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1 Introducció 

1.1 El càncer colorectal 

1.1.1 Epidemiologia 

El càncer colorectal (CRC, de l’anglès Colorectal Cancer) és un problema 

d’abast mundial, amb 746.000 nous casos cada any se situa en la tercera 

posició dels càncers més freqüents en homes (10%), darrere pulmó i pròstata. 

En dones, 614.000 nous casos cada any el situen com a segon càncer més 

freqüent (9,2%), tan sols darrere del de mama segons dades del Globocan de 

2012 (Torre et al. 2015; Ferlay et al. 2015). Existeix un patró geogràfic on els 

països reconeguts com a més desenvolupats mostren incidències més 

elevades per a aquesta malaltia (Figura 1). La mortalitat de la malaltia és una 

mica més baixa, 697.000 casos per any, amb més morts en els països 

reconeguts com a menys desenvolupats (52%), reflectint una pitjor 

supervivència de la malaltia en aquests països (Torre et al. 2015) (Figura 2). 

 

 

 

Figura 1.  Incidència del CRC a nivell mundial. Figura adaptada de Globocan 2012 
(http://globocan.iarc.fr). 
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Als Estats Units d’Amèrica, el CRC té una alta incidència, situant-se tercer en 

nombre total de casos darrere de pròstata i pulmó en homes, i de mama i 

pulmó en dones (Siegel et al. 2016). No obstant, segons dades provinents del 

National Institutes of Health (NIH), aquest càncer mostra una tendència a la 

baixa de nous casos per any, amb una mitjana al voltant d’un 3% menys de 

casos per any durant el període 2003-2012 (Siegel et al. 2016). L’increment en 

l’ús de la colonoscòpia, amb la finalitat d’eliminar lesions pre-canceroses, 

sembla ser el responsable de la baixada de la taxa d’incidència (Siegel et al. 

2012). Contràriament, la incidència ha pujat de mitjana un 1,8% per any entre el 

1992 i el 2012 al subgrup de pacients menors de 50 anys, on l’screening per a 

la detecció de la malaltia no està implementat (Siegel et al. 2016). 

1.1.2 Anatomia i histologia de l’intestí gros 

L’intestí gros es divideix en cinc seccions: el cec més el còlon ascendent, el 

còlon transversal, el descendent, el sigmoide i el recte. Paral·lelament és comú 

adoptar la divisió de l’intestí gros en dues seccions: el còlon proximal o dret que 

engloba el cec, el còlon ascendent i el transversal; i el còlon distal o esquerre 

que engloba el còlon descendent, sigmoide i recte (Figura 3). Aquesta 

classificació pren importància a nivell patològic ja que, com es descriurà més 

endavant, el tumors associats a inestabilitat de microsatèl·lits tendeixen a estar 

localitzats al còlon proximal, mentre que els que mostren inestabilitat 

cromosòmica tendeixen a estar localitzats al còlon distal (Lothe et al. 1993). A 

nivell histològic, podem diferenciar les següents capes de l’intestí gros,  des del 

Figura 2.  Mortalitat del CRC a nivell mundial. Figura adaptada de Globocan 2012 
(http://globocan.iarc.fr). 
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lumen cap a l’exterior: mucosa, submucosa, muscularis propria i serosa (Figura 

3). La mucosa la forma principalment una monocapa de cèl·lules epitelials que 

presenten invaginacions conegudes com a criptes de Lieberkühn. Entre els 

diversos tipus cel·lulars, a la base de les criptes es localitzen les cèl·lules mare. 

Aquestes, són cèl·lules indiferenciades totipotents que proliferen i donen lloc a 

la resta de tipus cel·lulars. Es pensa que mutacions en aquestes cèl·lules amb 

la posterior invasió de tota la cripta mitjançant expansió clonal podria ser l’inici 

del CRC (Brittan and Wright 2004). 

 

 

1.1.3 Classificació del CRC per estadiatges 

La classificació del CRC per estadiatges és un dels factors més importants a 

l’hora d’avaluar les diverses opcions terapèutiques i poder determinar com 

d’efectiu ha estat el mateix tractament. Històricament, s’han usat diversos 

criteris per a classificar el CRC, com el de Dukes o el posteriorment modificat 

d’Astler-Coller (Astler and Coller 1954). Actualment, la classificació més usada 

és el sistema TNM, establert per l’American Joint Committee on Cancer 

(Fleming et al. 1997) (Taula 1). Aquest sistema té en compte tres factors per a 

classificar el CRC:  

1. Tumor (T): S’estableix la progressió del càncer mitjançant l’avaluació del 

creixement a través de les diferents capes de l’intestí (T1-T4). 

Figura 3.  Representacions esquemàtiques de l’anatomia i de la secció transversal de 
l’intestí gros. 
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2. Nòduls limfàtics (N): Es valora la progressió del càncer mitjançant el 

comptatge de nòduls afectats (N0-N2). 

3. Metàstasi (M): S’examina la progressió del càncer mitjançant el 

comptatge d’òrgans llunyans envaïts (M0-M1). 

Taula 1. Classificació del CRC segons la classificació TNM. 

Categories T Grau d’infiltració a través de les capes de l’intestí 

Tx No hi ha informació disponible sobre la infiltració del tumor 

T0 No hi ha evidència de tumor primari 

Tis Carcinoma in situ. El càncer es manté a la mucosa 

T1 El tumor ha crescut a través de la muscularis mucosa i envaeix la submucosa 

T2 El tumor ha crescut a través de la submucosa i envaeix la muscularis propria 

T3 
El tumor ha crescut a través de la muscularis propria i arriba a les capes més externes 

de l’intestí però sense travessar-les. No envaeix òrgans o teixits veïns 

T4a El tumor ha crescut a través de la serosa 

T4b 
El tumor ha crescut a través de la capa més externa del còlon o recte i s’adhereix o 

envaeix teixits i/o òrgans veïns 

Categories N Grau d’invasió a ganglis limfàtics veïns 

Nx No hi ha informació disponible d’invasió a ganglis limfàtics 

N0 No hi ha invasió a ganglis limfàtics 

N1a Invasió a un gangli 

N1b Entre 2 i 3 ganglis afectats 

N1c 
El tumor es manté a la subserosa, mesenteri o a les capes més externes del còlon o 

recte sense ganglis regionals afectats 

N2a Entre 4 i 6 ganglis afectats 

N2b Més de 7 ganglis afectats 

Categories M Grau d’invasió a òrgans distants 

M0 No hi ha metàstasi 

M1a Presència de metàstasi distant confinat a un òrgan o teixit 

M1b Presència de metàstasi distant a més d’un òrgan 

 

Un cop establerta la classificació mitjançant el sistema TNM, i normalment 

posterior a la cirurgia, aquesta informació s’usa per a la classificació 

d’estadiatge global descrita a la Taula 2. Així el tractament del CRC varia en 

funció de l’estadiatge diagnosticat. En estadiatges primerencs (I i II), la cirurgia, 

per tal de extirpar el tumor, és el tractament més comú en còlon (98%) i recte 

(88%). Per pacient d’estadiatges III i alguns casos d’estadiatges II de còlon, la 

cirurgia es combina amb uns sis mesos aproximadament de quimioteràpia per 

tal de reduir el risc de recurrència. No obstant, el tractament amb quimioteràpia 
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en estadiatges II està força discutit. D’altra banda, els estadiatges II i III de 

recte es tracten amb quimioteràpia neoadjuvant combinat amb radioteràpia. Pel 

que fa a la supervivència als 5 anys, aquesta se situa al voltant del 90% en 

pacients on el tumor està localitzat. Un cop el càncer envaeix nòduls o òrgans 

propers la supervivència als 5 anys baixa al 70,4%. Finalment, quan la malaltia 

envaeix òrgans llunyans la supervivència als 5 anys baixa fins al 12,5% 

(DeSantis et al. 2014). 

Taula 2. Estadiatges del CRC  

Estadiatges T N M 

0 Tis N0 M0 

I 
T1 N0 M0 

T2 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T4a N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

IIIA 
T1-T2 N1/N1c M0 

T1 N2a M0 

IIIB 

T3-T4a N1/N1c M0 

T2-T3 N2a M0 

T1-T2 N2b M0 

IIIC 

T4a N2a M0 

T3-T4a N2b M0 

T4b N1-N2 M0 

IVA T1-T4 N1-N2 M1a 

IVB T1-T4 N1-N2 M1b 

 

1.1.4 Etiologia del CRC 

El 95% dels carcinomes de còlon són adenocarcinomes, i per tant, aquests 

s’originen a les cèl·lules epitelials del còlon. La major part d’aquests tipus de 

càncer, al voltant d’un 70-80%, són esporàdics. D’altra banda, fins a un 25% 

dels pacients s’agrupen al tipus de CRC familiar, on en aquestes famílies la 

freqüència de desenvolupar la malaltia és superior a l’esporàdic, però sense 

seguir un patró característic del càncer hereditari. Dins d’aquest grup, tan sols 

entre un 5-6% dels casos estan associats a mutacions en gens d’alta 

penetrància que presenten una herència mendeliana dominant o recessiva 

(Figura 4). És en aquest grup de casos on s’agrupen les síndromes 
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polipòsiques, polipòsiques hemartomatoses i no polipòsiques que s’enumeren a 

la Taula 3. 

Taula 3. Síndromes hereditàries de predisposició al CRC.  

Síndrome Incidència Gen Característiques 

FAP 
1:35000 – 

1:50000 
APC 

Herència autosòmica dominant. Aparició de múltiples pòlips 

adenomatosos (>100) a còlon i recte al voltant dels 20-30 anys 

d’edat. Risc a patir CRC proper al 100%. Existeix la versió 

atenuada (AFAP), la qual presenta menys pòlips (entre 40-50) 

(Lynch et al. 2003). 

Lynch/ 

HNPCC 
1:500 

MLH1 Herència autosòmica dominant. És el més freqüent de tots els 

CRC hereditaris, representant entre un 2-3% dels casos totals 

de CRC. Associat a mutacions en el gens de reparació de 

bases mal aparellades. S’han proposat múltiples criteris i 

revisions d’aquests per tal d’establir una normativa diagnòstica 

per aquesta síndrome i per l’anàlisi de MSI (Amsterdam I, II i 

Bethesda) (Vasen et al. 1991, 1999; Rodriguez-Bigas et al. 

