evidéncia que en molts tipus de cancers humans, com colon,

pulmé o pancrees, es troben mutacions en K-RAS. *

A 1 CROMOSOMA 12

Figura 5: Localitzacio del gen K-RAS en el cromosoma 12

El gen KRAS codifica per una proteina de 21kDA que s’uneix al GTP i al GDP.
La proteina KRAS fa de nexe entre 'TEGFR i el nucli controlant els processos de
la cascada de reaccions intracitoplasmatiques. (Figura 4)

La forma hidrofilica de KRAS necessita una modificacié post-traduccional per
prenilacid per la seva activacid. La proteina KRAS té un residu CAAX: 1
cisteina (C), 2 aminoacids alifatics (AA) i qualsevol aminoacid (X) C-terminal.
Aquesta sequencia CAAX és sotmesa a una farnesilacié o geranilacié post-
traduccional. L’enzim farnesilproteintransferasa (FTasa) fa que el grup farnesil
de 15 carbonis de la cadena de farnesilpirofosfat s’'uneixi al residu de cisteina
tancant el grup carboxil terminal. Quan aquest enzim FTasa esta inhibit, KRAS
es podra geranilgeranilitzar mitjangcant I'enzim geranilgeraniltransferasa i
d’aquesta manera el grup de 20 carbonis de la cadena de geranilgeranilfosfat
es pot unir a KRAS. Després de la isoprenilaci6 de RAS, la proteasa

endopeptidasa RCE1 separa els aminoacids AAX del grup carboxil terminal.
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Aquesta nova terminacio és metilada per I'enzim isoprenilcisteina carboxil
metiltransferassa i RAS és transportat cap a la membrana cel-lular. Com a
consequencia d’aquesta modificacié post-traduccional, KRAS esdevé més
hidrofobica i es desplaga del citosol i s'enganxa a la membrana cel-lular pel
grup farnesil o pel grup geranilgeranil. L’associacié de KRAS amb la membrana
cel-lular és crucial per la funcié de senyalitzacié. La forma inactiva de KRAS
esta unida a GDP i I'activacié passa quan hi ha una conversié de GDP a GTP,
controlat pels factors d’intercanvi de la guanina (GEF). En les ceél-lules normals
la ratio GDP/GTP és controlada tant pels GEF com per 'activacio dels enzims
proteina activadora de GTPases (GAPs). La forma activa de KRAS és

hidrolitzada per GAPs i retorna a I'estat inactiu.** (Figura 6).
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Figura 6: Modificacci6 post-traduccional de la proteina RAS.
(F=farnesilpirofosfat; GG=geranilgeranilpirofosfat; M=grup metil; P=grup
palmitoil)

Les proteines RAS es localitzen, com ja hem vist, en la part interna de la
membrana cel-lular i poden ser activades (quan estan unides a GTP) o
inactivades (unides a GDP) en funcio dels estimuls fisiologics extracel-lulars

(com per exemple, factors de creixement, citoquines, senyals d’adhesio)
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gracies als receptors especifics de la superficie cel-lular. La interaccio de
factors de creixement especifics (p.ex. Epidermal Growth Factor) amb els
receptors de membrana tirosin quinasa indueix a l'autofosforilacié d’aquests
receptors, produint un residu tirosin especific. Existeixen unes proteines, com
Growth Factor Receptor-Bound Protein 2, que interaccionen amb les proteines
fosforilades del receptor en els dominis SH2 i fan que les proteines RAS/GEF
s’'uneixin a través del domini SH3. L’activaci6 de RAS promou diferents
funcions a través de vies transduccionals con RAS/RAF, RAS/PI3-K i
RAS/RAL. S’ha de destacar que mentre que les proteines RAS natives
s’inactiven després d’'un temps curt, les proteines RAS mutades continuen
activades.*

Entre un 30-50 % dels CCR tenen mutacions en 'oncogén KRAS. S’han descrit
més de 3.000 punts de mutacié el KRAS.*® La majoria de les mutacions es
donen en el codo 12 (~82%) i en el codd 13 (~17%) de I'exd 2, tot i que entre 1-
4% de mutacions es donen en els codons 61 i 146.* Les mutacions més

frequents en el codd 12 i 13 es mostren en la taula 4.

Mutacions Codo 12 Tipus Mutacions Codo 13 Tipus
Mutacio Mutacio
GGT (glicina) —-AGT (serina) G-A GGC (glicina)— GAC (aspartic) G-A
transicio transicio
GGT (glicina) —GAT (aspatic) G-A GGC (glicina)—»TGC (cisteina) G-T
transicio transversio
GGT (glicina) —-=TGT (cisteina) G-T GGC (glicina)-»GTC (valina) G-T
transversio transversio
GGT (glicina) —-=GTT (valina) G-T GGC(glicina)—»CGC (arginina) G-C
transversio transversio
GGT (glicina) —-CGT (arginina) | G-C GGC (glicina)—GCC (alanina) G-C
transversio transversio
GGT (glicina) —GCT (alanina) G-C GGC (glicina)-»AGC (serina) G-A
transversio transicio

Taula 4: Mutacions més frequents en K-RAS (Gly=glicina, Ser=serina,
Asp=aspartic, Cys=cisteina, Val=valina, Arg=arginina, Ala=alanina)
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En el codd 12, el 33% de les mutacions observades es donen de G a A,
provocant el canvi de I'aminoacid glicina per aspartic i en un 31% de G a T,
conduint al canvi de glicina a valina. En el cod6 13, un 94% de les mutacions
(que representen el 21% de totes les mutacions de KRAS) son per transicio de
G a A, el que implica el canvi de 'aminoacid glicina per aspartic.*® (Taula 5).

Mutacions activanis de KRAS | melacid amb cancer de colon
)
Codd no Codd mutat G
Tipus N2 Frequéncia en CCR
Codo mutat (aminoacid)
mutacio
(aminoacid)
- - .
3% de 1oles les
. GAT
12 GoA GGT (ghemna) mutacions de KRAS
(aspartic)
31% de 101es los
G Sisam 2A S
12 G T GGT (glicina) tacions de KRAS
(vahna)
21% de totes les
GAC
13 GoA GGC (ghona) matacions de KRAS
(anpietic)

Taula 5: Mutacions activants en K-RAS

Les mutacions de guanina per adenina estan associades amb el silenciament
epigenétic de metilguanina metiltransferasa.** Les formes mutants de la
proteina RAS tenen una debilitat intrinseca per I'accié de les GTPases i son
insensibles a I'accio de les GAPs, i per tant, son incapaces de desconnectar la
transmissio del senyal. Com a consequéncia de I'accio reguladora negativa de
GAP, les proteines RAS no mutades es troben unides a la forma inactiva GDP
en les cél+lules no estimulades, mentre que en les formes oncogeniques de les

proteines RAS continuen unides a GTP. 4

1.7.2 L’oncogéen K-RAS com a factor pronostic

L’any 1988, abans de proposar el model de tumorogénesi, Vogelstein, Fearon i
col.® van fer un estudi de les alteracions genetiques durant el procés de

desenvolupament dels tumors colorectals, on van veure que les mutacions en
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K-RAS tenien lloc en els estadis inicials de la patogénesi del CCR. Van
demostrar que en el 50% dels adenomes hi havia mutacions en K-RAS i van
descriure-ho com [l'alteracié genética clau per la progressi6 d’adenoma a
carcinoma. Per tant, el fet que entre un 30%-50% dels CCR presentin
mutacions en K-RAS ha fet pensar que aixd podria comportar un pitjor
pronostic. Amb aquesta intencié s’han fet nombrosos estudis per avaluar si la
preséncia de mutacions en K-RAS es pot utilitzar com a factor pronostic, pero
els resultats no son concloents, perqué hi ha discrepancia entre els estudis
(51,52,53,54.55,56.57.58) " E| 1998 Andreyev i col.®® van publicar un treball on es
recollien dades clinicopatologiques de 2721 pacients procedents d’'un estudi
multicentric de 22 grups provinents de 13 paisos. Van arribar a la conclusio que
les mutacions en K-RAS estaven associades amb un major risc de recaiguda
(p>0,001) i de mort (p=0,004), i que les mutacions en el coddé 12 on es
substituia una guanina per una timina, sent el canvi més frequent de GGT a
GTT (on l'aminoacid resultant és una valina en lloc duna glicina) es
comportaven com un factor pronodstic independent, incrementant el risc de
recurréncia (p=0.007) i de mort (p=0.004). Andreyev i col.?°, el 2001, van
ampliar aquest estudi, anomenat RASCAL I, incloent 3439 pacients procedents
de 42 centres de 21 paisos diferents. Aquest segon estudi, no obstant, només
va poder confirmar que la mutacié G12V tenia significacié pronostica respecte
el temps lliure de malaltia (p=0,004, HR=1,3) i la supervivencia (p=0,008, HR=
1,45) i que els pacients en estadi Dukes C portadors d’aquesta mutacio
especifica G12V tenien un risc d’'un 50% meés de malaltia (p=0,008, HR=1,5) o
de mort (p=0,002, HR=1,45) que els pacients d’estadi Dukes B (temps lliure de
malaltia p= 0,46, HR=1,12 i supervivéncia p=0,36, HR=1,15).

Ren i col. ®' van fer una extensa revisié d’unes bases de dades bibliografiques
publicades des de gener de 1992 fins el novembre de 2011 i van analitzar 23
estudis comparables entre ells, amb un total de 4687 pacients, on van trobar
com a mitjana un 29% de mutacio en el gen K-RAS.Van arribar a la conclusio
que no hi ha una associacié estadisticament significativa entre la preséncia de

mutacions en K-RAS i el temps de supervivéncia (p=0,11, HR=1,04).
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1.7.3 L’oncogéen K-RAS com a factor predictiu

A principis de 2009 I'’American Society for Clinical Oncology %2 i The National

Comprehensive Cancer Network % van revisar les directrius de la practica

clinica pels CCR, i van proposar la necessitat de la determinacié de les

mutacions en K-RAS en pacients amb CCRm per seleccionar aquells pacients

que poden rebre terapia amb cetuximab o panitumumab. S’han fet molts

estudis comparant la preséncia o no de les mutacions en KRAS en pacients

amb CCRm i la resposta al tractament amb cetuximab o panitumumab,

observant un temps de supervivencia i un temps lliure de malaltia més llarg

estadisticament significatiu en pacients amb KRAS natiu.®* (Taula 6).
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Taula 6: Taula comparativa de varis estudis amb cetuximab o panitumumab
(Taula de Bekaii-Saab ® ) Abreviacions: C= cetuximab; HR= hazard ratio; I=

Irinotecan; NN: no notificat; O= oxaliplati; P=

de malaltia; TST= temps supervivencia total.

panitumumab; TLM= temps lliure
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1.7.4 Métodes de detecciéo de mutacions en K-RAS

Hi ha uns principis basics generals per I'estudi molecular dels tumors solids,
com soOn la puresa del tumor, la fixacié i processament dels teixits i la quantitat
de tumor. La puresa del tumor dependra de la quantitat de teixit no tumoral, la
necrosis, la presencia de celslules inflamatories, etc i aixd sera important per
evitar falsos negatius deguts a la contaminaciéo d’elements no tumorals. La
fixacid també és determinant per I'éxit de les técniques moleculars, ja que
alguns fixadors com I'acid picric o solucions descalcificadores no sén aptes per
les técniques moleculars. El fixador més habitual de les peces quirurgiques és
el formol, i si el temps de fixacido és superior de 24 hores, es produeix una
degradacio del DNA per encreuament de les proteines. La mida de la mostra
tumoral també sera clau a I'’hora que una tecnica molecular es pugui fer amb
exit, donat que alguns assaigs necessiten una quantitat minima de DNA perque
I'especificitat i la sensibilitat d’aquesta técnica no es vegin afectades.