1997) 

MSH2 

MSH6 

PMS2 

EPCAM 

MAP 
1:2000 – 

1:4000 
MUTYH 

Tipus de síndrome adenomatosa similar fenotípicament a la 

FAP/AFAP però amb herència autosòmica recessiva del gen 

MUTYH (Al-Tassan et al. 2002). 

Poliposi 

juvenil 

1:16000 – 

1:100000 

SMAD4 
Herència autosòmica dominant. És la síndrome de poliposi 

hemartomatosa més freqüent. Aparició de pòlips en tot el tracte 

intestinal amb elevat risc de desenvolupar CRC (Desai et al. 

1995) 
BMPR1A 

Peutz-

Jeghers 

1:50000 – 

1:200000 
STK11 

Herència autosòmica dominant. Es caracteritza per l’aparició 

de múltiples pòlips hemartomatosos al llarg de tot el tracte 

gastrointestinal. Pigmentació mucocutània (Dunlop et al. 2002). 

Cowden 1:200000 PTEN 

Herència autosòmica dominant. Els pòlips hemartomatosos 

d’aquesta síndrome acostumen a presentar-se a la mama, 

tiroides, pell i sistema nerviós central, a part del tracte 

gastrointestinal (Schreibman et al. 2005). 

Bannayan-

Ruvalcaba-

Riley 

ND PTEN 

Herència autosòmica dominant. Els pòlips es localitzen 

principalment a la llengua i al còlon. Associació amb 

manifestacions extracolòniques, com macrocefàlia o retard 

mental. No s’ha descrit un risc de lesions neoplàsiques 

associades (Schreibman et al. 2005). 

PPAP ND 
POLE Recentment descrita. Herència autosòmica dominant. 

Polipòsica. Mutacions germinals al domini exonucleasa de 

dues polimerases. Fenotip hipermutador (Palles et al. 2012). POLD1 
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1.2 Classificació molecular del CRC  

Quan es resumeixen les característiques comunes que presenten les cèl·lules 

tumorals de qualsevol tipus de càncer s’acostuma a recórrer a les 

característiques descrites per Hanahan i Weinberg (Hanahan and Weinberg 

2000). Aquest model, que inicialment englobava 6 característiques, s’ha revisat 

posteriorment donant lloc a l’actual model on es proposen 10 característiques 

comunes presents a la cèl·lula tumoral (Hanahan and Weinberg 2011). (Figura 

5). 

 

 

Figura 4.  Classificació del CRC. Adaptada de Randall WB. Gastroenterology 2000. 

Figura 5.  Característiques del càncer. Adaptada de Hanahan and Weinberg. Cell 2011. 
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L’adquisició de la inestabilitat genòmica és una de les principals 

característiques que explica el model de progressió del CRC, la seqüència 

adenoma-carcinoma descrita a principis dels anys 90 (Fearon and Vogelstein 

1990). Les constants revisions del model, proposen que el CRC esdevé d’una 

progressiva transformació de l’epiteli colònic normal fins a l’adenocarcinoma, a 

través d’una orquestrada sèrie d’esdeveniments genètics i/o epigenètics, entre 

d’altres anomalies (Colussi et al. 2013) (Fig. 6). Els tipus d’alteracions 

moleculars que succeeixen durant la progressió són els que han definit, 

tradicionalment, les tres vies de progressió que encara s’usen a l’hora de 

classificar el CRC; la via del fenotip metilador d’illes CpG (CIMP), la inestabilitat 

de microsatèl·lits (MSI, de l’anglès Microsatellite Instability) i la inestabilitat 

cromosòmica (CIN, de l’anglès Chromosome Instability). Recentment, s’ha 

descrit una nova classificació del CRC, dividida en quatre subtipus moleculars 

(CMS, de l’anglès Consensus Molecular Subtypes). Les característiques que 

engloba cadascun d’aquests subtipus es descriuen a la Taula 4. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Seqüència adenoma-carcinoma. Adaptada de Walther, et al. Nature Reviews 
Cancer 2009. 
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Taula 4. Classificació CMS del CRC  

CMS1 

MSI Immune 

CMS2 

Canònica 

CMS3 

Metabòlica 

CMS4 

Mesenquimal 

14% 37% 13% 23% 

MSI, CIMP elevada, 

Fenotip 

hipermutador 

Presència de 

CNAs 

MSI intermitja, 

CIN baixa, 

CIMP baixa 

Presència de 

CNAs 

Mutacions a BRAF  Mutacions a KRAS  

Infiltració i activació 

immunitària 

Activació  

de WNT i MYC 

Desregulació 

metabòlica 

Infiltració de 

l’estroma, 

activació de TGFβ 

i angiogènesi 

Pitjor supervivència 

després de 

recurrència 

  

Elevada 

recurrència i pitjor 

supervivència 

 

1.2.1 Via del fenotip metilador d’illes CpG (CIMP) 

Les illes CpG són regions del DNA riques en dinucleòtids citosina-guanina. 

Aquestes regions s’han vist associades a gran part de les seqüències 

promotores del genoma humà. La metilació de les illes CpG al promotor d’un 

gen en concret pot comportar el silenciament d’aquest gen. Així, els tumors que 

segueixen la via CIMP del CRC es caracteritzen per presentar hipermetilació en 

illes CpG dels promotors de certs gens supressors de tumors (TSGs). 

Exemples clàssics d’aquesta hipermetilació són els que es donen als gens: 

CDKN2A, MGMT o MLH1. 

1.2.2 Inestabilitat de microsatèl·lits (MSI) 

Els microsatèl·lits són un tipus d’element repetitiu del DNA, també coneguts 

com a repeticions curtes en tàndem (STR, de l’anglès short tandem repeats) els 

quals són seqüències curtes, aproximadament entre 1-5 parells de bases i 

repetides des de 5 fins a 50 vegades. Aquestes seqüències, juntament amb 

altres (minisatèl·lits, satèl·lits), són repeticions en tàndem disposades al llarg de 

tot el genoma i que representen el 3% del total del genoma humà. A causa de 

la seva estructura repetitiva, aquestes seqüències són propenses a patir 

mutacions arrel d’errors en la replicació del DNA. Específicament la polimerasa 

llisca en aquestes regions repetitives i conseqüentment es generen alteracions 
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de tipus insercions o delecions. Aquestes alteracions poden comportar canvis 

en el patró de lectura del DNA (de l’anglès, frameshift mutacions). Els tumors 

que segueixen la via MSI del CRC presenten inactivació a algun dels gens 

associats a la via de reparació de bases mal aparellades (MMR, de l’anglès 

Mismatch Repair). Les set proteïnes que defineixen el sistema DNA MMR són: 

MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 i PMS2 (Boland and Goel 2010). 

Aquests tumors no reparen els errors de replicació produïts als microsatèl·lits, 

fet que comporta l’acumulació de mutacions frameshift en aquestes seqüències 

repetitives. Al voltant d’un 15% de tots els CRC mostren la via MSI (Boland and 

Goel 2010). La gran majoria d’aquests tumors són esporàdics (80-85%) amb 

presència d’hipermetilació somàtica al gen MLH1 (Cunningham et al. 1998). La 

resta de casos (15-20%) corresponen a casos hereditaris amb síndrome de 

Lynch (Boland and Goel 2010). Els tumors que segueixen aquesta via 

tendeixen a presentar cariotips propers a ser diploides, fenotips hipermutadors i 

manifestar-se en el còlon proximal. 

1.2.3 Inestabilitat cromosòmica 

La inestabilitat cromosòmica (CIN) es defineix com l’increment de la taxa de 

guanys i pèrdues de cromosomes sencers o regions cromosòmiques. 

(Lengauer et al. 1998). El terme CIN numèrica fa referència als guanys i 

pèrdues de cromosomes sencers, mentre que la CIN estructural engloba les 

alteracions que resulten en guanys i pèrdues de regions subcromosòmiques. 

La conseqüència més evident d’ambdós tipus de CIN al càncer és la de 

presentar cariotips molt variables entre cèl·lules del mateix tumor. 

1.2.3.1 CIN numèrica: Aneuploïdia 

L’aneuploïdia és l’estat en que un cariotip presenta un o més d’un guany i/o 

pèrdua d’un cromosoma sencer i, per tant, difereix de contenir el nombre de 

cromosomes que presenta una cèl·lula diploide normal (N=46). Tot i que 

l’aneuploïdia s’ha associat al càncer des de fa més d’un segle, si aquest estat 

cel·lular és per se una causa del càncer o una conseqüència del fenotip CIN 

que presenta la malaltia encara està en discussió (Hansermann 1890; Boveri 

1902; Holland and Cleveland 2009). Les causes de l’aneuploïdia són múltiples, 

tot i que, una fracció força important es deu a errors de segregació en mitosi, 
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especialment en aquells tumors que mostren genomes propers a ser diploides 

(Holland and Cleveland 2009). S’ha estimat que aquest tipus de CIN resulta en 

un guany o una pèrdua cada cinc divisions mitòtiques, més o menys (Lengauer 

et al. 1998). A continuació es descriuen els diversos mecanismes causants de 

l’aneuploïdia englobats a la Figura 7.  

Alteracions al punt de control de la mitosi (a): Les proteïnes que formen part 

d’aquest punt de control s’encarreguen d’assegurar que existeix una unió 

correcte entre els cinetocors i els microtúbuls del fus acromàtic, en la transició 

de metafase a anafase. Alteracions en aquestes proteïnes són la causa que la 

mitosi progressi normalment en casos d’unions incorrectes (Thompson et al. 

2010). 

Defectes en la cohesió de cromàtides germanes (b): Quan la cohesió entre 

cromàtides germanes persisteix en l’anafase, ambdues cromàtides poden 

segregar al mateix pol (Holland and Cleveland 2009). Aquest esdeveniment es 

coneix amb el terme de no-disjunció. 

Defectes en la unió cinetocor-microtúbul (c): En condicions normals els 

cinetocors de cada cromàtide s’uneixen als microtúbuls del fus d’un únic pol. 

Les unions merotèliques es descriuen quan els cinetocors s’uneixen a 

microtúbuls d’ambdós pols. En aquestes ocasions s’observa un enderreriment 

de la cromàtide implicada a l’anafase, donant lloc a la possible pèrdua de la 

mateixa (Nicholson and Cimini 2011). Aquest esdeveniment es coneix amb el 

terme de pèrdua anafàsica. 

Presència de centrosomes supernumeraris (d): Aquest últim mecanisme és 

comú després d’una tetraploidització, on la formació de divisions multipolars 

transitòries, amb posteriors agrupacions de centrosomes formant divisions 

pseudo-bipolars, augmenta la freqüència d’unions merotèliques (Ganem et al. 

2009; Silkworth et al. 2009).   
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1.2.3.2 Tetraploïdia 

S’ha discutit àmpliament a la literatura el possible paper funcional que tindria la 

tetraploidització del genoma amb la posterior i consecutiva pèrdua de diferents 

cromosomes generant  genomes altament aneuploides (Shackney et al. 1989; 

Storchova and Pellman 2004). Diferents evidències reforcen la hipòtesi de la 

tetraploidització del genoma tumoral com a un dels esdeveniments principals 

pels quals la cèl·lula tumoral esdevé inestable. Entre aquestes evidències es 

troba la presència d’una distribució bimodal en el nombre de cromosomes, on 

molts tipus de càncers mostren tumors propers a ser diploides i d’altres 

altament aneuploides, propers a ser triploides o tetraploides (Storchova and 

Figura 7.  Mecanismes de formació d’aneuploïdia. Adaptada de Holland and Cleveland. 

Nature reviews. Molecular cell biology 2009. 
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Kuffer 2008). El CRC, entre d’altres tipus de càncers, mostra freqüències molt 

elevades d’aquests tumors altament aneuploides (Zack et al. 2013a). Una altra 

evidència és la detecció de centrosomes supernumeraris en línies cel·lulars i 

tumors primaris, que com prèviament s’ha descrit, resulten en múltiples 

aneuploïdies a causa de divisions pseudo-bipolars i unions merotèliques 

(Ganem et al. 2009; Silkworth et al. 2009; del Rey et al. 2010). A més, s’han 

descrit cèl·lules properes a un genoma tetraploide en estadiatges primerencs 

de càncer de cèrvix i en la progressió de la lesió pre-maligne de Barrett cap a 

l’adenocarcinoma d’esòfag, on finalment s’observen cariotips altament 

aneuploides (Galipeau et al. 1996; Olaharski et al. 2006). Aquests cariotips 

altament aneuploides que mostren certs tipus tumorals són difícilment 

explicables pel simple guany de cromosomes en mitosi. Diversos autors 

reforcen aquesta hipòtesi, suggerint que l’estat intermedi del genoma 

tetraploide, al qual s’hi arriba per una duplicació de tot el genoma, és altament 

inestable, i mitjançant una elevada taxa de pèrdues cromosòmiques, el tumor 

assoleix un estat més estable confinat a un genoma altament aneuploide (Baia 

et al. 2008; Zack et al. 2013a). La tetraploidització de la cèl·lula tumoral es pot 

formar per un d’aquests tres mecanismes: fusió cel·lular, manca de citocinesi o 

de la mitosi (Davoli and de Lange 2011) (Figura 8). 
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Mutacions en diversos gens, entre els que destaca APC, s’han associat a 

tetraploidització en càncer (Dikovskaya et al. 2007; Caldwell et al. 2007). La 

conseqüència més directa d’aquesta tetraploidització és permetre al tumor tenir 

un fenotip mutador més elevat, on les delecions, pèrdues cromosòmiques, 

mutacions inactivadores, entre d’altres alteracions, seran permeses més 

fàcilment que en tumors diploides on la pèrdua d’un cromosoma sencer pot ser 

letal. Aquesta hipòtesi ha estat validada en llevats on s’han comparat genomes 

diploides contra haploides (Thompson et al. 2006). D’aquesta manera, 

mitjançant la duplicació del genoma s’espera que el tumor augmenti la 

probabilitat d’obtenir canvis favorables des d’un punt de vista selectiu 

Figura 8. Mecanismes de tetraploidització. Adaptada de Storchova and Kuffer. Journal of Cell 

Science 2008. En les vies de fusió cel·lular i manca de citoquinesi es generen cèl·lules 

binucleades que contenen dos centrosomes. Aquestes cèl·lules poden formar cèl·lules 

tetraploides mononucleades després de dividir-se en la següent mitosi. L’evasió de la mitosi 

és una adaptació cel·lular després d’una arrest en mitosi permanent. Les cèl·lules passen per 

anafase, telofase i citoquinesi i progressen en el següent cicle a G1 sense corregir l’error 

mitòtic que ha produït l’aturada a mitosi. Les cèl·lules que deriven d’aquesta via presenten un 

nucli tetraploide acompanyat de dos centrosomes. 2N, nucli diploide; 4N, nucli tetraploide; 

4C, nucli diploide amb cromosomes replicats. 
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(Shackney et al. 1989; Storchova and Pellman 2004; Davoli and de Lange 

2011). De fet, la tetraploïdia i, en conseqüència, l’elevat grau d’aneuploïdia 

s’han relacionat amb l’agressivitat del tumor, pitjor prognosi i generació de 

metàstasi (Camps et al. 2004; Gerlinger et al. 2012). 

1.2.3.3 Inestabilitat cromosòmica estructural 

Un altre tipus d’inestabilitat cromosòmica, característica dels cariotips tumorals, 

és la que dona lloc a alteracions conegudes com estructurals (SV, de l’anglès 

Structural Variation). Aquestes variants estructurals es divideixen en alteracions 

equilibrades, que no comporten ni guany ni pèrdua de material genètic, i 

alteracions desequilibrades (Lupski 2015). Entre les alteracions equilibrades es 

troben les translocacions recíproques, inversions, insercions. Tot i que gran 

part d’aquestes alteracions no acostumen a tenir un paper funcional per al 

desenvolupament del tumor, algunes fusions gèniques resultants de 

translocacions recíproques s’han descrit per ser claus en la progressió de certs 

tumors hematològics. Un exemple molt conegut és la formació del cromosoma 

Philadelphia, resultat de la translocació recíproca entre els cromosomes 9 i 22 

en leucèmia mieloide crònica (CML, de l’anglès Chronic Mielogenous 

Leukemia). D’altra banda en CRC, entre d’altres tumors sòlids, s’observa una 

alta freqüència d’alteracions desequilibrades, el que condueix a aquest 

genomes a presentar diverses delecions i amplificacions de regions 

cromosòmiques (Cancer Genome Atlas Network et al. 2012). Juntament amb 

l’aneuploïdia, descrita prèviament, aquestes anomalies es coneixen com 

alteracions en nombre de còpies (CNAs, de l’anglès Copy Number Alterations).  

Els estudis de càncer, amb l’ús de grans cohorts, han portat a l’observació de 

diferents perfils de CNAs específics per tipus tumoral (Zack et al. 2013a). El 

gran repte que existeix actualment referent a l’estudi de CNAs en càncer és el 

de distingir entre aquells esdeveniments que contribueixen en el 

desenvolupament, manteniment o progressió del tumor de les CNAs que 

podríem definir com eventuals i que no contribueixen en el procés de la 

neoplàsia (Beroukhim et al. 2010a). En molts casos, regions focals de CNAs, 

per un tipus tumoral concret, s’han associat a l’afectació de gens importants per 

al desenvolupament del mateix càncer. Així, regions d’amplificació recurrents 
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acostumen a afectar oncogens, gens que mitjançant la seva sobre-activació 

poden comportar una proliferació descontrolada. Contràriament, en regions 

cromosòmiques de pèrdua s’hi localitzen, generalment, gens supressors de 

tumors (TSGs, de l’anglès Tumor Suppressor Genes). Aquests gens, a 

diferència dels oncogens, tenen un caràcter recessiu i per tant requereixen de 

la inactivació dels seus dos al·lels per tal que aportin un paper funcional al 

desenvolupament del càncer. Basat en la teoria dels two-hit de Knudson, un 

TSG pot estar inactivat en un dels seus dos al·lels, a causa d’una mutació 

inactivant germinal o somàtica (first hit). Posteriorment, podria adquirir una 

segona mutació somàtica inactivant a l’al·lel normal, el que suposaria el second 

hit del model (Knudson 1971). Altres alteracions que s’inclouen en aquest 

second hit podrien ser: inactivació per metilació o una pèrdua del cromosoma 

sencer o regió cromosòmica que contingui l’al·lel normal. D’aquesta manera, 

l’estudi de regions recurrents de pèrdua al càncer ha estat clau per la 

identificació de nous TSGs específics per tipus tumoral.  

No obstant, durant els últims anys la disomia uniparental (UPD, de l’anglès 

Uniparental Disomy), un esdeveniment prèviament descrit a nivell 

constitucional, ha esdevingut clau en la pèrdua de funció de TSGs (Tuna et al. 

2009). Seguint el model de Knudson, la UPD actua com a mecanisme alternatiu 

a la monosomia o deleció per inactivar un TSG. Mitjançant una pèrdua del 

cromosoma que conté l’al·lel normal i la posterior duplicació del cromosoma 

que conté l’al·lel mutat, la cèl·lula esdevé disòmica però amb la presència d’una 

mutació inactivant i en homozigosi en un TSG. 

1.3 Disomia uniparental (UPD) 

1.3.1 UPD constitucional 

La disomia uniparental es va descriure per primera vegada l’any 1980 pel Dr. 

Eric Engel, el qual va definir que la UPD succeïa a l’heretar dues còpies 

cromosòmiques del mateix progenitor, principalment a causa d’errors en meiosi 

(Engel 1980b). Aquest esdeveniment és una de les causes de diverses 

manifestacions clíniques associades a set grans síndromes: Prader-Willi, 

Angelman, Bechwith-Wiedeman, Silver-Russell, diabetis neonatal transitòria, 

UPD materna del cromosoma 14 (síndrome de Temple) i UPD paterna del 
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cromosoma 14 (Liehr 2010). Així, el concepte de UPD va quedar molt 

relacionat a un esdeveniment patològic associat a nivell constitucional. 