Hi ha altres variables que ens poden alterar el resultat d’'una técnica molecular,
com és, per exemple, si el pacient ha rebut quimioterapia neoadjuvant, perque
aixo fara que la preséncia de cél+lules tumorals sigui molt baixa i aquestes es
trobin distribuides enmig d’un fons de teixit fibrés o reactiu; per evitar aquest
problema, el millor seria obtenir una mostra tumoral pretractament; si aixo no és
possible, s’ha de fer una microdisseccié tumoral per obtenir el maxim de
celslules tumorals o també es pot fer una amplificacié de tot el genoma (whole
genome amplification WGA) abans de la determinacio de les mutacions.”

Un test de detecci6 de mutacions, idealment, hauria de distingir entre els
pacients que respondran al tractament i els que no; perd actualment només
poden seleccionar els pacients portadors d’aquesta mutacid, sense poder
determinar si respondran o no al tractament.*” Hi ha varies técniques utilitzades
per la deteccié de les mutacions en K-RAS i dependra de les disponibilitats de
cada laboratori I'us d’'una técnica en concret; ara bé, en totes les técniques s’ha
de fer préviament una amplificacio en cadena de la polimerasa (PCR). Hi ha
varies técniques: la sequenciacio directa, la pirosequenciacio, PCR a temps
real (PCR-RT) amb sondes fluorescents tipus Scorpion (Amplification refractory

mutation system ARMS), High resolution melting (HRM), polimorfismes en la
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longitud en els fragments de restricci6 (RFLP), etc. Cada métode té una
sensibilitat (capacitat de detectar un DNA mutat enmig d’'un fons de DNA no
mutat) un temps d’assaig i un cost diferents, pero I'eleccié es basa, com hem
dit abans, en criteris de disponibilitat de cada laboratori. °

La sequenciacio directa es basa en la incorporacioé de deoxinucleosids trifosfats
(dNTP) de forma que cada una de les quatre bases conté un fluorocrom que es
detectat pel sistema de lectura. EI metode utilitzat actualment és el de
finalitzacid de cadena: la DNA polimerasa va incorporant dNTP fins que
s’incorpora un didesoxinucleosid trifosfat (ddNTP), que no té el grup hidroxil en
posicio 3’ del sucre, necessari per la formacié del seguent enllag fosfodiéster.
La incorporacié d’'un ddNTP impedeix la incorporacié de successius dNTP o
ddNTP. Aquest pas es repetira unes 25-30 vegades de manera que, per atzar,
obtindrem cadenes copia de la mostra de DNA de diferents longituds amb
ddNTP que finalitzen la cadena. Aquests ddNTP estan marcats amb diferents
fluorocroms i sera aquest marcatge el que ens permetra la lectura posterior de
la sequeéencia, realitzant una electroforesi en gel de poliacrilamida. La sensibilitat
d’aquesta tecnica esta entre un 12-20%, perd permet la deteccié de qualsevol
mutacio.

La pirosequenciacié és un métode similar a la sequenciacié directa, pero la
deteccidé no es basa en el marcatge del nucledtids amb fluorocroms sin6é que
quan s’incorpora un nucledtid a la cadena genera un pirofosfat que es
converteix en llum que es tradueix en un pic en la representacié informatica.
L’excés de nucleotids és degradat abans de I'addicié de la seguent base i
d’'aquesta forma es pot avaluar la incorporacié dels diferents nucleotids.
L’alcada dels pics és proporcional al numero de nucleotids que s’incorporen i el
pirograma ens proporcionara informacié de la sequéncia. La sensibilitat
d’aquesta técnica esta entre un 2-10%.

La HRM permet la deteccié de mutacions, polimorfismes o canvis en l'estat de
metilacio de la doble cadena de DNA. Amb tecnologia PCR-RT es visualitzen
els canvis en les corbes d’hibridacié utilitzant fluorocroms. Els fluorocroms
s’uneixen a la doble cadena de DNA, de manera que la fluorescéncia només
apareix quan s’arriba a la temperatura d’hibridacié. Quan la sequéencia conté

canvis en heterozigositat o en homozigositat, el perfil de la corba canviara, i aixi

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 29



es podra identificar la mostra que conté aquest canvi. Aquesta tecnica té una
sensibilitat del voltant del 5%."°

La tecnica ARMS consisteix en la combinacio de dues sondes: les sondes
ARMS i les sondes Scorpions. Les sondes ARMS permeten una amplificacio
especifica dels alslels o les mutacions. L'enzim Taq DNA polimerasa resulta
extremadament eficag per diferenciar entre una coincidéncia i un error de
coincidéncia en I'extrem 3’ d’'un cebador de PCR. Algunes sequéncies mutades
es poden amplificar de manera selectiva, inclus en mostres on la majoria de les
sequencies no presenten la mutacié. La deteccié de I'amplificacio es realitza
amb les sondes Scorpions. Scorpions és una técnica de molécules bifuncionals
que contenen un cebador de PCR unit covalentment a una sonda. El fluorofor
d’aquesta sonda interactua amb un silenciador, també incorporat a la sonda,
que redueix la fluorescéncia. Durant la reaccié de PCR, quan la sonda s’uneix a
I'amplico, es separa el fluordfor i el silenciador. El resultat és un augment de
fluorescéncia en el tub de reaccié. Aquesta tecnica té una sensibilitat del 1%,
existint un kit comercial amb certificat CE, tot i que és un kit tancat on es
detecten 7 mutacions, 6 en el codo 12i 1 en el codd 13 de I'ex6 2 de K-RAS.
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HIPOTESIS | OBJECTIUS

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 31



32



2 HIPOTESIS | OBJECTIUS

2.1 Hipotesis

1. Els individus amb cancer de colon amb mutacions de K-RAS tindran un
temps lliure de malaltia i una supervivéncia menor que els pacients no

portadors de la mutacio.

2. L’estatus mutacional de K-RAS és un factor prondstic independent en

cancer de colon.

2.2 Obijectius

1. Determinar la preséncia de mutacions en el gen K-RAS en mostres
tumorals de colon.

2. Valorar el temps lliure de malaltia en relacié a la preséncia o no
d’aquestes mutacions.

3. Valorar la supervivéncia global dels pacients en relacio a aquesta
mutacio.

4. Valorar si la mutacio de K-RAS es comporta com un factor pronostic
independent.

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 33



34



MATERIAL | METODES

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 35



36



3 MATERIAL | METODES

3.1 Poblacioé estudiada

Aquest estudi va rebre I'aprovacié del Comité Etic d’Investigacié Clinica de
I'Hospital Universitari Mutua Terrassa el 22 de juny de 2011.
Es van seleccionar tots els pacients diagnosticats de CCR a [I'Hospital
Universitari Mutua Terrassa entre els anys 2004-2005 per tenir com a minim 5
anys de seguiment. Els criteris d’inclusié dels pacients en l'estudi van ser els
seguents:
* Disposar de pega quirurgica o bidpsia endoscopica
* Disposar de seguiment clinic en el nostre hospital
* No ser éxitus en la intervencio o en el post-operatori immediat
Els pacients que no es van poder incloure en I'estudi van ser:
* 9 pacients es van excloure perqué van ser éxitus en la intervencio o en
el post-operatori immediat
* 12 pacients en van excloure perqué no es tenia seguiment clinic
* 1 pacient es va excloure perqué no quedava tumor residual en la peca i
no es disposava de bidpsia endoscopica previa ni presentava metastasis
Tenint en compte aquests criteris es van seleccionar els seguents pacients:
* 220 pacients tenien peca quirurgica
* 14 pacients no tenien teixit tumoral en la pega quirurgica o bé perqué hi
havia molta necrosi o bé perqué no quedava tumor residual perque
havien rebut tractament neoadjuvant i per tant es va utilitzar la bidpsia
endoscopica prévia a la cirurgia
* en un pacient es va utilitzar teixit tumoral obtingut d’'una metastasi
pulmonar del CCR perqué no es disposava de cap altre mostra tumoral
Per tant, el numero total de pacients estudiats va ser de 235.
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3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Seleccio dels tumors

En tots els casos, entre els blocs de teixit tumoral inclosos en parafina, es va
seleccionar el que vam considerar de més qualitat o més representatiu. En una
seccio d’aquests blocs, tenyida amb hematoxilina-eosina, es va seleccionar
I'area on hi havia més quantitat de celslules tumorals, i es van evitar les zones
amb teixit estromal, teixit adipos i necrosi. D’aquestes zones seleccionades es
van fer 4 talls de 10 ym cada un i es van colslocar en un tub ependorf fins el

moment de I'extraccio del DNA (Figura 7).

e
24819183

Aa-L =

Figura 7: Fotografia ilustrativa del procés de microdisseccio. (A) Carcinoma
infiltrant x10 tenyit amb hemtoxilina-eosina. (B) Zona seleccionada del tall
microscopic. (C) Bloc parafinat del teixit tumoral.
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3.2.2 Extraccié i quantificacié del DNA

L’extraccié del DNA es va fer seguint el protocol del kit comercial Qiagen DNA

extraction FFPE QIAamp® per mostres parafinades.

El protocol és el seguent:

1.

o & 0D

® N o

9.

S’incuba durant 5 minuts amb 1000ul de xilol a temperatura ambient i es
vorteja

Es centrifuga durant 2 minuts a 13200 rpm

Es retira el xilol

Es repeteixen els passos 1-3

S’incuba durant 5 minuts amb 1000 pl d’etanol a temperatura ambient i
es vorteja

Es centrifuga durant 2 minuts a 13200 rpm

Es retira I'etanol

Es repeteixen els passos 5-7

S’incuba en un termoblock a 37°C durant 15 minuts

10.S’afegeix 20pl de proteinasa K i 180ul de Buffer ATL i es vorteja
11.S’incuba tota la nit a 56°C

12.S’incuba 1 hora a 90°C

13.Es centrifuga breument el tub

14.S’afegeix 200pl de Buffer AL i 200ul d’etanol i es vorteja

15.Es centrifuga breument el tub

16.S’aspira el sobrenedant i es posar en una columna de precipitacio

(QIAmp MinElute)

17.Es centrifuga durant 1 minut a 800 rpm

18.Es posa la columna de precipitacié en un tub net

19.S’afegeix 500ul de Buffer de rentat numero 1

20.Es posa la columna de precipitacié en un tub col-lector net

21.Es centrifuga durant 1 minut a 800 rpm

22.S’afegeix 500pl de Buffer de rentat numero 2

23.Es centrifuga durant 1 minut a 800rpm
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24 .Es posa la columna de precipitacié en un tub col-lector net
25.Es centrifuga durant 3 minuts a 13200 rpm

26.Es posa la columna de precipitacié en un tub ependorf net
27.S’incuba 5 minuts amb 50ul de Buffer ATE

28.Es centrifuga 1 minut a 13200 rpm

29.E|l DNA es guarda a -18°C fins el moment de la quantificacio.

La qualitat i la concentracié de les mostres de DNA es van determinar amb
I'espectrofotometre NanoDrop 2000, que mesura I'absorbancia de les longituds
d’'ona de la llum ultraviolada. L’absorbancia del DNA és maxima a 260nm, el
valor de la lectura a 230nm (longitud d’ona minima d’absorbancia del DNA)
esta influenciada per la quantitat de sals presents en la mostra i la longitud
d'ona de 280nm és especifica per les proteines. Per tant, en funcié de les
relacions 260/280 i 260/230 es pot establir el grau de puresa de la mostra.

El procés de mesura consisteix en la introduccié de1-2ul de mostra en el
NanoDrop 2000, el qual mesura I'absorbancia de la mostra a 230nm, 260nm i
280nm.

Es van rebutjat les mostres de DNA inferiors a 20 pg/ul i les que no tenien la
ratio 260/280 aproximadament a 2. EI DNA resultant es va diluir amb aigua a
una concentracio de 50 ng/ul. Les mostres es van mantenir a -18°C fins el

moment de la seva utilitzacio.