D’entrada, cal diferenciar entre la UPD en heterodisomia (UPHD, de l’anglès 

Uniparental Heterodisomy), resultat de l’herència dels dos cromosomes 

homòlegs provinents de la mateixa via parental, i la isodisomia (UPID, de 

l’anglès Uniparental Isodisomy), resultat de l’herència del mateix cromosoma 

homòleg com a nova parella d’homòlegs (Tuna et al. 2009; Makishima and 

Maciejewski 2011; Lapunzina and Monk 2011) (Figura 9).  

 

 

 

Els dos tipus de UPD poden donar lloc a malalties associades a regions 

d’empremta genòmica amb pèrdua o guany d’empremta (LOI o GOI, de l’anglès 

Loss Of Imprinting o Gain Of Imprinting). A més, la UPID té com a 

conseqüència una pèrdua d’heterozigositat (LOH, de l’anglès Loss Of 

Heterozygosity), el que pot comportar el desenvolupament de malalties 

associades a gens recessius (Fu et al. 2014). En els casos on la patogenicitat 

de la UPD succeeix en regions on es localitzen gens d’empremta, s’ha de tenir 

en compte que la seva expressió és monoal·lèlica. Per exemple, la síndrome 

de Prader-Willi està associada, entre d’altres anomalies, a la UPD del 

Figura 9.  Heterodisomia i isodisomia. En l’heterodisomia s’hereten dos cromosomes 

homòlegs provinents de la mateixa via parental. En l’isodisomia s’hereta el mateix 

cromosoma. 
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cromosoma matern implicant la regió cromosòmica 15q11.13, mentre que la 

síndrome d’Angelman està associada a la mateixa regió però amb el 

cromosoma patern duplicat (Cassidy and Schwartz 1998). Un altre exemple és 

el de la UPD paterna a la regió 11p15, associada a la síndrome de Beckwith-

Wiedemann. Aquests pacients pateixen d’hemihiperplàsia localitzada. En 

aquesta regió es troba un dels gens empremtats més conegut com és IGF2. 

Diversos estudis han descrit que els pacients que mostren aquesta alteració 

pateixen un risc elevat d’adquirir càncer infantil com el tumor de Wilm’s, 

hepatoblastoma, carcinoma adrenocortical i neuroblastoma, entre d’altres 

(Shuman et al. 2006; Bertoin et al. 2014).  

Recentment en població normal, tres meta-anàlisis han identificat freqüències 

properes a l’1%  de presentar UPDs en mosaic, entre d’altres anomalies 

cromosòmiques (Rodríguez-Santiago et al. 2010; Jacobs et al. 2012; Machiela 

et al. 2015). El possible paper funcional d’aquests mosaicismes constitucionals 

és desconegut, tot i que es suggereix que apareixen com a conseqüència d’un 

deteriorament del DNA causat per l’edat (Jacobs et al. 2012; Machiela et al. 

2015). 

1.3.2 Mecanismes de formació de UPD constitucional 

Els mecanismes de formació de la UPD són diferents en funció de si l’anomalia 

afecta cromosomes sencers o segments cromosòmics (Tuna et al. 2009; 

Makishima and Maciejewski 2011; Lapunzina and Monk 2011). Els mecanismes 

de formació de la UPD de cromosomes sencers inclouen (Figura 10):  

Complementació gamètica (a): Teòricament és l’opció més simple per crear 

una UPD de cromosoma sencer, no obstant és la menys probable, ja que seria 

necessari l’error del mateix cromosoma en els gàmetes dels dos pares. Així, la 

UPD esdevé de la fecundació d’un gàmeta disòmic i un altre nul·lisòmic, 

Rescat trisòmic (b): És el mecanisme més comú de formació de UPDs. El 

rescat trisòmic tindria lloc en estadis postzigòtics molt primerencs, on es perdria 

un cromosoma mitjançant pèrdua anafàsica. 

Rescat monosòmic (c): En aquest cas, el rescat és d’un zigot monosòmic que 

prové de la fecundació d’un gàmeta monosòmic i d’un altre nul·lisòmic generats 
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a meiosi. Un esdeveniment de no-disjunció postzigòtic acabaria formant la 

UPD. 

Errors en mitosi (d): Esdeveniments consecutius de no-disjunció i pèrdua 

anafàsica en casos monosòmics o trisòmics, respectivament. 

A més dels quatre mecanismes prèviament descrits, existeixen diferents 

reordenaments complexos que podrien, potencialment, formar UPDs (Liehr 

2010). 

 

 

D’altra banda, la UPD segmental podria sorgir com a conseqüència d’una 

recombinació homòloga postzigòtica, entre l’homòleg matern i patern, fet que 

comportaria l’adquisició d’una regió cromosòmica en isodisomia (Kotzot 2008) 

(Figura 11). 

Figura 10 . Mecanismes de formació de UPD de cromosoma sencer. (a) Complementació 

gamètica; (b) rescat trisòmic; (c) rescat monosòmic; (d) erros en mitosi. 
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1.3.3 UPD i càncer 

Arrel de la millora tecnològica de genotipatge (SNP arrays) i la subseqüent 

anàlisi a gran escala de diferents tipus de tumors, s’ha identificat la UPD com a 

esdeveniment recurrent en càncer (Tuna et al. 2009; Makishima and 

Maciejewski 2011). Davant l’increment de publicacions en els darrers anys, cal 

fer èmfasi en la terminologia usada a la literatura. D’una banda, diversos grups 

opten per usar el terme copy-neutral LOH (cnLOH) o simplement, LOH, per tal 

de definir aquesta alteració. Altres grups opten per mantenir la terminologia de 

UPD, sovint amb l’addició de termes que defineixen la naturalesa somàtica de 

l’esdeveniment com: acquired UPD o somatic UPD. És important tenir en 

compte que la LOH pot estar associada també a un guany en nombre de 

còpies, terme definit com a copy-gain LOH (cgLOH) o uniparental polisomy 

(UPP) (Zarzour et al. 2015). A més, en els casos on el genoma tumoral és 

poliploide (triploide o ploïdies superiors), una cnLOH pot correspondre a casos 

amb tres cromosomes o més, i per tant, tècnicament no es poden definir com a 

UPDs. És en aquests casos que també s’adopta la terminologia UPP. A mode 

de simplificació en aquesta tesi s’utilitzarà el terme UPD. 

Múltiples estudis han identificat patrons específics de UPD per tipus tumoral. 

Alhora, aquestes regions específiques de UPD s’han associat amb la 

inactivació de TSGs o l’activació d’oncogens. Per exemple, s’ha descrit que un 

20% dels pacients de leucèmia mieloide aguda (AML, de l’anglès Acute Myeloid 

Leukemia) presenten UPD de manera freqüent (Raghavan et al. 2005; 

Figura 11 . Formació de UPD segmental mitjançant recombinació homòloga. Figura adaptada 

de Moynahan and Jasin. Nature Reviews 2010. La recombinació homòloga pot donar lloc a 

una UPD telomèrica quan existeix un entrecreuament i posteriorment les cromàtides 

recombinants segreguen a pols oposats. 
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Tyybäkinoja et al. 2008). A més, en les regions recurrents de UPD s’han 

identificat mutacions en quatre gens diferents, inclosos WT1, FLT3, CEBPA i 

RUNX1 (Fitzgibbon et al. 2005). En estudis de grans cohorts de pacients amb 

diversitat de mielodisplàsies s’han trobat freqüències de UPD d’entre el 20 i el 

35% (Gondek et al. 2008). Un altre estudi en síndrome mielodisplàsica (MDS, 

de l’anglès Myelodysplastic Syndrome), mostra que dos dels subgrups que 

conformen aquesta neoplàsia, els que presenten la deleció 5q i els que no la 

tenen, mostren altes freqüències de UPD (Wang et al. 2008). Alguns estudis 

descriuen que els pacients amb tumors mieloides amb presència de UPDs a les 

regions cromosòmiques 7q, 11q o 17p presenten pitjor pronòstic (Gondek et al. 

2008; Makishima et al. 2009; Jasek et al. 2010). En leucèmia limfoblàstica 

aguda (ALL, de l’anglès Acute Lymphoblastic Leukemia) també s’han identificat 

regions freqüents de UPD, especialment a la regió cromosòmica 9p, on 

s’observa recurrentment afectat el gen CDKN2A (Mullighan et al. 2007; Kuiper 

et al. 2007; Kawamata et al. 2008b). No obstant, un altre estudi proposa la 

presència potencial d’altres gens importants en la regió, ja que la mutació de 

CDKN2A no s’observa en cap dels pacients amb UPD a 9p (Sulong et al. 

2009). Inicialment, la UPD al braç cromosòmic 9p es va detectar en un 33% 

dels pacients amb policitèmia vera. Posteriorment, es va associar aquesta 

alteració amb la mutació en homozigosi amb guany de funció de JAK2V167F 

(Kralovics et al. 2002, 2005). Des de llavors, diversos estudis de genotipatge en 

diferents síndromes mieloproliferatives han identificat UPDs recurrents en 

aquesta regió, constituint-se d’aquesta manera en una alteració característica 

d’aquests tumors (Jones et al. 2005; Yamamoto et al. 2007; Kawamata et al. 

2008a; Wang et al. 2016). Un altre exemple de UPD característica de tipus 

tumoral és la que es troba en leucèmia limfoblàstica crònica (CLL, de l’anglès 

Chronic Lymphocytic Leukemia) on gran part del cromosoma 13 mostra LOH, 

amb una petita deleció en homozigosi a 13q14, on s’hi localitzen els 

microRNAs miR-15a/miR-16-1 (Pfeifer et al. 2007; Lehmann et al. 2008). En 

tricoleucèmia, un subtipus de CLL, s’han identificat UPDs afectant la mateixa 

regió del cromosoma 13 (Forconi et al. 2008). En leucèmies associades a 

neurofibromatosi de tipus I, s’han descrit UPD segmentals i intersticials a 17q 

afectant NF1 (Stephens et al. 2006; Flotho et al. 2007). A més d’aquesta 

alteració, també s’ha detectat una UPD recurrent a la regió cromosòmica del 
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11q, associada amb mutacions a CBL en casos de leucèmia mielomonocítica 

juvenil (Loh et al. 2009; Steinemann et al. 2010). Un cas interessant és el que 

presenta el mieloma múltiple, on s’han descrit UPDs freqüents afectant 

diverses regions petites al llarg del genoma, només en un subgrup de pacients 

concrets, els quals no presenten la translocació t(11;14) (Walker et al. 2006). 

Aquest treball suggereix que la freqüència diferencial de UPDs que existeix 

entre els dos subgrups pot influir en la prognosi dels pacients (Walker et al. 

2006). D’altra banda, en limfoma de cèl·lules del mantell s’ha descrit una 

associació entre la presència de la translocació t(11;14)(q13;q32) amb diverses 

alteracions secundàries, inclosa la UPD a la regió del braç curt del cromosoma 

17 amb afectació a TP53 (Bea et al. 2009). En limfoma fol·licular i fol·licular 

transformat, també es descriuen UPDs afectant, principalment regions 

cromosòmiques 9p (CDKN2A) i 17p (TP53) (Fitzgibbon et al. 2007).  

Pel què fa a tumors sòlids, el retinoblastoma va ser el primer tipus tumoral en el 

qual se li van descriure regions de UPD, en aquest cas involucrant el 

cromosoma 13 on es localitza el TSG RB1 (Hagstrom and Dryja 1999). En 

càncer de mama s’han identificat UPDs, amb freqüències properes al 10%, en 

regions on es localitzen dos TSGs, RB1 i TP53 (Murthy et al. 2002). A més, 

s’han reportat freqüències més elevades de UPD en tumors de mama i ovari 

associats a mutacions germinals de BRCA1 comparat amb casos esporàdics 

(Johnson et al. 2008; Walsh et al. 2008). En adenocarcinoma d’esòfag s’ha 

descrit que la UPD és un esdeveniment molt freqüent i que afecta principalment 

als braços cromosòmics 2p, 9q i 17p (Nancarrow et al. 2008; Frankel et al. 

2014). D’altra banda, al càncer d’esòfag escamós s’observen regions de UPD 

diferents a les descrites per l’adenocarcinoma, mostrant els braços 

cromosòmics 2p, 5p, 19p, i 20q com els més freqüents (Hu et al. 2010). En 

carcinoma escamós de boca, un tipus de càncer de cap i coll, s’ha observat 

una freqüència elevada, 90% dels casos, de UPDs a la regió 16p11.2  (Morita 

et al. 2016). En càncer renal de cèl·lules clares la freqüència de UPDs és més 

baixa amb algun cas concret a la regió del 3q i cromosomes 6 i 7 (Toma et al. 

2008). Recentment, en càncer gàstric s’han identificat regions recurrents de 

UPD als braços cromosòmics 5q, 11q, i 12q (Arakawa et al. 2017). Els autors 

destaquen múltiples gens candidats en aquestes regions. En tumors 
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pancreàtics s’ha identificat una freqüència de UPDs propera al 15%, afectant 

molt específicament les regions 4q22.3-q23, 4q31.21-q31.23 i 18q21.1 (Harada 

et al. 2008). En carcinoma de cèl·lules basals les UPDs afecten les regions del 

6q i 9q (Teh et al. 2005). En hepatoblastoma la UPD afecta principalment la 

regió 11p15 on es localitza IGF2 (Suzuki et al. 2008). En neuroblastoma 

s’observa la regió del 9p, afectant el TSG CDKN2A (Carén et al. 2008). 

Finalment, en glioblastoma també s’observen UPDs recurrents a 17p, afectant 

TP53 (Lo et al. 2008). 

1.3.3.1 UPD i càncer colorectal 

Referent al CRC, diversos estudis han descrit la UPD com a un esdeveniment 

freqüent en tipus esporàdics, mentre que la mateixa alteració és molt menys 

present en CRC amb MSI (van Puijenbroek et al. 2008; Melcher et al. 2011). El 

mateix grup identifica les regions cromosòmiques 5q21.1-q22.3 i 17p13.2-p13.1 

com a les més freqüents, 31% i 25% respectivament, de presentar UPD en 

CRC esporàdic (Melcher et al. 2011). Les dues regions contenen dos TSGs 

molt importants en les vies de progressió de CRC, com són APC i TP53. A més 

d’aquestes dues regions, un altre estudi que usa una cohort força gran de 

tumors primaris descriu com a UPDs freqüents els cromosomes 11, 14 i 15 i els 

braços cromosòmics 8p i 18q (Kurashina et al. 2008). Els autors d’aquest article 

destaquen SMAD4, a més de APC i TP53, com a gens involucrats en 

esdeveniments de UPD. De fet, aquests tres TSGs s’han descrit per estar 

recurrentment afectats per esdeveniment de UPD en dos estudis realitzats en 

múltiples línies cel·lulars de CRC (Gaasenbeek et al. 2006; Melcher et al. 

2007). Tanmateix, altres estudis observen perfils de UPD en CRC diferents als 

descrits fins ara. Per exemple, Andersen i col·laboradors observen regions 

recurrents de UPD als braços cromosòmics 3p, 13q, 15q, 20p i 22q i descriuen 

com a perdudes regions definides com a UPDs en els estudis descrits 

anteriorment (Andersen et al. 2007). Un altre exemple és l’estudi d’Eldai i 

col·laboradors, els quals detecten regions curtes de UPD repartides per 

diferents cromosomes (Eldai et al. 2013). Cal destacar que aquests dos últims 

estudis analitzen tan sols 15 casos cadascun. Finalment, l’existència de treballs 

on es comparen adenomes i carcinomes aporten nous coneixements sobre la 

UPD com a esdeveniment important en la progressió d’adenoma cap a 
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carcinoma. Lips i col·laboradors van estudiar una cohort de 78 mostres 

corresponents a adenomes i carcinomes de recte i van observar que la UPD al 

braç cromosòmic 5q era un dels esdeveniments més comuns en ambdós grups 

(Lips et al. 2007). Recentment, un estudi similar confirma l’alta freqüència de 

UPD al braç cromosòmic 5q en adenomes i carcinomes, suggerint que aquesta 

alteració exhibeix un paper important en la progressió adenoma-carcinoma 

mitjançant la inactivació d’APC (Zarzour et al. 2015). A més d’aquesta regió, 

també observen freqüències elevades de UPD al braç cromosòmic 17p en 

adenomes i carcinomes, juntament amb diferents regions involucrades en 

empremta genòmica (11p, 14q, 15q i 22q). Finalment, un estudi on es 

comparen els perfils de tumors i els de mucosa normal confirmen que la regió 

del 5q és la UPD més freqüent al CRC (Conconi et al. 2016). Mentre que 

algunes CNAs i la UPD del cromosoma X ja s’observen en la mucosa, la UPD a 

5q no s’observa en teixit aparentment normal. 

1.3.4 Mecanismes de formació de UPD somàtica 

La UPD somàtica de cromosoma sencer es forma principalment per errors de 

segregació en mitosi (Tuna et al. 2009; Makishima and Maciejewski 2011). 

Com ja s’ha descrit amb anterioritat, aquests tipus d’errors són freqüents en 

càncer. Així, esdeveniments consecutius de no-disjunció i/o pèrdua anàfasica 

poden conduir a la cèl·lula a perdre un cromosoma en una divisió i duplicar 

l’homòleg en divisions posteriors. D’altra banda, similar al cas de la UPD 

constitucional, s’ha descrit que el mecanisme de formació de la UPD somàtica 

que involucra un segment cromosòmic és la recombinació homòloga en mitosi 

(Tuna et al. 2009). 

La recombinació homòloga és un mecanisme especialitzat en la reparació de 

DSBs (Moynahan and Jasin 2010). Aquests DSBs s’originen a causa d’agents 

externs, com la radiació ionitzant, o també espontàniament arrel d’errors en la 

replicació del DNA. La recombinació homòloga, com bé expressa el terme, usa 

una molècula homòloga de DNA per tal de reparar el DSB creat en l’altra 

molècula. D’aquesta manera, la recombinació homòloga succeeix principalment 

en la fase G2 del cicle cel·lular, quan la cèl·lula disposa d’una altra cromàtide 

idèntica, la cromàtide germana, per usar com a motlle. Tanmateix, seqüències 
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homòlogues corresponents al cromosoma homòleg també són motlles 

potencials per a la reparació (Moynahan and Jasin 1997; Neuwirth et al. 2007). 

La regió afectada per UPD dependrà dels punts de recombinació que prenguin 

part en l’esdeveniment de reparació. Finalment, la UPD esdevindrà si les 

cromàtides recombinants segreguen a pols oposats. Alhora, la conversió 

gènica també s’ha descrit com a potencial creadora de UPDs segmentals 

(Tyybäkinoja et al. 2008). No obstant, aquest mecanisme de la via de l’HR tan 

sols és capaç de crear petites regions intersticials de UPD.  

Finalment, s’ha descrit un altre mecanisme de formació de UPDs segmentals, 

de la via de l’HR, anomenat Break Induced Replication (BIR). En aquest cas el 

DSB a reparar apareix quan el DNA està replicant. Així, la via BIR inicia una 

aturada de la replicació causada per l’estancament de la polimerasa en el DSB. 

El complex que conté la polimerasa estancada, salta de la cromàtide on es 

localitza i usa la cromàtide del cromosoma homòleg com a motlle per continuar 

la replicació i reparar el DSB, formant una estructura coneguda com a D-Loop. 

És mitjançant aquest mecanisme pel qual s’ha definit que es poden crear 

llargues regions amb pèrdua d’heterozigositat (Llorente et al. 2008) (Figura 12). 