3.2.3 Deteccio de mutacions en K-RAS

Per la deteccid6 de les mutacions de K-RAS s’ha utilitzat el kit comercial
Therascreen ®KRAS PCR kit (aprovat per la Comunitat Europea), que detecta
7 mutacions (6 en el codo 12 i 1 mutacio en el codo 13) en I'exd 2 del gen K-
RAS i combina dues tecnologies, ARMS® i Scorpions® per la deteccio de les
mutacions mitjangant assaigs realitzats amb la técnica de PCR-RT. L'ARMS

permet dur a terme una amplificacio especifica dels alslels i Scorpions permet la
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deteccié de I'amplificacio. Els assaigs en temps real de Scorpions utilitzen el
numero de cicles de PCR necessaris per detectar una senyal de fluorescencia
superior a la senyal de referéncia com a mesura de les molécules diana
presents a I'inici de la reaccio. El punt en el que es detecta una senyal superior
a la lectura de la fluorescéncia de referéncia s’anomena “cicle llindar” (Ct). El
calcul dels valors de ACt d’'una mostra s’obtenen de la diferéncia entre el valor
de Ct de I'assaig de mutacio i el valor de Ct de I'assaig de control d’'una mateixa
mostra. Les mostres es classifiquen com a positives per a mutacions si el seu
valor de ACt és inferior al valor de ACt del 1% corresponent a aquest assaig.
Per sobre d’aquest valor es considera que la mostra conté menys d'un 1% de
mutacions (per sobre dels limits de I'assaig) o que la mostra és negativa per la
mutacio.

El kit de K-RAS consta de 8 assaigs: un assaig de control i 7 assaigs de
mutacions. L'assaig de control serveix per valorar el DNA total de la mostra i
amplifica una regi¢ de I'exd 4 del gen K-RAS. En cada determinacio s’utilitza
'estandard (subministrat pel kit) com a control positiu i aigua (la que hem
utilitzat per les dilucions del DNA) com a control negatiu. Es fa una mescla de
reaccio amb 19,8ul per I'assaig control i també per cada assaig de mutacié i s’hi
afegeix 0,2ul de I'enzim Taq (subministrat pel kit). A aquests 20ul s’hi afegeix
5ul de I'estandard (pel control positiu), 5ul d’aigua (pel control negatiu) i Spl de
cada un del DNA de les mostres que es volen analitzar.

L’aparell de PCR-RT que s’ha utilitzat és I'ABI7300 d’Applied BioSystems i les

condicions del termociclador son les que s’expressen en la taula 7.

Temperatura Temps Cicles
Fase 1
95°C 4 min. 1
Fase 2
95° 30 seqg.
40
60° 1 min.

Taula 7: Condicions del termociclador
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Un cop passat els 40 cicles es procedeix a l'analisi dels resultats, definint
manualment el llindar en la meitat de la fase exponencial, i posteriorment es fa

el calcul del valor de ACt de la seguent forma:

ACt = [Ct de 'assaig de mutacidé de la mostra] — [Ct de I'assaig de control de la

mostral.

Els valors de ACt de I'estandard han de ser els indicats en la taula 8:

Interval
Assaig ACtde acceptable de ACtde I'1% de la
Pestandard Pestandard mostra

12ALA -0,70 -2,70 fins 1,30 6,5
12ASP -1,04 -3,04 fins 0,96 8

12ARG -0,02 -2,02 fins 1,98 8

12CYS -0,98 -2,98 fins 1,02 7

12SER -0,02 -1,98 fins 2,02 9

12VAL -0,19 2,19 fins 1,81 6,5
13ASP -1,12 -3,12 fins 0,88 9

Taula 8: Valors de ACt de I'estandard

Un cop fet els calculs del ACt, les mostres es classifiquen com a negatives per
la mutaci6 si el valor és més gran que els valors de ACt de referencia. Si els
valors del ACt son inferiors als valors de referéncia, les mostres es classifiquen

com a mutades.
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3.2.4 Variables clinicopatologiques

De cada pacient es van recollir una série de variables clinicopatologiques,
incloent totes les variables reconegudes en [l'actualitat amb significacio
pronostica. Aquestes variables van ser: edat, sexe, localitzacié del tumor, tipus
histologic, grau de diferenciacié del tumor, invasié limfatica, invasido venosa
intramural o extramural, invasioé perineural, afectacié dels marges, classificacié
TNM, quimioterapia neoadjuvant o adjuvant i nombre de cicles de cada una,
preséncia de recidiva local, preséncia de metastasis pulmonars, hepatiques o
en altres localitzacions i quimioterapia per les metastasis (incloent cetuximab),
nivells de CEA, éxitus i situacio actual aixi com la preséncia de mutacions en K-
RAS i el tipus de codé mutat. No totes les variables que es van recollir s’han
utilitzat en l'estudi estadistic com es veura més endavant, ja que algunes
d’aquestes variables o es presentaven en molt pocs casos (com per exemple el
tractament amb cetuximab que només I'havien rebut 12 pacients), o perque les
dades es desconeixien en molts casos (com per exemple els nivells de CEA en

sang).

3.3 Analisi estadistica

Es planteja la preséncia de mutacions en K-RAS com estudi de factors
pronostic respecte el temps lliure de malaltia i el temps de supervivéncia total
amb un seguiment minim de 5 anys des del moment del diagnostic de la
malaltia.

En tots els estudis de comparacié es va acceptar un nivell de significacié de
0,05.

Per I'estudi de comparacio de variables s’han utilitzat les proves de Khi-quadrat
per les variables qualitatives. Es van realitzar test de Kolmogorov-Smirnov per
veure si les variables quantitatives tenien una distribucié normal. Amb les

variables que tenien una distribuci6 normal es van fer estudis de comparacio
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utilitzant test paramétrics de T-Student o correlacié de Pearson i amb les que
no tenien una distribucié normal es van aplicar estudis de comparaciéo amb test
no paramétrics de Rho de Spearman i U de Mann-Whitney.

Per I'estudi del temps lliure de malaltia i per la supervivencia total es va utilitzar
el métode de Kaplan-Meier. Es van definir 2 intervals de temps: temps lliure de
malaltia i temps de supervivéncia global. Pel temps lliure de malaltia, I'interval
de temps es va considerar com el temps transcorregut des del moment del
diagnostic o del tractament quirurgic amb intencié curativa fins a la preséncia
de les metastasis si n’hi havia o fins el moment actual. L’estat (status) va ser la
preséncia o abséncia de metastasis i el factor es va anar modificant segons les
variables d’interés. De la mateixa forma, per estudiar la supervivéncia global,
l'interval de temps va correspondre al temps transcorregut des del moment del
diagnostic fins a I'esdeveniment de I'éxitus (si va tenir lloc) o fins el moment
actual. L’estat va correspondre a la mort o no i el factor va correspondre a cada
una de les variables de I'estudi.

L’analisi multivariable es va fer amb el model de regressié de Cox, utilitzant les
variables que classicament estan reconegudes que tenen una influéncia sobre
la supervivéncia. Aquest tipus d’analisi t¢ com objectiu esbrinar la importancia
relativa que cada variable d’interés té en el resultat de mort o metastasis en el
temps. D’aquesta manera, és possible quantificar el valor pronostic
independent de les variables analitzades.

El programa estadistic utilitzat per a la realitzacié de I'estudi va ser el paquet
SPSS versio 19.
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4 RESULTATS

4.1 Estudis descriptius

Es van recollir una série de variables clinicopatologiques de cada un dels 235
pacients inclosos en l'estudi. La distribucié per sexes va ser de 150 homes
(63,8%) i 85 dones (36,2%), amb una ratio entre homes i dones de 1,76. La
mitjana d’edat va ser de 66,98 anys (amb un rang entre 30 anys-92 anys).
Els tumors es van agrupar en 3 localitzacions:
* Colon dret: tumors localitzats en el colon ascendent, cec, colon transvers
i angle hepatic (n=71, 30,2%).
* Colon esquerre: tumors localitzats en el colon descendent, angle
esplénic i sigma (n=90, 38,3%).

* Recte: tumors localitzats en el recte (n=74, 31,5%).

Respecte el tipus histologic, 222 (94,5%) tumors es van classificar com
adenocarcinoma i 13 (5,5%) es van classificar com a carcinomes mucinosos.
Majoritariament els tumors eren de baix grau (n=224, 95,3%) i els restants d’alt
grau (n=11, 4,7%).

També es va mirar si els tumors presentaven invasio limfatica (n=62, 26,4%) o
no en presentaven (n=152, 64,7%). Invasid venosa intramural la presentaven
182 (77,4%) tumors i 15 (6,4%) tumors no la presentaven. Respecte la invasio
venosa extramural, 210 (89,4%) tumors no en tenien i 19 (8,1%) tumors si que
en presentaven. Respecte la invasié perineural, 142 (60,4%) tumors no en
tenien i 60 (25,5%) si que en presentaven.

Respecte la classificacio pT, que ens indica el nivell d’infiltracié del tumor vam

trobar 5 categories:
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* Tis: el tumor esta limitat a la zona mucosa (n= 7, 3% tumors)

* T1: el tumor infiltra la capa submucosa (n=10, 4,8% tumors)

e T2: el tumor infiltra la capa muscular propia (n=41, 17,8% tumors)

* T3: el tumor infiltra la subserosa (n=142, 60,4% tumors)

* T4: el tumor infiltra peritoni visceral o altres organs i estructures (n= 30,

12,8% tumors)

Segons la infiltracié dels noduls limfatics, els tumors es van classificar en tres
categories:

* NO: no hi ha cap nodul limfatic infiltrat (=141, 60% tumors)

* N1:entre 1i 3 ndduls limfatics infiltrats (n=57, 24,3% tumors)

* N2: més de 3 noduls limfatics infiltrats (n=27, 11,5% tumors)

L’estudi de l'estatus mutacional de K-RAS va determinar que 137 (58,3%)
tumors no tenien mutacions en cap dels 7 codons que es van estudiar i per tant
es van classificar com a natius i 98 (41,7%) tumors presentaven una mutacié
en algun dels 7 codons estudiats i es van classificar com a mutats.

Totes aquestes variables s’expressen en la taula 9.

48



Variable Grup d’estudi %
n=235

Edat
-Mitjana 66,98 anys
-Rang 30-92 anys
Sexe
-Homes 150 63,8
-Dones 85 36,2
Localitzacia del
tumaor 71 30,2
-colon dret a0 38.3
-colon esquerre 74 3.5
-recte
Tipus histologic
-adenocarcinoma 222 4.5
-carcinoma 13 5.5
mucings
Grau tumoral
-alt 11 4.7
-baix 224 95,3
Invasio limfatica
-no 152 64,7
-5i 62 26,4
-valor faltant 21 8.9
Invasio venosa
intramural
-no 182 774
-5i 15 6.4
-valor faltant 38 16,2
Invasio venosa
extramural
-no 210 89,4
-5 19 8.1
-valor faltant 6 2.6
Invasio perineural
-no 142 60,4
-5 60 25,5
-valor faltant 33 14.0
Classificacio pT
-TO 7 3.0
-T1 10 43
-T2 41 17.8
-T3 142 60.4
-T4 30 12,8
-valor faltant 5 2.1
Infiltracio noduls
limfatics
-0 141 60,0
-1 57 243
N2 27 11,5
-valor faltant 10 43
Mutacio K-RAS
-natiu 137 58.3
-mutat 98 M7

Taula 9: Caracteristiques clinicopatologiques dels pacients
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Dels 98 tumors que presentaven alguna mutacié, 83 (84,7%) tumors
presentaven les mutacions en el codd 12 i 15 (15,3%) en el codo 13. La
distribucio segons el tipus de mutacié va ser la que s’expressa en la seguent
taula (Taula 10).