 

 

 

 

Diversos estudis suggereixen que els mecanismes de formació de UPDs 

segmentals descrits en aquest apartat esdevenen en regions molt concretes del 

genoma, afectant principalment regions repetitives o llocs fràgils (Stephens et 

al. 2006). Per exemple, s’ha descrit que en pacients amb síndrome 

Figura 12.  Disomia uniparental causada per Break Induced Replication. Adaptada de 

Rosenberg. Mbio 2011. L’aturada de la replicació està causada per un DSB. En 

conseqüència, la cromàtide amb el DSB utilitza una cromàtide corresponent al cromosoma 

homòleg per continuar la replicació. 
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mielodisplàsica el 43% de les UPDs estan localitzades en  llocs fràgils 

(Mohamedali et al. 2007). Els llocs fràgils són regions del genoma on s’observa 

una incidència de trencament del DNA més elevada.  A causa d’aquesta 

naturalesa, els llocs fràgils s’han descrit com a punts preferencials de 

trencament per a la creació de diverses alteracions cromosòmiques (Gümüş et 

al. 2002). Un altre grup identifica que les regions recurrents de UPD en 

limfomes de cèl·lules del mantell es troben significativament associades amb 

regions cromosòmiques enriquides per CNVs i duplicacions segmentàries (Bea 

et al. 2009). En pacients amb FAP s’han identificat punts recurrents de 

recombinació meiòtica en l’inici del segment que dona lloc a la UPD al braç 

cromosòmic 5q. Els autors suggereixen que la recombinació homòloga en 

aquests punts del cromosoma 5 és un mecanisme específic per inactivar el 

TSG APC (Howarth et al. 2009). Recentment, un estudi en AML ha reportat un 

increment en la formació de UPDs en casos d’AML amb mutacions de FLT3 i 

JAK2V617F (Gaymes et al. 2017). El seu model proposa que els casos amb 

aquestes mutacions adquireixen un increment d’espècies reactives de l’oxigen 

que provoca un augment de DSBs al DNA (Gaymes et al. 2017). Aquests DSBs 

es reparen mitjançant recombinació homòloga arrel d’una sobre-regulació de 

RAD51, una de les proteïnes més importants d’aquest mecanisme de 

reparació.  

1.4 Tècniques per a l’estudi d’alteracions cromosòmiques 

1.4.1 Arrays de CGH (aCGH) 

Els aCGH usats en l’actualitat incorporen sondes de seqüències 

d’oligonucleòtids, tot i que conceptualment es basen en la tècnica de CGH 

convencional que va sorgir a principis dels anys 90 i que va revolucionar la 

manera d’estudiar el càncer (Kallioniemi et al. 1992). El principi bàsic de la 

tècnica és la comparació de dos genomes, un problema i l’altre control o de 

referència, barrejats a proporcions iguals (1:1) i marcats amb fluorocroms 

diferents. (Figura 13). 
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1.4.2 SNP arrays 

Els SNPs (de l’anglès, Single Nucleotide Polymorphisms) són el tipus de 

variació de seqüència més comuns en el genoma humà. Són variacions d’un 

únic nucleòtid, repartits en gran part del genoma i presents en més d’un 1% de 

la població. Entre moltes altres aplicacions, els SNPs han esdevingut clau en 

estudis d’associació al llarg del genoma (GWAS, de l’anglès genome-wide 

association studies) per determinar associacions entre variants concretes i 

malaltia (Cheung et al. 2005). A més, l’ús freqüent en l’última dècada d’arrays 

consistents amb sondes d’SNPs (SNP arrays), ha permès el poder d’avaluar no 

només alteracions en nombre de còpies, sinó també alteracions que afecten a 

la ràtio entre els diferents, concepte que rep el nom de freqüència de l’al·lel B 

(BAF, de l’anglès B-Allele-Frequency) (Alkan et al. 2011; González et al. 2011). 

La informació més rellevant que aporta el BAF és la detecció de regions de 

UPD, regions amb LOH sense canvi en nombre de còpies associades (Figura 

14). 

 

Figura 13.  Metodologia de l’array de CGH. El DNA problema i el de referència es marquen 

amb fluorocroms diferents. Després es desnaturalitzen i es bloquegen les regions repetitives 

mitjançant l’addició de DNA COT-1. Posteriorment, es procedeix a la hibridació competitva 

d’ambdós DNAs amb les sondes disposades en l’array. La detecció dels senyals fluorescents 

produïts després de la hibridació es realitza mitjançant l’ús d’un escàner. La fluorescència 

detectada per l’escàner es normalitza i es converteix en una escala logarítmica (log2ratio o 

LRR) la qual s’usa per inferir les CNAs (Coe et al. 2007). 
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La gran avantatge que suposa l’avaluació de CNAs mitjançant els arrays 

d’SNPs és que no són necessàries mostres totalment pures, ja que gràcies a la 

informació que aporta el BAF, es pot inferir el mosaïcisme del mateix tumor 

(Peiffer et al. 2006; Conlin et al. 2010; Rodríguez-Santiago et al. 2010; Jasmine 

et al. 2012). Paral·lelament, el BAF permet la quantificació en nombre de 

còpies de cadascun dels al·lels, assignant una ploïdia global del genoma 

tumoral (Van Loo et al. 2010; Carter et al. 2012). 

1.4.3 Hibridació in situ fluorescent (FISH) 

L’aparició de la hibridació in situ fluorescent (FISH, de l’anglès Fluorescence in 

situ Hybridization) a la dècada dels anys 80, va revolucionar la metodologia per 

avaluar alteracions cromosòmiques (Bauman et al. 1980). La FISH es basa en 

el mateix principi que qualsevol mètode d’hibridació del DNA, on s’usa una 

sonda de DNA, la seqüència de la qual és complementària a la regió del 

genoma que es vol estudiar. La sonda acostuma a estar marcada 

fluorescentment, fet que permetrà ser avaluada al microscopi de fluorescència 

Figura 1 4. Detecció d’anomalies per aCGH i SNP arrays. Adaptada de Alkan et al. Nature 

Reviews Genetics 2011. Mentre que l’aCGH utilitza el log ratio per determinar regions de 

cromosòmiques de guanys i pèrdues, els arrays d’SNPs utitzen paral·lelament el BAF. El BAF 

permet la quantificació acurada de nombre de còpies (de 4 a 0 còpies en les primeres quatre 

columnes de la figura). A més, el BAF permet la detecció de regions amb LOH sense canvis 

en el nombre de còpies (UPD o IBD). Finalment, el BAF pot detectar guanys i pèrdues en 

mosaic. 
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un cop hagi hibridat amb la seqüència complementària de la mostra que es 

vulgui analitzar (cromosomes metafàsics o nuclis interfàsics). L’avaluació de 

cèl·lules úniques, com a base metodològica de la tècnica, manté la FISH com a 

tècnica essencial per a l’estudi del càncer (Heselmeyer-Haddad et al. 2012). 

Entre les múltiples aplicacions de la tècnica original, cal destacar l’ús de la 

FISH en protocols que preserven l’estructura tridimensional del nucli, FISH en 

3D (3D-FISH, de l’anglès Three-Dimensional Fluorescence in situ 

Hybridization). 

1.5 Arquitectura nuclear 

La 3D-FISH combinada amb la microscòpia confocal per tal d’obtenir imatges 

reconstruïdes del nucli ha esdevingut una metodologia clau per a l’estudi de 

l’organització del genoma al nucli interfàsic. L’ús de pintats cromosòmics en 

cèl·lules en cultiu ha permès la visualització dels cromosomes en el seu format 

a interfase, els anomenats territoris cromosòmics (CTs, de l’anglès 

Chromosome Territories). La hipòtesi que els cromosomes ocupen un territori 

concret al nucli interfàsic ja va ser proposada a finals del segle XIX pel científic 

austríac Carl Rabl en els seus estudis en cèl·lules d’amfibis (Rabl 1885). No 

obstant, va ser el biòleg alemany Theodor Boveri el que va introduir per primera 

vegada el terme territori cromosòmic (Boveri 1909). Aquest concepte va 

romandre en l’oblit durant diverses dècades del segle XX (Cremer et al. 2014). 

No va ser fins a finals de la dècada dels 70 i gràcies a experiments amb tinció 

Giemsa o inducció de dany al DNA per radiacions ultraviolades que el terme va 

tornar a aparèixer i va acabar sent acceptat per la comunitat científica (Stack et 

al. 1977; Zorn et al. 1979; Cremer and Cremer 2010). L’ús de sondes de pintat 

cromosòmic va permetre visualitzar la localització dels cromosomes en 

interfase (Cremer et al. 1984; Gray et al. 1987). Més tard, amb el 

desenvolupament de protocols que preserven l’estructura tridimensional del 

nucli va ser possible avaluar l’organització dels CTs dins el nucli interfàsic 

(Cremer et al. 2008). Així, s’ha descrit que els CTs mantenen una posició no 

aleatòria dins el nucli interfàsic, amb la densitat gènica com a factor 

organitzador principal (Cremer and Cremer 2001). Mentre que els CTs més rics 

en gens, com el CT19 (CT corresponent al cromosoma 19), es posicionen a 

prop del centre del nucli, els CTs més pobres en gens, com el CT18 es 
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posicionen més a prop de la perifèria (Croft et al. 1999; Boyle et al. 2001; 

Cremer and Cremer 2001). Aquesta organització radial dels CTs dins el nucli 

interfàsic s’ha observat ben conservada en primats (Tanabe et al. 2002). 

Tanmateix, s’ha descrit que en fibroblasts és la mida dels cromosomes i no la 

densitat gènica dels mateixos el principal factor que marca el posicionament 

radial dins el nucli (Sun et al. 2000; Bolzer et al. 2005). Altres paràmetres com, 

l’activitat transcripcional, el moment de replicació i el contingut de GC s’han 

descrit també com a factors determinants per al posicionament dels CTs i de 

regions subcromosòmiques dins el nucli interfàsic (Mayer et al. 2005; Federico 

et al. 2006; Goetze et al. 2007; Grasser et al. 2008; Hepperger et al. 2008). La 

multitud d’estudis que avaluen aspectes fonamentals de l’organització de la 

cromatina dins el nucli interfàsic ha promogut el desenvolupament de diversos 

models d’arquitectura nuclear a nivell cromosòmic i subcromosòmic (Figura 15) 

(Cremer and Cremer 2010).  