"frllll)lltl:c‘ii; l(:;et?)ltlaelngg Percentatge
12 ALA 5 3.1

12 ARG 1 11

12 ASP 35 35,7

12 CYS 8 8.1

12 SER 10 10,2

12 VAL 24 24,5

13 ASP 15 15.3

Taula 10: Frequéncia de cada una de les 7 mutacions en K-RAS analitzades

La classificacié segons els estadis va ser (Taula 11):

Estadi | Freqiiéncia | Percentatge

Estadi | 52 221
Estadi Il 86 36,6
Estadi lll 65 217
Estadi IV 32 13,6

Total 235 100,0

Taula 11: Distribucio segons els estadis

També es va recopilar els pacients que havien tingut recidives locals, aixi com
metastasis pulmonars, hepatiques o en altres localitzacions (metastasis
cerebrals, peritoneals, adenopatiques), per tal de poder calcular el temps lliure
de malaltia. Els valors s’expressen en al seguent taula (Taula 12).
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: . | Grup d’estudi
Variable Categoria =235 %
Recidiva local No 221 94,0
Si 14 6,0
M1 pulmonars No 187 79,6
Si 48 204
M1 hepatiques No 173 73,6
Si 62 26,4
M1 altres localitzacions No 183 77,9
Si 52 221

Taula 12: Incidéncia de les metastasis i les recidives
(M1=metastasis)

Els pacients es van classificar segons si van ser éxitus per malaltia o éxitus
lliure de malaltia. No obstant, pels estudis de supervivéncia total s’han englobat
tots els pacients éxitus independentment de la causa. Tal com s’observa en la
seguent taula (Taula 13), 124 (52,8%) pacients estaven vius en la data de
finalitzacié de l'estudi i 111 (47,2%) dels pacients havien mort dins el nostre
periode de seguiment.

Exitus | Fregiiéncia | Percentatge
No 124 52,8
Si 111 47,2
Total 235 100,0

Taula 13: Frequéncia dels pacients exitus i els pacients no éxitus

Tal com observem en la seguent taula (Taula 14) dels 111 pacients que van ser
exitus dins el periode de seguiment, 83 (74,7%) pacients es van morir per

causes relacionades amb la seva malaltia oncologica.
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Situacio

actual Freqiéncia | Percentatge
Mort lliure 28 11,9
Mort malalt 83 35,3
Viu lliure 117 498
Viu malalt 7 3.0
Total 235 100.0

Taula 14: Estatus vital dels pacients al final de I'estudi

També es va recopilar si els pacients havien rebut quimioterapia neoadjuvant,
quimioterapia adjuvant o si havien rebut quimioterapia per les metastasis,
incloent si havien rebut tractament amb cetuximab. Com es pot observar,
nomeés 12 pacients van ser tractats amb cetuximab (Taula 15).

Quimioterapia Freqiiéncia | Percentatge

Neoadjuvant

-no 196 834
-Si 39 16,6
Adjuvant

-no 150 63,8
-Si 85 36,2

Quimioterapia Metastasis

-no 177 75,3
-si 57 243
Cetuximab

-no 223 949
-Si 12 51

Taula 15: Frequencia i tipus de tractament oncologic

52



4.2 Analisis bivariables

4.2.1 Analisis de les mutacions en K-RAS

Es va estudiar si hi havia diferéncies significatives entre els pacients amb K-
RAS natiu i els pacients amb K-RAS mutat. El grup de pacients amb K-RAS
mutat i K-RAS natiu tenien unes caracteristiques similars respecte a les
variables clinicopatologiques classiques que es van estudiar. Com es pot
observar en la seguent taula (Taula 16), no es van trobar diferéncies
significatives entre els pacients amb K-RAS natiu i els pacients amb K-RAS

mutat amb cap de les variables clinicopatologiques estudiades.
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I K-RAS mutat | K-RAS natiu

Caracteristica n (%) n (%) n (%) p
Edat
-mitjana 66,98 anys | 66,9 anys 67,1 anys 0,93
-rang 30-92
Sexe
-dones 85 (36,2) 42 (49.4) 43 (50,6) 0,071
-homes 150 (63,8) 56 (37.3) 94 (62,6)
Localitzacio tumor
-colon dret 71(30.2) 30 (42.5) 41 (57.7) 0,387
-colon esquerre 90 (38.,3) 33 (36.6) 57 (63.3)
-recte 74 (31.5) 35 (47.3) 39 (52.7)
Tipus histologic
-adenocarcinoma 222 (94,5) 92 (41.,4) 130 (58,5) 0,738
-carcinoma mucinds 13 (5.5) 6 (46,1) 7(53.8)
Grau tumoral
-alt 11(4.7) 2 (18.1) 9 (81,8) 0,127
-baix 224 (95,3) 96 (42,8) 128 (57.1)
Invasio limfatica
-no 152 (64,7) | 67 (44,7) 86 (56.7) 0,075
-si 62 (26.4) 19 (30.6) 43 (69.4
Invasio venosa intramural
-no 182 (92,4) | B9 (48.9) 124 (68,1) 0,711
-si 15 (7.8) 7 (46,7) 8(53.3)
Invasio venosa extramural
-no 210 (91.7) 86 (40.9) 124 (59.1) 0,323
-si 19 (8,3) 10 (52,6) 9 (47.4)
Invasio perineural
-no 142 (70,3) 58 (40,8) 84 (59.2) 0,739
-si 60 (29.7) 23 (38.3) 37 (61.7)
Classificacio pT
-TO 7 (3. 04) 1{14,3) 6 (85,7) 0,464
-T1 10 (4,3) 6 (60) 4 (40)
-T2 41 (17.8) 17 (41.4) 24 (58.6)
-T3 142 (61,7) 60 (42,2) 82 (57.8)
T4 30 (13,1) 12 (40) 18 (60)
Infiltracio noduls mfatics
-NO 141(62,6) 65 (46,1) 76 (53,9) 0,171
-N1 57 (25,3) 18 (31,6) 39 (68.4)
-N2 27 (12) 11 (40.7) 16 (59.3)
M1 d'entrada
-0 204 (86,8) 87 (42,8) 117 (57.4) 0,451
-M1 31(13.2) 11(35.4) 20 (64.5)
Qt neoadjuvant
-no 196 (83.4) 79 (40.3) 117 (59.7) 0,331
-si 39 (16.6) 19 (48.7) 20 (51.3)
Qt adjuvant
-no 150 (63,8) 68 (45,3) 82 (54.7) 0,134
-si 85 (36.2) 30 (35.3) 55 (64.7)
Recidiva local
-no 221 (90,1) 95 (42,9) 126 (57.1) 0,113
-si 14 (5,9) 3 (21.4) 11 (78.4)
M1 Pulmo
-no 187 1(79.6) | 74 (39.5) 113 0,191
-si 48 (20.4) 24 (50) 24
M1 Fetge
-no 173 (73.6) 69 (39.8) 104 0,345
-si 62 (26.4) 29 (46.7) 33
M1 Altres localitzacions
-no 183 (77.8) 74 (40,3) 109 0,461
-si 52 (22.2) 24 (46.1) 28

Taula 16: Descripci6 de la poblacié en funcid de 1’estatus mutacional de K-RAS
(MO= no preséncia de metastasis, M1= preséncia de metastasis, QT=
quimioterapia)



4.2.2 Corbes de supervivéncia de Kaplan-Meier

Es van fer corbes de supervivencia de Kaplan-Meier per veure com les
diferents variables clinicopatologiques, incloent les mutacions en K-RAS
influien en el temps de supervivencia i el temps lliure de malaltia.

Com a caracteristica general en totes les taules, el temps de supervivéncia total
i el temps lliure de malaltia s’expressa en mesos. En les bases de dades dels
hospitals, a vegades resulta complex coneixer si la mort esta relacionada o no
amb la malaltia, o si el seguiment del pacient s’ha realitzat fins al final del temps
fixat en el nostre estudi. Aquest individus dels quals no es té tota la informacio
completa son els individus censurats en les corbes de Kaplan-Meier.

Com que ni la mortalitat ni la taxa de recaigua o metastasis arriba al 50% dels
individus no s’han pogut estimar les medianes, i per tant hem utilitzat les
mitjanes.

La supervivéncia mitjana va ser de 67,7mesos, amb un rang de seguiment
entre 1,40 i 179,43 mesos. La corba de supervivéncia va ser la seguent (Figura
8):

Funcid supsevivancia

Lenaurmtse

bab it de supervivanca

1o

1 1 T
0o 50,00 100,00 150,00 200 00

Supervivéncia total (mesos)

Figura 8: Corba de supervivéncia total
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El temps lliure de malaltia va ser de mitjana de 57,28 mesos, amb un rang entre
0 mesos (pacients que presentaven metastasis en el moment del diagnostic) i

160,90 mesos .La corba va ser la seguent (Figura 9):
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Figura 9: Corba del temps lliure de malaltia

4.2.2.1 Corbes de supervivéncia i temps de supervivéncia total

Es va mirar si es trobaven diferéncies significatives amb les variables amb més
impacte sobre la mortalitat com sén [I'afectacio dels noduls limfatics, la
classificacio pT i la presencia de metastasis en el moment del diagnostic;
posteriorment es va mirar com les diferents variables clinicopatologiques

influien en la supervivencia, incloent les mutacions en K-RAS.
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4.2.2.1.1 Temps de supervivéncia total i afectacié de noduls limfatics

Com es pot observar en aquesta figura (Figura 10), es van trobar diferéncies
significatives entre la preséncia de noduls limfatics infiltrats (p<0,001) i la
supervivéncia, observant un increment de la mortalitat en relacid amb el

numero de noduls limfatics afectats (>3 noduls).
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Figura 10: Corbes de Kaplan-Meier de supervivéncia total en funcio de la
infiltracio dels noduls limfatics (0= NO, 1= N1, 2=N2)

4.2.2.1.2 Temps de supervivéncia total i classificacié pT

No es van trobar diferéncies significatives (p=0,142) entre la classificacié pT i la

supervivéncia total, tot i que observem un descens del temps de supervivéncia
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en els pacients amb tumors classificats com T3 i T4 (Figura 11).

1 1
b
0,67 \\ | t
-
\
o A
5 " \lﬁ\_‘
D o
=
ba
oy W
O
=0
o 04
D
e
o
E
o 027
S
& P=0,142
0,01
T T T T ]
.00 50,00 100,00 150,00 200,00
Supervivéncia total (mesos)

pT

= T0-censored
T1-censored
T2-censored

—t— T3-censored
T4-censored

Figura 11: Corbes de Kaplan-Meier de supervivéncia total en funcio de la
infiltracio tumoral (pT)

4.2.2.1.3 Temps de supervivéncia total i preséncia de metastasis d’entrada

Com es pot observar en la grafica seguent, (Figura 12), es van trobar
diferencies significatives (p<0,001) entre la preséncia de metastasis en el

moment del diagnostic i el temps de supervivéncia.
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Figura 12: Corbes de Kaplan-Meier de supervivéncia total en funcio de la
preséncia de metastasis en el moment del diagnostic

4.2.2.1.4 Temps de supervivéncia total i altres variables

Respecte les altres variables clinicopatologiques que es van comparar amb el
temps de supervivéencia total, vam trobar diferencies significatives amb la
invasio limfatica (p<0,001), la invasié venosa extramural (p<0,001), la invasi6
perineural (p<0,001), la quimioterapia adjuvant (p=0,012) i l'aparici6 de
metastasis pulmonars (p<0,001), hepatiques (p<0,001) o en altres
localitzacions (p<0,001) al cap d'un temps del diagnostic. No vam trobar
diferencies significatives respecte la localitzacié del tumor (p=0,280), el tipus
histologic (p=0,313), el grau tumoral (p=0,138), la invasid venosa intramural
(p=0,098) i la quimioterapia neoadjuvant (p=0,968).