 

 

 

 

 

Un dels models més reconegut és l’anomenat territori cromosòmic i 

compartiment intercromatínic (CT-IC, de l’anglès Chromosome Territory 

Interchromatin Compartment) (Cremer et al. 2015). En aquest model es 

defineixen els CTs com a estructures independents similars a esponges, format 

per dominis d’aproximadament 1 Mb. Connectant aquests dominis cromatínics 

s’observen regions menys denses, el que definiria el compartiment 

intercromatínic (Albiez et al. 2006; Rouquette et al. 2009). Els autors del model 

Figura 15.  Models d’arquitectura nuclear. Extreta de Cremer and Cremer. Cold Spring 

Harbour Perspectives in Biology 2010. (a) Chromosome Territory Interchromatin Compartment 

(CT-IC). En aquest model es descriuen uns dominis d’1Mb interconnectats pel compartiment 

intercromatínic. En la perifèria dels dominis es localitza la regió pericromatínica corresponent 

a cromatina activa i descondensada. (b) Interchromatin Network (ICN). En aquest model es 

descriuen regions cromatíniques (loops) del mateix CT, i d’altres CTs, que mantenen contacte 

en cis i trans. Els punts blau representen punts de contacte intra- i inter-cromosòmica. 
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proposen que els gens més actius podrien ser fàcilment transcrits al trobar-se a 

la perifèria dels dominis cromatínics i, per tant, en contacte directe amb l’espai 

intercromatínic on es localitzarien els sistemes de transcripció. Contrariament al 

CT-IC, el model anomenat xarxa intercromatínica (ICN, de l’anglès 

Interchromatin network) s’oposa a l’existència d’un compartiment 

intercromatínic dins els CTs (Branco and Pombo 2006). Els autors proposen 

que la cromatina que forma els CTs es pot estendre fins CTs veïns en forma de 

llargues estructures cromatíniques definides com a loops. Múltiples autors 

reforcen la presència d’aquestes extensions cromatíniques, les quals 

afavoririen una potencial co-regulació de gens localitzats a grans distàncies 

entre ells, fins i tot en cromosomes diferents. (Chubb and Bickmore 2003; 

Kosak and Groudine 2004a; Fraser and Bickmore 2007a). Aquests loops s’han 

descrit per localitzar-se en regions del nucli interfàsic amb presència de 

maquinària de transcripció (Fraser and Bickmore 2007a). 

Una de les grans controvèrsies més discutides a la literatura ha estat la relació 

entre l’activitat transcripcional i la posició de gens a nivell nuclear. A nivell 

global, a principis dels anys 90 ja es va proposar que els gens més expressats 

acostumaven a localitzar-se a la perifèria dels CTs (Zirbel et al. 1993). 

Posteriorment, el mateix grup va estudiar la posició de dos gens respecte el 

CTX  (Dietzel et al. 1999). Per una banda, van analitzar el gen ANT2, el qual 

està involucrat en la inactivació d’un dels dos cromosomes X. D’altra banda, 

van estudiar la posició del gen ANT3, localitzat en la regió pseudoautosòmica 

del cromosoma X i que, per tant, no pateix la inactivació del mateix cromosoma. 

Els autors van osbervar que el gen ANT3 i l’al·lel actiu del gen ANT2 es 

localitzaven a la perifèria del CTX, mentre que l’al·lel inactiu de ANT2 es 

localitzava en regions més internes del CTX. Contràriament, dos estudis van 

observar que gran part dels gens se situen a la perifèria del CT sense mantenir 

cap mena de relació amb els nivells d’expressió dels mateixos (Kurz et al. 

1996; Clemson et al. 2006). No obstant, diversos treballs han identificat regions 

cromatíniques, riques en gens i  altament expressats, que s’estenen a l’exterior 

del CT corresponent. Aquestes extensions cromatíniques s’han definit com a 

loops. (Dietzel et al. 1999; Volpi et al. 2000; Williams et al. 2002; Mahy et al. 

2002; Chambeyron and Bickmore 2004). Volpi i col·laboradors van identificar 



Introducció 

32 

 

nombrosos loops, corresponents a regions del cromosoma 6, estenent-se a 

l’exterior del CT6 (Volpi et al. 2000). La freqüència per la qual aquest 

esdeveniment es va observar tenia relació amb el nombre de gens del complex 

major d’histocompatibilitat actius en el tipus cel·lular avaluat. La sobre-activació 

dels gens d’aquest complex, mitjançant l’addició d’interferó gamma, va 

augmentar la freqüència d’aquestes projeccions cromatíniques. En un altre 

estudi, es descriu que el complex de diferenciació epidèrmic (EDC) es localitza 

a l’exterior del CT1 en queratinòcits, on aquest complex és altament actiu 

(Williams et al. 2002). Contràriament, en limfoblasts EDC és inactiu, i s’observa 

en posicions més internes del mateix CT. En un altre estudi on s’han usat 

cèl·lules de ratolí s’han identificat extensions cromatíniques recurrents de la 

regió on s’inclou la família de gens Hox, respecte el CT11 (Chambeyron and 

Bickmore 2004). Aquests loops és van observar després de la inducció de 

l’expressió del gen HoxB. Finalment, Mahy i col·laboradors van detectar casos 

freqüents de loops respecte el CT11, de la regió cromosòmica rica en gens 

11p15.5 (Mahy et al. 2002). A més, altres regions riques en gens també es van 

trobar projectades a l’exterior del CT en aquest mateix estudi. Els autors 

suggerien que la densitat gènica local, més que l’activitat de gens individuals, 

era el factor més determinant d’organització nuclear intra-cromosòmica. (Mahy 

et al. 2002). Posteriorment, un altre grup va detectar també loops recurrents en 

la regió cromosòmica rica en gens 11p15.5 en un estudi realitzat en limfòcits i 

fibroblasts (Küpper et al. 2007). Tanmateix, a part d’aquesta regió, els autors no 

van observar loops de manera freqüent, suggerint que aquestes estructures 

són poc comunes. Més recentment, l’ús freqüent de les noves tecnologies 

derivades de la captura de la conformació de la cromatina (3C, 4C, 5C i Hi-C) 

(3C, de l’anglès Chromatin Conformation Capture) han confirmat que dominis 

cromatínics actius tendeixen a localitzar-se a la perifèria dels CTs (Nagano et 

al. 2013).  



Premissa i objectius 

33 

 

2 Premissa i objectius 

La disomia uniparental s’ha identificat recurrentment en diversos tipus tumorals. 

Específicament, aquest esdeveniment somàtic s’observa en regions 

freqüentment involucrades en pèrdues cromosòmiques i conseqüentment 

associades a la presència de gens supressors de tumors. Aquest fet, suggereix 

que la UPD pot ser un mecanisme rellevant per a la carcinogènesi de 

determinats càncers. Una singularitat del càncer colorectal és la presència 

d’una elevada inestabilitat genòmica, caracteritzada per un increment d’errors 

cromosòmics numèrics i estructurals. D’aquesta manera el CRC esdevé un bon 

model per a l’estudi de la UPD en el càncer. 

D’altra banda, l’aplicació de tècniques de FISH juntament amb protocols que 

preserven l’estructura tridimensional dels nuclis ha portat a l’estudi de 

l’organització del genoma dins el nucli interfàsic. Conseqüentment, s’ha descrit 

que els cromosomes ocupen uns territoris específics anomenats territoris 

cromosòmics, els quals es posicionen dins el nucli interfàsic en funció de la 

seva densitat gènica. No obstant, la relació entre l’activitat transcripcional de 

gens individuals i la localització d’aquests respecte el CT en el qual es 

localitzen està més discutida. 

És arrel d’aquest escenari que en aquesta tesi es pretenen estudiar els 

següents objectius específics. 

Objectius: 

1. Establir un perfil genòmic de UPDs i CNAs recurrents en CRC i altres 

tipus tumorals per tal de determinar l’especificitat d’aquests patrons en el 

càncer. 

2. Estudiar la presència de variants puntuals inactivants en gens 

supressors de tumors localitzats en regions involucrades en UPD per tal 

de determinar la funcionalitat biològica d’aquest esdeveniment. 

3. Determinar el posicionament tridimensional de gens diferencialment 

expressats respecte el territori cromosòmic en el qual es localitzen. 
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3 Resultats 

3.1 Abstract 

Colorectal cancer (CRC) is characterized by specific patterns of copy number 

alterations (CNAs), which helped with the identification of driver oncogenes and 

tumor suppressor genes (TSGs). More recently, the usage of single nucleotide 

polymorphism arrays (SNP arrays) provided information of copy number neutral 

loss of heterozygosity (cnLOH), thus suggesting the occurrence of somatic 

uniparental disomy and uniparental polysomy events (hereafter referred as 

UPDs). The aim of the study corresponding to the first chapter of this thesis is to 

establish an integrative profiling of recurrent UPDs and CNAs in sporadic CRC. 

Our results indicate that regions showing high frequencies of UPD mostly 

coincide with regions typically involved in genomic losses. Among them, 

chromosome arms 3p, 5q, 9q, 10q, 14q, 17p, 17q, 20p, 21q and 22q 

preferentially showed UPDs over genomic losses suggesting that tumor cells 

must maintain the disomic state of certain genes to favor cellular fitness. A 

meta-analysis using over 300 samples extracted from The Cancer Genome 

Atlas data portal (TCGA) confirmed our findings. Finally, sequencing and 

fluorescence in situ hybridization analysis of the gene APC underlined that a 

somatic UPD event might represent the second hit to achieve biallelic 

inactivation of this TSG in colorectal tumors.  

In the second chapter, we aimed at establishing a map of UPDs in a tumor-type 

specific manner and integrating these data with mutational status of TSGs. To 

do so, we analyzed SNP array and whole-exome sequencing data extracted 

from the TCGA of different types of gastrointestinal cancers, including colon 

(COAD), rectum (READ), gastric (STAD) and esophageal (ESAD) 

adenocarcinomas and esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). Our 

results showed that UPDs profiles of COAD cohort matched with those 

identified in READ. On the other hand, UPD profiles of STAD, ESAD and ESCC 

showed significant differences from the ones identified in COAD and READ, 

confirming the existence of cancer-specific UPD profiles. Moreover, our analysis 

indicated that such an event acts as a “second hit”, in the well-known Knudson’s 

model, to biallelically inactivate TSGs in all cohorts. Specifically, APC, ARID1A 
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and NOTCH1 were recurrently inactivated by UPDs in CRC, STAD and ESCC, 

respectively. Besides, TP53 showed inactivations caused by UPD at 

chromosome arm 17p in all tumor-types, although copy number losses as a 

“second hit” were much frequent in this case. In addition, by inferring genome 

ploidy in all samples we demonstrated that a higher number of UPD events, 

both numerical and structural, are detected in highly aneuploid genomes 

compared to near-diploid tumors. 

Finally, in the third chapter we aimed to assess the nuclear distribution of 

chromosome territories and gene positioning in CRC cell lines. It is well known 

that human chromosomes occupy distinct territories in the interphase nucleus. 

Such chromosome territories (CTs) are positioned according to gene density. 