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 59



4.2.2.1.5 Temps de supervivéncia total i preséncia de mutacions en K-RAS

No es van trobar diferéncies significatives entre la preséncia de mutacions en

K-RAS i el temps de supervivéncia (p=0,140) (Figura 13).
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Figura 13: Corbes de Kaplan-Meier de supervivéncia total en funcio de la
preséncia de mutacions en K-RAS

Tampoc es van trobar diferéncies significatives entre el temps de supervivéncia
i la preséncia de les mutacions en K-RAS més frequents (p=0,148) (12 ASP,
12VAL i 13 ASP) (Figura 14).
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Figura 14: Corbes de Kaplan-Meier de supervivéncia total en funcio del tipus de
mutacié

4.2.2.2 Corbes de supervivéncia i temps lliure de malaltia

De la mateixa manera que vam fer amb les corbes de Kaplan-Maier respecte el
temps de supervivéncia total, vam mirar si hi havien diferéncies significatives
amb les variables amb més impacte sobre el temps lliure de malaltia, com sén
I'afectacio dels ndduls limfatics, la classificacié pT i la preséncia de metastasis
en el moment del diagnostic, i després es va mirar com les diferents variables
clinicopatologiques influien en el temps lliure de malaltia, incloent les mutacions
en K-RAS.
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4.2.2.2.1 Temps lliure de malaltia i preséncia de noduls limfatics

Respecte el periode de temps lliure de malaltia, observem diferéncies

significatives (p<0,001) segons la infiltracio dels noduls limfatics (Figura 15).
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Figura 15: Corbes de Kaplan-Meier del temps lliure de malaltia en funcié de la
preséncia de noduls limfatics infiltrats (0= NO, 1= N1, 2=N2)
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4.2.2.2.2 Temps lliure de malaltia i classificacié pT

Es van trobar diferéncies significatives entre la classificacio pT i el temps lliure
de malaltia (p<0,001) (Figura 16).
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Figura 16: Corbes de Kaplan-Meier del temps lliure de malaltia en funcio de la

infiltracio tumoral (pT)

4.2.2.2.3 Temps lliure de malaltia i preséncia de metastasis d’entrada

Respecte el temps lliure de malaltia i la presencia de metastasis en e moment
del diagnostic (metastasis d’entrada), també observem diferéncies significatives
(p<0,001) (Figura 17).
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Figura 17: Corbes de Kaplan-Meier del temps lliure de malaltia en funcio de la
preséncia de metastasis d’entrada en el moment del diagnostic

4.2.2.2.4 Temps lliure de malaltia i altres variables

Respecte les altres variables clinicopatologiques que es van comparar amb el
temps lliure de malaltia, vam trobar diferencies significatives amb la invasio
limfatica (p<0,001), la invasié venosa intramural (0,035), la invasié venosa
extramural (p<0,001), la invasié perineural (p<0,001) i la preséncia de
metastasis pulmonars (p<0,001), hepatiques (p<0,001) o en altres
localitzacions (p<0,001) al cap d'un temps del diagnostic. No vam trobar

diferencies significatives respecte la localitzacié del tumor (p=0,157), el tipus
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histologic (p=0,755), el grau tumoral (p=0,304), la quimioterapia neoadjuvant
(p=0,414) i la quimioterapia adjuvant (p=0,226).

4.2.2.2.5 Temps lliure de malaltia i preséncia de mutacions en K-RAS

No es van trobar diferéncies significatives entre la preséncia de mutacions en
K-RAS i el temps lliure de malaltia (p=0,525) (Figura 18).
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Figura 18: Corbes de Kaplan-Meier del temps lliure de malaltia en funcio de la
preséncia de mutacions en K-RAS
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No obstant, si que es van trobar diferéncies significatives entre el temps lliure

de malaltia i la preséncia de les mutacions en K-RAS més frequents (p=0,014)
(12 ASP, 12 VAL i 13 ASP) (Figura 19).
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Figura 19: Corbes de Kaplan-Meier del temps lliure de malaltia en funcio del

tipus de mutacio

4.3 Analisi multivariable de regressié de Cox

Per estimar l'efecte de les diferents variables clinicopatologiques sobre el

temps de supervivencia i el temps lliure de malaltia, es va fer una analisi

multivariable de regressio de Cox. Aixi, es va poder veure si hi havia correlacio

entre el temps de supervivéncia i el temps lliure de malaltia amb les variables

clinicopatologiques classiques i poder valorar si la preséncia de mutacions en

K-RAS es comportava com un factor pronodstic independent.
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4.3.1 Temps de supervivencia

Es van incloure totes les variables que en l'analisi bivariable van presentar
significacié estadistica, a més a més de la preséncia de mutacions, ajustant-ho
també per I'edat i el sexe. Com es pot observar en la seguent taula (Taula 17),
l'edat (p<0,001) els noduls limfatics (0,002), la recidiva local (0,018), les
metastasis en altres localitzacions (p<0,001) i la preséncia de mutacions
(p=0,033) son estadisticament significatives, el que vol dir que es comporten
com a factors pronostics independents (Figura 20).

Vari Significacié | Hazard Ratio 2L s s
ariable (IC)
P (HR) Inferior Superior

Edat 0,000 1,052 1,029 1,075
Sexe 0,264 0,762 0473 1,228
Inv limfatica 0,332 1,352 0,735 2485
Inv venosa extramural 0,752 1,142 0,502 2,595
Inv perineural 0,253 1,396 0,788 2471
pTr 0,480 0,900 0672 1,205
Noduls limfatics 0,002 1,779 1,240 2,554
M1 d’entrada 0,005 2719 1,361 5432
QT adjuvant 0,081 0,591 0,328 1,066
Recidiva local 0,018 2,680 1,183 6,071
M1 pulmo 0,356 0,737 0,385 1410
M1 altres localitzacions 0,000 3,319 1,724 6,388
M1 fetge 0,152 1,577 0,846 2,941
Mutacio K-RAS 0,033 1,663 1,040 2,659

Taula 17: Analisi multivariable de regressio de Cox del temps de supervivéncia
total en funcio de totes les variables amb significacio estadistica en I'analisi
univariable (Inv= invasio, M1= metastasis, QT= quimioterapia)
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Figura 20: Representacio grafica de I'analisi multivariable de regressio de Cox
del temps de supervivencia total en funcio de la preséncia de mutacions en K-
RAS

Com es pot observaren la Taula 18, si només es tenen en compte les 3
mutacions de K-RAS més frequents (12ALA, 12VAL 13ALA), no trobem

significacio estadistica (Figura 21).
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Vari Significacio | Hazard Ratio L
ariable p (HR) : (IC) _
Inferior Superior
Edat 0,000 1,057 1,032 1,083
Sexe 0,302 0,753 0,439 1,290
Inv limfatica 0,208 1,514 0,794 2,885
Inv venosa extramural 0,934 1,041 0,406 2670
Inv perineural 0,133 1,612 0,864 3,006
pTr 0,252 0,829 0,602 1,142
Noduls 0,012 1,651 1,115 2444
M1 entrada 0,002 3,239 1,544 6,794
QTadjuvant 0,142 0613 0,319 1,178
Recidiva local 0,015 2,852 1,225 6,640
M1 pulmo 0,494 0,790 0,401 1,554
M1 fetge 0,095 1,730 0,908 3,294
Mf1altres localitzacions 0,001 3,163 1,580 6,329
12 ASP 0,325 1,292 0,776 2150
12 VAL 0,968 1,014 0,526 1,955
13 ASP 0,872 0,942 0,455 1,952

Taula 18: Analisi multivariable de regressio de Cox del temps de supervivéncia
total en funcio de totes les variables amb significacio estadistica en I'analisi
bivariable segons les mutacions més frequents (Inv= invasio, M1= metastasis,
QT= quimioterapia)
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Figura 21: Representacio grafica de I'analisi multivariable de regressio de Cox
del temps de supervivencia total en funcio de la preséncia de les mutacions
més frequents en K-RAS (NS= no significatiu)

També es va fer la regressid de Cox perd nhomeés tenint en compte les variables
que son presents en el moment del diagnostic. Com podem observar en la
seguent taula (Taula 19), I'edat (p<0,001), la invasioé perineural (p=0,038), la
preséncia de noduls limfatics, (p=0,001) les metastasis d’entrada (p<0,001) i la

preséncia de mutacions (p=0,017) tenen significacioé estadistica (Figura 22).
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Vari Significacié Hazard Ratio it L e sl
ariable p (HR) : (IC) :
Inferior Superior

Edat 0,000 1,048 1,026 1,070
Sexe 0,222 0,749 0,471 1,191
Localitzacié tumor 0,652 0,933 0,692 1,260
Tipus histologic 0,080 2,180 0911 5215
Grau tumor 0,901 1,064 0,402 2,814
Inv limfatica 0,360 1,330 0,722 2,448
Inv venosa 0,261 1,562 0,718 3,399
intramural

Inv venosa 0,182 1,657 0,790 3478
extramural

Inv perineural 0,038 1,724 1,030 2,888
pTr 0,174 0,801 0,582 1,103
Noduls limfatics 0,001 1,888 1,303 2,735
M1 d'entrada 0,000 3,660 1,887 7,099
Mutacio K-RAS 0,017 1,733 1,103 21724

Taula 19: Analisi multivariable de regressio de Cox del temps de supervivéncia
total en funcio de les variables clinicopatologiques presents en el moment del
diagnostic. (Inv=invasio, M1= metastasis)
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Figura 22: Representacio grafica de I'analisi multivariable de regressio de Cox
del temps de supervivencia total (de les variables clinicopatoldgiques presents
en el moment del diagnostic) en funcié de la preséncia de mutacions en K-RAS
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4.3.2 Temps lliure de malaltia

Tal com hem fet a I'estudi de la supervivéncia, respecte el temps lliure de
malaltia, es van agafar totes les variables que en l'analisi bivariable van tenir
significacié estadistica, a més a més de la preséncia de mutacions, ajustant-ho
també per I'edat i el sexe. Com es pot observar (Taula 20), I'edat, la invasio
perineural, els noduls limfatics, les metastasis d’entrada, la recidiva local, les
metastasis en pulmo, fetge i altres localitzacions son estadisticament
significatives, el que vol dir que es comporten com un factor pronostic
independent. Les mutacions en K-RAS no es comporten com un factor

pronostic independent, perd hi ha certa tendéncia sense arribar a la significacio

(p=0,092) (Figura 23).

95% Interval de confianga
Variable Significacié | Hazard Ratio (IC)
p (HR) Inferior Superior
Edat 0,236 1,014 0,991 1,037
Sexe 0,247 1,488 0,759 2918
Inv limfatica 0,207 0,578 0,247 1,353
Inv venosa 0,125 1,991 0,826 4 801
intramural
Inv venosa 0,069 0,399 0,148 1,074
extramural
Inv perineural 0,007 2,809 1,331 5927
plr 0,245 0,775 0,504 1,191
Noduls limfatics 0,000 2,585 1,667 4009
M1 d'entrada 0,000 6,728 3,048 14,851
Recidiva local 0,008 3,106 1,350 7,146
M1pulmé 0,001 2,853 1,563 5,207
M1altres 0,000 8,724 4 343 17,523
localitzacions
M1 fetge 0,001 2947 1,591 5458
Mutacio K-RAS 0,092 1,751 0,912 3.367

Taula 20: Analisi multivariable de regressio de Cox del temps lliure de malaltia
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Figura 23: Representacio grafica de I'analisi multivariable de regressio de Cox
del temps lliure de malaltia en funcié de la preséncia de les mutacions en K-
RAS

També es va fer la regressid de Cox perd nhomeés tenint en compte les variables
que son presents en el moment del diagnostic. Com podem observar (Taula
21), la invasio perineural (p<0,001), la preséncia de noduls limfatics, (p<0,001),
les metastasis d’entrada (p<0,001) i la preséncia de mutacions (p=0,023) tenen

significacio estadistica (Figura 24).
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95% Interval de confianga
Variable Significacié | Hazard Ratio (IC)
p (HR) Inferior Superior
Edat 0,906 1,001 0,980 1,023
Sexe 0,199 0,683 0,382 1,222
Localitzacio tumor 0,599 1,103 0,765 1,592
Tipus histologic 0,515 0,826 0,464 1,469
Grau tumor 0,168 0,168 0,707 7,293
Inv limfatica 0,596 0,810 0,372 1,764
Inv venosa intramural 0427 1,410 0,604 3,292
Inv venosa extramural 0573 1,276 0,546 2,982
Inv perineural 0,001 2873 1,555 5,306
pTr 0,889 1,034 0,648 1,650
Noduls limfatics 0,000 2639 1,648 4 227
M1 d’entrada 0,000 7457 3,570 15,576
Mutacio K-RAS 0,023 1,923 1,092 3,378

Taula 21: Analisi multivariable de regressio de Cox del temps lliure de malaltia
en funcio de les variables clinicopatologiques presents en el moment del
diagnostic. (Inv=invasio, M1= metastasis)
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Figura 24: Representacio grafica de I'analisi multivariable de regressio de Cox
del temps lliure de malaltia (de les variables clinicopatologiques presents en el
moment del diagnostic) en funcio de la preséncia de mutacions en K-RAS

També es va mirar si hi havia correlacio entre el temps lliure de malaltia i les
diferents variables clinicopatologiques (Taula 22) (amb significacio estadistica
en l'analisi bivariable) perd només tenint en compte les mutacions meés

frequents. (Figura 25).
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95% Interval de confianga
Variable Significacido | Hazard Ratio (IC)
p (HR) Inferior Superior
Edat 0,158 1,017 0,993 1,042
Sexe 0,073 1,863 0,944 3,679
Inv limfatica 0,549 1,228 0,627 2,405
Inv venosa extramural 0,084 2,261 0,895 5711
Inv perineural 0,293 0,589 0,219 1,581
pTr 0,297 0,795 0,516 1,224
Noduls limfatics 0,006 1,814 1,189 2,768
M1 d’entrada 0,000 5917 2,792 12,541
Recidiva local 0,003 3,338 1,487 7,489
M1 pulmo 0,000 2,980 1,647 5,392
M1 altres 0,005 2,440 1,314 4 531
M1 fetge 0,000 9,338 4 559 19,128
12 ASP 0418 1,299 0,690 2445
12 VAL 0,342 1413 0,693 2,882
13 ASP 0,559 0,713 0,229 2,220

Taula 22: Analisi multivariable de regressio de Cox del temps lliure de malaltia

en funcié de totes les variables amb significacié estadistica en I'analisi

bivariable segons les mutacions més frequents (Inv= invasio, M1= metastasis)
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Figura 25: Representacio grafica de I'analisi multivariable de regressio de Cox
del temps lliure de malatia en funcio de la preséncia de les mutacions meés
frequents en K-RAS (NS= no significatiu)
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5 DISCUSSIO

El CCR és un dels problemes de salut més importants en els paisos
desenvolupats ja que representa el cancer més frequent si es tenen en compte
ambdods sexes. Tot i que en alguns paisos s’han implementat programes de
prevencio, com son la deteccidé de sang oculta en femtes, o colonoscopies de
cribatge, la carrega de la malaltia i la mortalitat son encara elevades. Les
millores en el diagnostic i el tractament han fet que el CCR, en els estadis
inicials, tingui un prondstic millor i per tant una supervivéncia més gran. La
cirurgia és, encara en l'actualitat, el tractament curatiu principal, pero pel
correcte  maneig dels pacients és necessari un equip multidisciplinari
experimentat. Per aix0, el tractament individualitzat, tenint en compte les
caracteristiques clinicopatologiques, i també les caracteristiques biologiques i
moleculars dels tumors, que ens ajudaran a l'eleccid del tractament meés
adequat, soén actualment imprescindibles per prendre la millor decisio
terapéutica per mantenir una bona qualitat de vida amb un temps de
supervivéncia gran.

La terapia amb agents anti-EGFR s’ha vist que és d’utilitat en pacients amb
CCRm i a partir de finals del 2008 les guies de recomanacié europees del
maneig dels pacients amb CCRm van incloure la utilitat d’aquest tractament
perd limitat al subgrup de pacients sense mutacions en el gen K-RAS 4 aixi
com també les guies de 'American Society for Clinical Oncology ® i The
National Comprehensive Cancer Network. %

En la serie que hem estudiat, només 12 pacients van poder rebre tractament
amb Cetuximab donat que els pacients inclosos en aquest treball van ser
diagnosticats entre 2004 i 2005 i I'us d’aquest agent terapéutic encara estava
en fase experimental i la majoria de pacients no se’n van poder beneficiar, ja
que la mitjana del temps lliure de malaltia va ser de 57,28 mesos. No hem
pogut incloure aquesta dada en I'analisi multivariable ja que 12 pacients és un
valor massa baix perqué el programa estadistic el pugui utilitzar i tingui

significacio real i practica. Aquest tractament es va administrar en 8 pacients no
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portadors de la mutacié i en 4 pacients portadors de la mutacid. Tots els
pacients van ser éxitus.

Respecte les caracteristiques demografiques de la mostra, edat i sexe, i les
diferents variables clinicopatologiques que s’han estudiat en aquest treball, es
poden considerar equivalents a les dels altres treballs realitzats sobre el mateix
tema. 52,56,57,59,60

Hi ha uns factors anatomopatologics classics reconeguts des de fa temps com
a factors pronodstic i definits en les guies de maneig del CCR *2, com per
exemple la presencia d’invasio limfatica, o la preséncia d’invasid venosa
intramural o extramural, o la classificaci6 TNM. Com es pot veure en els
resultats, aquestes variables les hem tingut en compte a I'hora de fer aquest
estudi pero els resultats estadistics no els discutirem perqué no és I'objectiu
d’aquesta tesi.

Respecte a la tecnologia utilitzada per la determinacio de les mutacions, com ja
hem comentat no hi ha un metode concret recomanat siné que en funcié de les
disponibilitats de cada laboratori es tendeix a escollir algun métode que sigui
reproduible i validat per la comunitat cientifica. Com ja hem explicat en la
metodologia d’aquest treball, nosaltres vam optar per la utilitzacio del kit
comercial Therascreen® KRAS PCR kit°® que combina dues tecnologies,
ARMS® i Scorpions® per la deteccid de les mutacions mitjangant assaigs
realitzats amb la técnica de PCR-RT. Aquesta técnica esta acceptada per la
ocietat Europea de Patologia.*’ Hi ha varis treballs que han estudiat la
concordancga entre diferents técniques metodologiques i I'eleccié d’alguna en
concret es basa, com ja hem mencionat, en les disponibilitats de cada centre.
(77.78.79) | a sensibilitat d’aquesta técnica és molt alta (es capag de detectar un

)% i detecta les 7

1% de DNA mutat enmig d’'un fons de DNA gendomic natiu
mutacions més frequents en CCR (6 mutacions en el codd 12 i 1 en el codd 13)
en I'ex6 2 del gen K-RAS .

La determinacié de les mutacions en K-RAS dels 235 pacients inclosos en
I'estudi es va fer utilitzant DNA extret de mostres tumorals del colon o de recte
exceptuant un cas que es va fer amb DNA extret d’'una metastasi pulmonar.
Aquest pacient tenia un tumor en el recte i havia rebut quimioterapia
neoadjuvant i en la pega quirurgica del tumor primari de recte no quedava

tumor residual, i per aixd es va utilitzar teixit tumoral procedent d’'una bidpsia

80



pulmonar. Hi ha varis estudis que comparen l'estatus mutacional de K-RAS
entre els tumors primaris localitzats en el colon i les metastasis. En el treball

publicat el 2010 per H.L.Wang i col.”®

s’exposa una taula amb diversos treballs
realitzats per diferents autors on s’analitza I'estatus mutacional de K-RAS entre

els tumors primaris i les corresponents metastasis (veure Taula 23).

Pacients Concordanca Teécnica utilitzada per
Estudi amb K-RAS entre tumor les determinacions de
en el tumor primari i mutacions
primari, n metastasis,%
etegne-Grimaldii 16 100 PCR-RFLP
Artale i col. ¥ 13 77 Seqiienciacio DNA
Losi i col. % 25 100 PCR Al-lel-especific
Schimanski i col * 67 31 PCR-RFLP
. . 85 PCR+ Al-lel-especific
Oudejans i col 28 93 oligonuclestid hibridacié
Albanese i col % 14 50 SSCP
. 87 PCR+ Al-lel-especific
Suchy i col. 23 100 oligonuclestid hibridacié
. 88 PCR +Al-lel-especific
Al-Mulla i col. 26 81 oligonucledtid hibridacié
Santini i col. % 38 92 Seqiienciacio DNA

Taula 23: Concordancga de I'estatus mutacional de K-RAS entre el tumor primari
i les metastasis (extret de Wang i col ’®)

Analitzant aquestes dades, observem que en un 73% de promig es manté
l'estatus mutacional de K-RAS entre el tumor primari i la metastasi. La

MLSurrallés. KRAS en cancer de colon 81




concordanca en la majoria dels estudis €s molt alta, recolzant la idea que les
mutacions en K-RAS es mantenen estables en el procés metastatic. No
obstant, actualment, es tendeix a avaluar les mutacions tant en el tumor primari
com en la metastasi per evitar qualsevol possible canvi en I'estatus mutacional
entre el tumor primari i la metastasi. Les discrepancies en alguns resultats
poden ser degudes per problemes de sensibilitat o especificitat de la técnica
utilitzada i no per una veritable falta de concordancga.

Com ja s’ha comentat, la preséncia de mutacions en K-RAS si que és un factor
predictiu important perqué ens condicionara I'is de determinats farmacs pero la
utilitzacié com a factor pronostic encara no esta del tot establerta; en aquest
sentit la determinacido de l'estatus mutacional de K-RAS té una aplicacié
practica en la clinica diaria. Per aix0, igual que altres autors, hem intentat
esbrinar si la preséncia de mutacions en K-RAS es podia utilitzar com a factor
pronostic.

En la nostra série vam trobar mutacions en el gen K-RAS en un 41,7% dels
tumors. La frequéncia d’aquestes mutacions és comparable a la d’altres
treballs, tant si es tracta de séries grans de pacients o séries més petites
equiparables a la nostra mostra. Les séries grans son estudis multicéntrics,
com per exemple I'estudi realitzat per Brink i col.® (n=737, 37% mutacions),
I'estudi realitzat per De Roock i col.’ (n=773, 40% mutacions), I'estudi realitzat
per Hutchins i col.*? (n=1913, 34% mutacions), o I'estudi realitzat per Andreyev i
col *° (n=2721, 37,7% mutacions). En séries més petites, com les realitzades
per Yokota i col.®® (n=349, 34,5% mutacions), De Roock i col. * 66(n=113,
40,7% mutacions), Laurent-Puig i col.>” (n=109, 40,4%), Pricolo i col.*? (n=70,
36%mutacions), Morrin i col.*® (n=52, 36,6% mutacions) o Liévre i col.” (n=30,
43% mutacions) els resultats també sén comparables. A I'Estat Espanyol es va
iniciar a finals del 2008 un projecte anomenat Determina KRAS, on al llarg de 2
anys es van anar recollint dades de 12262 pacients i van fer una comparativa
entre els resultats obtinguts respecte la frequéncia i tipus de mutacié amb altres
estudis multicentrics (Opus i Crystal) i van trobar resultats similars i
comparables (n=12262, 44,7% mutacions).”

Com ja hem vist anteriorment, per cada mostra de DNA tumoral es van
determinar 7 possibles mutacions: 6 en el codd 12 i 1 en el codd 13. La
sequéncia de bases del DNA del gen K-RAS en el codd 12 és GGT, i codifica
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per 'aminoacid Glicina i la sequéncia en el cod6 13 és GGC i també codifica
per 'aminoacid Glicina. Les mutacions que tenen lloc en el gen K-RAS son per
substitucions puntuals d’una d’aquestes bases. Si la substitucié és d’una base
purina (A,G) per una altra base purina es parla d’'una transicié i si la substitucid
és d’'una base purina per una base piridimica (C,T) es parla d’'una transversio.
En el nostre cas, vam trobar un 61,3% de transicions i un 38,7% de
transversions i majoritariament les mutacions tenien lloc en la segona base tant
en el codo 12 com en el 13 (80,6% en total). El 84,7% de totes les mutacions
es van trobar en el codd 12 i les mutacions més frequents que vam observar en
aquest codo 12 van ser 12 ASP (n=35, 35,7%) i 12 VAL (n=24, 24,5%). Les
mutacions presents en el codd 13 representaven el 15,3% del total de
mutacions. Aquests resultats concorden amb els obtinguts per altres autors,

. % on en la seva série de

com per exemple el treball realitzat per Andreyev i co
2721 pacients van trobar mutacions en el cod6 12 de Glicina a Aspartic en un
30,6%, de Glicina a Valina en un 16,7% i en el cod6 13 de Glicina a Aspatic en
un 16,7%. Les mutacions també eren preferentment en la segona base dels
codons 12 i 13 (78,1%) i van trobar un 55% de transicions i un 45% de
transversions.

Com ja s’ha comentat en la introduccid, I'estat conformacional de les proteines
RAS esta regulat per 2 tipus de factors: GEF i GAP. El complex molecular
format per GAP-RAS esta format per una seérie d’interaccions i forces d’atraccio
moleculars on intervenen varies proteines. La posicié de I'aminoacid Gly12 en
aquest complex és clau perqué s’activi la hidrolisi del GTP. Les proteines KRAS
mutades tenen debilitat per GEF perd sén insensibles a l'accio de GAP, i
aquest no pot desconnectar la transmissio del senyal i la proteina continua
activada permanentment .*° Hi ha varis treballs en els que s’avalua si alguna
mutacio en concret té algun tipus de rellevancia com a factor prondstic;
normalment es tracta d’estudis multicéntrics on han incldés un gran nombre de
pacients i per tant al fer subdivisions de la mostra continuen tenint un volum
important de pacients en cada subgrup.®*® No obstant, també hi ha altres
treballs, inclosos el nostre,on s’avalua I'estatus mutacional de K-RAS com a
factor pronostic sense tenir en compte quin tipus de mutacié en concret s’ha

trobat .52’
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Hem de considerar que tots els pacients inclosos en el nostre estudi eren
d’étnia caucasica i pertanyien a una mateixa area geografica; per tant podem
suposar que estaven sotmesos a unes condicions d’entorn ambiental aixi com
de dieta similars. Hi ha varis estudis on valoren des del perfil sociocultural fins a
diversos habits d’ingesta alimentaria o habits toxics per valorar si es trobava
alguna associacio6 entre els tipus de mutacions en K-RAS i el risc de CCR. %%’
En aquesta linia, D.Bautista i col.?® van fer un estudi amb 108 pacients de la llla
de Mallorca que havien estat diagnosticats d'un CCR i van observar que l'alt
consum de greixos monoinsaturats (presents en I'oli d’oliva, producte tipic de la
dieta mediterrania) estava associat amb un risc menor de patir un CCR pero
només amb els pacients que no presentaven mutacions en K-RAS. La
pertinenga en una area geografica concreta fa que la mostra que s’estudii sigui
més homogenia i aixi minimitzar les diferéncies que es poden produir en els
estudis multicéntrics, on poden disposar d’'un gran numero de pacients pero
amb condicions ambientals heterogénies.

Un dels treballs més importants que s’ha realitzat per determinar si I'estatus
mutacional de K-RAS es podia utilitzar com a factor pronostic, va ser el realitzat

per Andreyev i col **°

i publicat el 1998 del qual ja n’hem parlat amb anterioritat.
Aquest estudi, per tal de tenir una mostra gran i poder obtenir resultats
concloents, van agrupar els pacients de CCR aportats per 22 grups provinents
de 13 paisos. La mostra obtinguda va ser de 2721 pacients. Un 37,7% dels
tumors presentava alguna mutacio en el gen K-RAS. Les mutacions en el cod6
12 representaven el 27,7% i en el codd 13 el 6,6%. En aquest estudi no van
trobar correlaci6 entre [I'estatus mutacional i diverses variables
clinicopatologiques com son: sexe, localitzacié tumoral o I'estadiatge de Dukes,
dades que concorden amb les nostres troballes. En I'analisi multivariable van
trobar que la preséncia de mutacions incrementava el risc de recurréncia
(p<0,001, HR=1,25, 95% 1C=1,10-1,42) o de mort (p=0,004, HR1,22, 95%
IC=1,04-1,40) i que la mutacié 12VAL és comportava com un factor pronostic
independent, incrementant el risc de recurréncia (p=0,007, HR=1,39, 95%
IC=1,10-1,74) i de mort (p=0,004, HR=1,43, 95% IC=1,13-1,82). Els nostres
resultats concorden amb aquest estudi, ja que nosaltres també vam trobar que
la preséncia de mutacions incrementa el risc de recurrencia (p=0,023,

HR=1,923, 95% IC=1,092-3,378) si es tenen en compte només les variables
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presents en el moment del diagnostic, i també augmenta el risc de mort
(p=0,033, HR=1,663, 95% 1C=1,040-2,659). El que nosaltres no hem pogut
confirmar és que la mutacié 12VAL es comporta com un factor pronostic
independent, probablement degut a que només 24 individus presentaven
aquesta mutacio i no és suficient per tenir un pes estadistic important.

Aquests autors també van trobar que les mutacions eren més frequents en els
tumors ben o moderadament diferenciats que en els pobrament diferenciats
(p=0,002), dada sorprenent si tenim en compte que els tumors meés ben
diferenciats tenen millor pronostic, i en canvi la presencia de mutacions té
precisament un sentit oposat. Una explicacié plausible per aquest fet podria ser
donada per la variabilitat en la procedéncia de les mostres cosa que implica
criteris menys homogenis de classificacio.

Seguint aquesta linia de treball, 'any 2001 es va publicar una ampliacié

d’aquest estudi, liderat també per Andreyev i col *°

on després d’una seleccio
en funcié d’'uns criteris d’exclusid (per falta de dades cliniques, mostres
provinents d’autopsies, pacients morts post quirurgicament, etc) es van
recopilar 3439 pacients provinents de 35 centres de 19 paisos involucrats. En
aquest treball, perd, només es va poder confirmar que una mutacié en concret
en el codd 12, 12VAL, tenia un impacte negatiu sobre el temps lliure de malaltia
(p=0,004, HR=1,3) i el temps de supervivéncia (p=0,02, HR= 1,45).

Ara bé, durant el procés de la carcinogenesi colorectal és evident que
'oncogen K-RAS no és l'unic gen implicat en aquest procés; la combinacié
entre varis oncogens, gens supressors de tumors i altres alteracions genétiques
i epigenétiques seran el que finalment conduiran al fenotip tumoral i a
I'expansio clonal. Revisant la literatura hem trobat molts treballs que tenen per
objectiu determinar quins altres biomarcadors es poden utilitzar, junt amb K-
RAS, per la seleccié dels pacients que tindran més risc de recaiguda, o per
I'eleccio del tractament amb millor resposta.

Barault i col.”® van fer un estudi (n=586) on es relacionaven les mutacions
presents en 3 oncogens (K-RAS, BRAF i PISCA) amb la supervivéncia. La
cascada de reaccions RAS-MAPK i PI(3)K forma una xarxa d’interaccions
bioquimiques que, quan algunes d’aquestes proteines estan mutades,
condueixen al creixement cel-lular sense restriccions. Les proteines d’aquesta

via RAS-MAPK i PI(3)K estan fortament interconnectades i juguen un paper
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central en la tumorogénesi a través de coordinar la fosforilacié d’altres
proteines o factors de transcripcio que regulen directament el creixement
cel-lular, la diferenciacio i I'apoptosi. La mutacié en un d’aquests tres gens
implicara I'activaci6 d’aquesta xarxa i un increment de la transcripcio de
diferents oncogens com c-MYC, CREB, NF-xB i altres. Aquests autors van
trobar mutacions en K-RAS (34,4%), mutacions en BRAF (13,3%) i mutacions
en PI3CA (17,8%). Un 56,4% dels tumors presentava, com a minim, una
mutacio en algun d’aquests gens, el que activava la xarxa RAS-MAPK i PI(3)K.
Van trobar que els pacients amb aquesta xarxa activada tenien un temps de
supervivéncia menor (P=0,017, HR1=48, IC 95%=1,07-2,04) que els pacients
sense cap mutacio en els tres gens. Respecte a les mutacions en K-RAS van
trobar una associacio significativa amb la localitzacié proximal del tumor. En el
nostre estudi aquesta associacio no ’'hem poguda corroborar.

Oliveira i col. '® van fer un treball que relacionava les mutacions en K-RAS i
BRAF en 250 CCR MSS i 45 noduls limfatics metastatics (de 28 casos
diferents) amb la progressio tumoral. Van trobar que les mutacions en K-RAS i
BRAF estaven relacionades amb l'agressivitat de la malaltia i amb un pitjor
pronostic. Els pacients amb mutacions en K-RAS (35%), mutacions en BRAF
(5,6%) o en ambdds gens (0,4%) tenien pitjor pronostic amb un temps de
supervivéncia menor que els pacients amb genotip K-RAS i BRAF natius.

En aquesta linia, Zlobec i col. "

van fer un estudi mirant les implicacions de les
mutacions en K-RAS i BRAF en 404 pacients amb CCR esporadic i també van
estudiar les implicacions pronodstiques de mutacions en K-RAS i 94 pacients
amb CCR amb sindrome de Lynch (MSI-H). En els CCR esporadics (MMS) van
trobar mutacions en K-RAS (en el codd 12 i en el codd 13) en un 30,1% i en els
CCR amb sindrome de Lynch (MSI-H), també en els 2 codons, en un 35,6%.
També van trobar mutacions en BRAF en un 12% dels casos de CCR
esporadic i en un 1,2% dels CCR amb MSI-H. Van trobar que en CCR
esporadics, les mutacions en K-RAS en 12ASP tenien un efecte pronostic
negatiu comparat amb els tumors no mutats o amb mutacions en 13ASP (p=
0,038). En contrapartida, van trobar que els pacients amb MSI-H i mutacions en
KRAS 13ASP tenien un pronodstic excel-lent ja que tots els pacients amb
aquestes caracteristiques genétiques estaven vius. Aquests autors van

proposar un algoritme on classificaven els pacients de CCR en 3 grups amb
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caracteristiques moleculars diferents i amb consequéncies prondstiques també
diferents, sent els pacients classificats en el grup 1 els de pitjor pronostic i els
del grup 3 els de millor pronostic (Figura 26).

PAS 1: ANALISI DF K.RAS j

12ASP o 12VAL 1IASP Notiu J
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Figura 26: Algoritme il-lustratiu dels passos de les analisis moleculars on es
classifiquen els pacients en 3 grups pronostics en funcio de I'estatus mutacional
de K-RAS, BRAF (amb la localitzacié tumoral) i la inestabilitat dels
microsatél-lits (esquema de I'article de Zlobec i col. ")

Esteller i col. '® van estudiar si 'activacié de K-RAS i la inactivacié de p16
tenien relacié amb la supervivencia en pacients amb CCR. El gen p76 és un
gen supressor de tumors que codifica per una proteina (quinasa dependent de
ciclina) que intervé en la regulacio del cicle cel-lular. La inactivacio, que té lloc
principalment per metilacié del promotor 5’ associat a les illes CpG, provoca un
creixement cel-lular descontrolat. Van estudiar 115 casos de CCR i van trobar
mutacions en K-RAS (38%) i metilacions en p16 (37%). Els resultats que van
obtenir van demostrar que les mutacions en KRAS i les alteracions en p16 eren
successos genétics independents i la preséncia d’aquestes mutacions (amb
preséncia simultania o alternativa) estava associada a una supervivéncia baixa.
No obstant, quan s’analitzava la preséncia de mutacions en K-RAS
exclusivament no s’obtenien diferéncies significatives respecte el temps de

supervivencia.
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Un altre treball relacionat amb els marcadors biomoleculars va ser realitzat per
Farifia-Sarasqueta i col.'® on van determinar I'estat mutacional de BRAF, MSI i
KRAS i la seva relaciéo amb el temps lliure de malaltia aixi com amb el temps de
supervivéncia. En el seu treball van incloure 364 pacients diagnosticats d'un
CCR (106 Estadi Il i 258 Estadi lll, ambdos estadis en el moment del
diagnostic); van trobar mutacions en K-RAS (33% Estadi Il i 35% Estadi Ill),
mutacions en BRAF (22% Estadi Il i 19% Estadi Ill) i MSI (25% Estadi Il i 14%
Estadi Ill). Les mutacions en KRAS i en BRAF eren mutuament excloents
(p<0,001), com ja s’havia confirmat anteriorment.'® En I'analisi univariable,
aquests autors van observar que hi havia una associacido entre I'estatus
mutacional de K-RAS i el temps lliure de malaltia (p= 0,003); en la nostra serie
també vam observar resultats similars respecte el temps lliure de malaltia (p=
0,014) si només teniem en compte les mutacions més frequents, pero si
valoravem la preséncia o abséncia de mutacions totals no vam trobar
diferéncies significatives (p=0,525). Fariia i col, van concloure que la preséncia
de mutacions en K-RAS no tenien un efecte sobre la supervivéncia en pacients
tant en estadi Il com en estadi Ill de la malaltia. No obstant, si que hi havia
diferencies significatives respecte el temps lliure de malaltia entre els tumors
amb K-RAS natiu i K-RAS mutat (tant en estadi Il com en estadi Ill) i per tant
les mutacions en K-RAS es comportaven com un factor pronostic independent
(HR=0,6, 95% 1C=0,4-0,97) reduint el temps lliure de malaltia. En la nostra serie
vam trobar resultats similars. Aquests autors també van arribar a la conclusio
que la preséncia de mutacions en BRAF comportava un pitjor pronostic,
independentment de I'estadi de la malaltia.

Bazan i col.'® van fer un estudi per veure si alguna mutacié en concret de K-
RAS tenia una significacid pronostica o estava associada a algun parametre
clinicopatologic. Es va establir I'estatus mutacional de 160 pacients
diagnosticats de CCR. Van trobar que un 46% de tumors presentaven
mutacions en algun dels 2 codons, 54% en el codo 12 i 42% en el codo 13. Els
resultats que van obtenir suggerien que les mutacions en el codo 13
incrementaven el risc de mort (p<0,05, HR =1,93, 1C=1,17-3,18) i el risc de
recaiguda (p<0,05, HR=1,9, IC=1,01-3,20). També van observar que les

mutacions en el codo 12 s’associaven al fenotip mucinds i les mutacions en el
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codd 13 al fenotip no-mucinds, que és més agressiu i té un potencial metastatic
mes alt.

Russo i col."® van fer una ampliacié de I'estudi RASCAL Il ® per avaluar el
valor pronostic de les mutacions en TP53 en CCR. EL gen TP53 és un proto-
oncogén que es localitza en el cromosoma 17 i codifica per una proteina,
anomenada TPS53, que inhibeix la proliferacié cel-lular en cél-lules que tenen
errors en el DNA que no han pogut ser reparats. Les mutacions (que poden
tenir lloc en varies regions i poden ser per insercions, delecions, transversions
o transicions) en un o dos del al-lels d’aquest gen interfereixen en la seva
funcié. En aquest estudi es va avaluar un total de 2397 tumors i es van trobar
mutacions en TP53 tant en colon proximal (34%) com en colon distal i recte
(45%). En aquest estudi van demostrar que diferents tipus de mutacié en TP53
podrien tenir diversos rols en el comportament biologic dels tumors en diverses
localitzacions del codlon i influir en el prondstic dels pacients. Aquest treball
també confirmava els resultats obtinguts per I'estudi RASCAL on es suggeria
que les mutacions en K-RAS tenien un efecte sobre la supervivéncia i en
concret la mutacié en el codoé 12 (12VAL) jugava un paper en la progressio
d’aquestes neoplasies, ja que s’observava un 30% més de risc de recaiguda o
de mort. A més a meés, si aquestes mutacions estaven presents en estadis més
avancats de la malaltia, el risc augmentava al 50%.

Els resultats que han obtingut altres grups de treball difereixen d’aquest treballs

| %7 van realitzar un treball on

anteriorment esposats. Laurent-Puig i co
estudiaven tres possibles tipus d’alteracions genetiques (mutaciones en K-RAS,
index de DNA i pérdues al-léliques dels cromosomes 17p, 18q, 5q i 1p) en 109
pacients diagnosticats de CCR respecte el temps de supervivencia. Un 40,4%
dels tumors presentaven alguna mutacio en el codo 12 o 13 de K-RAS. Els
resultats que van obtenir només van confirmar que les pérdues al-léliques de
17p es comportaven com un factor pronodstic independent reduint el temps de
supervivéncia (p<0,004, HR=4,5, 95% 1C=1,3-15,6); també van arribar a la
conclusié que la supervivéncia no es veia influenciada per la preséncia de
mutacions en el cod6 12 i 13 de K-RAS.

Norheim Andersen i col. 7 van fer un estudi amb 100 CCR on miraven si hi
havia relacié entre I'estatus mutacional de K-RAS, l'estadiatge de Dukes i la

supervivéncia. Un 40% dels tumors presentava alguna mutacié en el codd 12 i
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13 de K-RAS . Aquests autors van trobar que els pacients portadors de la
mutacioé tenien un risc relatiu (RR=1,22, 95% IC= 0,67-2,20) més elevat de
morir per cancer sense arribar a ser significatiu (p>0,05) que els pacients sense
mutacié. Per tant van concloure que la preséncia de mutacions no tenia un
valor pronostic significant pels pacients.

Pricolo i col. ® van estudiar 70 CCR (tots classificats en I'estadi Ill en el
moment del diagnostic). Van determinar I'estatus mutacional de K-RAS (36%) i
TP53 (61%) per determinar si podien tenir una significacio pronostica respecte
la supervivéncia. En funcié del genotip (preséncia o absencia de mutacions en
K-RAS i TP53) van establir 4 grups. El grup que tenia els 2 gens natius tenia
una supervivéncia més alta en comparacio amb el grup que tenia TP53 mutat i
K-RAS natiu. Els pacients amb TP53 mutat tenien més risc de morir per cancer
(p=0,006, RR=2,39, 95% I1C=1,29-4,42) que els pacients amb TP53 natiu i els
pacients amb K-RAS mutat no presentaven meés risc de mort (p=0,81, RR=0,93,
95% 1C=0,51-1,69) que els pacients amb K-RAS natiu.

Un altre treball realitzat en aquesta linia va ser el publicat per Bouzourene i col
"% on van estudiar I'estatus mutacional de K-RAS (38% mutats) TP53 (32%
mutats) i la sobreexpressio de p53 (47% sobreexpressid) en 122 casos de CCR
en estadi Dukes B. Aquest autors van trobar que només la sobreexpressio de
p53 es comportava com un factor pronostic independent (p=0,02, HR=2,16,
95% 1C=1,12-4,11). Les mutacions en K-RAS i en TP53 no es correlacionaven
amb un pitjor pronostic.

Samowitz i col.*

van fer un altre estudi on hi havia un gran nombre de pacients
amb CCR implicats (n=1413), amb una frequéncia de mutacions en K-RAS del
32%. Aquests autors van fer un estudi detallat de les diferents mutacions en el
codd 121 13, aixi com també van correlacionar si les transicions o transversions
en les mutacions estaven associades amb algunes caracteristiques
clinicopatologiques (edat, sexe, localitzacié del tumor i estadi tumoral). Van
trobar alguna associacio entre les mutacions en el codo 12 i I'estadiatge
tumoral, la localitzacié proximal i el génere masculi. Ara bé, no van trobar
associacions estadisticament significatives entre les mutacions en K-RAS i la
supervivencia.

Roth i col.® van publicar un treball on també hi havia un gran nombre de
pacients implicats (n=1321) els quals van ser classificats en estadi Il (69%) i en
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estadi Il (30,9%). Van determinar l'estatus mutacional de K-RAS (37%),
I'estatus mutacional de BRAF (7,9%). També van classificar els pacients en
funci6 del MSI. Amb [Il'analisi multivariable, no van trobar diferéncies
significatives entre la preséncia de mutacions en K-RAS i la supervivéncia (p=
0,60, HR=1,20, 95% 1C=0,99-1,67) o el temps lliure de malaltia (p=0,11,
HR=1,05, 95% 1C=0,96-1,49) tant en estadi Il com Ill. Tampoc van trobar un
valor pronostic significatiu quan s’analitzava cada una de les 7 mutacions en
particular. En canvi, si que van trobar diferéncies significatives entre I'estatus
mutacional de BRAF i el temps de supervivencia sobretot en pacients amb
estadi Il i MSS. Una explicacio plausible d’aquestes discordances respecte als
nostres resultats podria ser, o bé pel baix nombre de pacients implicats en
alguns d’aquests estudis (entre 70 i 122 pacients) en contrapartida dels 235
pacients que nosaltres hem estudiat, o en el cas dels estudis realitzats per
Samowitz i col. o per Roth i col. el baix percentatge de mutacions en K-RAS
que van determinar (32% i 37% respectivament), respecte el 41,7% de

mutacions en K-RAS que nosaltres vam determinar.

L’estudi de I'estatus mutacional de K-RAS és habitual en la practica clinica en
pacients amb CCRm per determinar si podran ser tributaris de la terapia amb
anticossos monoclonals dirigits contra TEGFR. Ara bé, la necessitat de trobar el
maxim de factors prondstics i predictius possibles per poder seleccionar els
pacients que tindran un prondstic millor, és a dir, poder seleccionar aquells
pacients que amb alta probabilitat recauran o metastatitzaran (i per tant
necessitaran uns controls més estrictes) o els que seran sensibles o resistents
a determinades terapies, és un cami complex i amb gran nombre d’interaccions
on hi ha implicats multiples factors, des de genetics fins a ambientals.

Tots aquests estudis exposats anteriorment ens indiquen que el valor pronostic
de les mutacions en K-RAS encara no esta del tot establert, probablement
degut a varis factors, com la mida de la mostra, la seleccio dels pacients, les
mostres tumorals, I'is de teixit parafinat versus teixit congelat, métodes de
laboratori no estandarditzats, etc. el que ens indica que és necessari continuar

investigant en aquesta linia.
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CONCLUSIONS

. En la nostra série, la preséncia de mutacions en el gen K-RAS es
comporta com un factor pronostic independent respecte la supervivéncia
global en pacients diagnosticats d’'un carcinoma colorectal.

. El risc de morir en pacients diagnosticats d’'un carcinoma colorectal és
1,7 cops més gran en pacients portadors d’'una mutacié en K-RAS que
en pacients no portadors d’aquesta mutacio.

. La preséncia de mutacions en el gen K-RAS es comporta com un factor
pronostic independent respecte el temps lliure de malaltia en pacients
diagnosticats d’'un carcinoma colorectal.

. El risc de recaiguda o d’apariciéo de metastasis en pacients diagnosticats
d’'un carcinoma colorectal és 1,9 cops més gran en pacients portadors
d'una mutaci6 en K-RAS que en pacients no portadors d'aquesta
mutacio.

. Donada la significacié pronostica de les mutacions en el gen K-RAS en
el CCR, seria recomanable efectuar la determinacié de [|estatus
mutacional de K-RAS en tots els casos de CCR i no només en els casos

de carcinomes colorectals metastatics.
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