Gene-rich CTs are generally located in the center of the nucleus, while gene-

poor CTs are positioned more towards the nuclear periphery. However, the 

association between gene expression levels and the radial positioning of genes 

within the CT is still under debate. Thus, we performed three-dimensional 

fluorescence in situ hybridization experiments in the colorectal cancer cell lines 

DLD-1 and LoVo using whole chromosome painting probes for chromosomes 8 

and 11 and BAC clones targeting four genes with different expression levels 

assessed by gene expression arrays and RT-PCR. Our results confirmed that 

the two over-expressed genes, MYC on chromosome 8 and CCND1 on 

chromosome 11, are located significantly further away from the center of the CT 

compared to under-expressed genes on the same chromosomes, i.e., DLC1 

and SCN3B. Furthermore, when CCND1 expression was reduced after 

silencing the major transcription factor of the WNT/β-catenin signaling pathway, 

TCF7L2, the gene was repositioned and mostly detected in the interior of the 

CT.  

In summary, our data define specific profiles of somatically acquired UPDs in 

sporadic CRC and other tumors from the gastrointestinal tract. Moreover, the 

integration with exome data confirms that TSGs are recurrently mutated in UPD 

regions. Thus, highlighting the importance of these events as a mechanism to 

achieve biallelically inactivation of TSGs. Finally, our last study provides insights 

into how genes are positioned with respect to the CT in which they reside and 

according to their expression levels.  
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Supplementary Table I . APC mutation cluster region PCR primers 

Primer Sequence (5'-3') 
Fragment start 

(bp) a 
Fragment end 

(bp) a 

APC MCR A_For GGAAGGCAAAGTCCTTCACA 3081 3210 

APC MCR A_Rev TGTCCAAAATGTGGTTGGAA 

APC MCR B_For TTCCTTCATCACAGAAACAGTCA 3529 3776 

APC MCR B_Rev CTTCAGCTGATGACAAAGATGAT 

APC MCR C_For GCACAGAGTAGAAGTGGTCAGC 3674 3898 

APC MCR C_Rev TGGAACTTCGCTCACAGGAT 

APC MCR D_For CAGACGACACAGGAAGCAGA 3837 4077 

APC MCR D_Rev AACATGAGTGGGGTCTCCTG 

APC MCR E_For CCAAAAGTGGTGCTCAGACA 4051 4264 

APC MCR E_Rev AGCTGTTTGAGGAGGTGGTG 

APC MCR F_For CATGCCACCAAGCAGAAGTA 4256 4448 

APC MCR F_Rev CACTCAGGCTGGATGAACAA 

APC MCR G_For TTTGCCACGGAAAGTACTCC 4437 4681 

APC MCR G_Rev TGTTGGCATGGCAGAAATAA 

APC MCR H_For TGAAACAGAATCAGAGCAGCC 4572 4767 

APC MCR H_Rev ACAGGCAGCTGACTTGGTTT     

MCR, mutation cluster region. 

aBased on the alignment of the hg19_refGene_NM_001127511 cDNA.  

 

  



Resultats 

46 
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Quantitative analysis of somatically acquired uniparental disomy in 
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Abstract 
 
Somatically acquired uniparental disomies (UPDs) are frequent events in solid tumors 
and have been recurrently associated with cancer-related genes malfunctioning. 
Nevertheless, studies assessing their functional consequences across several cancer 
types are necessary. In the present study, we aimed at integrating UPD profiles with the 
mutational status of a TSG panel in a tumor-type specific manner by using 548 
gastrointestinal (GI cancers) from the TCGA including colon adenocarcinoma (COAD), 
rectum adenocarcinoma (READ), stomach adenocarcinoma (STAD), esophagus 
adenocarcinoma (ESAD) and esophagus squamous cell carcinoma (ESCC) cohorts. Our 
results showed that UPD profiles in COAD matched with those identified in READ 
cohorts. In addition, UPD profiles of STAD, ESAD and ESCC showed significant 
differences from those identified in COAD and READ cohorts, confirming the 
existence of a cancer-specific landscapes of UPDs. Moreover, our analysis indicated 
that such events act as a “second-hit”, in the Knudson’s model in order to achieve 
biallelic inactivation of TSGs. Specifically, APC, ARID1A and NOTCH1 were 
recurrently inactivated by UPDs in CRC, STAD and ESCC, respectively. Furthermore, 
while TP53 showed inactivation caused by UPDs at chromosome arm 17p across all 
tumor-types, copy number losses were much more frequent for this genomic position. 
By inferring genome ploidy, we demonstrated that an increased number of UPD events, 
both affecting the whole chromosome or segmental, were detected in highly aneuploid 
genomes compared to near-diploid tumors. Finally, our analysis showed that APC 
inactivation in CRC is mainly involving a telomeric UPD at chromosome arm 5q, 
suggesting a cluster of mitotic recombination breakpoints. In summary, our study 
defines specific profiles of somatically acquired UPDs in GI cancers and provides 
further evidences of such event as a mechanism to inactivate TSGs. 
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Introduction 
 
Copy number alterations (CNAs) are a hallmark for several types of cancer, including 
gastrointestinal (GI) cancers (GI), providing a consistent landscape of gains and losses 
in a tumor-type specific manner (Beroukhim et al. 2010b; Zack et al. 2013b). A huge 
challenge in genome-wide cancer studies is to distinguish driver CNAs, which lead to 
development, progression and maintenance of tumors, from those considered passenger 
events, resulting as a consequence of high rates of chromosome instability (Beroukhim 
et al. 2007a). Therefore, several efforts have been made in order to identify tumor 
suppressor genes (TSGs) in recurrent deleted regions, based on the “two-hit” hypothesis 
(Knudson 1971). In this model, one copy of a TSG is inactivated by a nonsense or 
frameshift mutation, and the other copy is inactivated by a similar mutation or by loss of 
heterozygosity (LOH) acting as the “second hit”. However, specific regions of the 
genome, e.g, fragile sites, have often limited the association between deletions and 
driver TSGs (Rajaram et al. 2013a). Thus, the integration of the gene mutational status 
with regions frequently involved in genomic imbalances has become essential in order 
to report functional inactivation of genes (Bignell et al. 2010b). More recently, the 
application of SNP arrays allowed the possibility to profile copy neutral LOH (cnLOH) 
or somatically acquired uniparental disomies (hereafter referred as UPDs) in cancer 
(Tuna et al. 2009; Makishima and Maciejewski 2011; Lapunzina and Monk 2011). UPD 
was firstly described as a constitutional event, consisting in the inheritance of two 
copies of chromosomes coming from the same parental origin caused by a meiotic error 
and leading to development disorders (Engel 1980a). However, such an event has been 
recurrently observed in several cancer malignancies, including both hematological and 
solid neoplasms (Tuna et al. 2009; O’Keefe et al. 2010), thus becoming a somatically 
acquired genomic event. In this context, somatic UPDs have arisen as an alternative 
mechanism to act as the “second hit” in Knudson’s model. In fact, somatically acquired 
UPD events have already been described involving several cancer-related driver genes 
(Melcher et al. 2011; Zarzour et al. 2015). Similar to genomic losses, the mutational 
status of genes located in recurrent regions of UPD can provide evidence to determine 
whether a UPD event is indeed a driver alteration in cancer (Torabi et al. 2015). Yet, 
few studies have focused on profiling such events in a genome-wide and tumor-type 
specific manner. 
Furthermore, whole genome duplication (WGD), giving rise to tetraploid genomes, has 
been accepted as a common event in several tumor types and has been postulated as a 
driver event in the progression of cancer (Storchova and Pellman 2004; Zack et al. 
2013b). The consequence of a genome tetraploidization includes the acquisition of 
numerical chromosome instability, which is defined by the increasing rate of mitotic 
segregation errors. Recently, the usage of bioinformatic tools has allowed the 
assessment of allele-specific copy number and, consequently, the identification of the 
tumor ploidy (Van Loo et al. 2010; Carter et al. 2012). Thus, it has been systematically 
established that highly aneuploid genomes are not rare in cancer, specially in epithelial 
tumors, but very common (Storchova and Kuffer 2008; Zack et al. 2013b). In such a 
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polyploid scenario, recurrent losses of the same parental chromosome could originate 
recurrent UPDs to functionally inactivate of TSGs (Segditsas et al. 2009). 
In the present study, we aimed at integrating a map of UPDs and the mutational status 
of TSGs located in these recurrent regions, thus providing insights into the mechanisms 
of bi-allelic inactivation in cancer. Moreover, by inferring tumor ploidy, we also 
determined to which extent highly aneuploid genomes are enriched by UPD events and 
the distribution of breakpoints of these events along specific chromosomes. 
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Materials and methods 
 
TCGA samples or cohorts 
Data from five tumor-types of the gastrointestinal tract were obtained from TCGA 
project through the NCI’s Genomic Data Commons (GDC) data portal 
(https://portal.gdc.cancer.gov/). The samples for each tumor-type consisted in 434 
paired samples of colon (COAD), 155 samples of rectum (READ), 325 of stomach 
(STAD) and 120 of esophagus (ESCA) carcinomas. Esophagus cohort included two 
datasets: esophageal adenocarcinoma (ESAD) and esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC). 
 
SNP array analysis 
Affymetrix SNP 6.0 array data was used from the abovementioned cohorts, consisting 
in tumor-matched normal blood samples. To identify copy number (CN) changes and 
loss of heterozygosity (LOH) microarray data segmentation was performed using Paired 
Parent-Specific Circular Binary Segmentation (Paired PSCBS) method implemented in 
PSCBS package (Olshen et al. 2011). PSCBS uses a parametric bootstraping technique 
to estimate the different allelic mean levels. LOH call is tested on the segments that are 
not in allelic balance and is positive on those cases where the allelic CN is under a 
certain threshold, derived from data that contemplates the background signal. 
Unfortunately, the background signal estimation may fail on tumors that do not present 
LOH, so we discarded those samples with a background signal ΔLOH > 0.75. After the 
segmentation, those segments smaller than 2.5 Mbps were eliminated and two segments 
were considered the same if the gap between them was shorter than 2.5 Mbp. Of all the 
paired samples examined in this study, only those that presented less than 300 segments 
were considered in further analyses. 
 
Whole exome sequencing analysis 
Whole exome sequencing data were extracted from all cohorts mentioned before from 
the GDC data portal. In this regard, single nucleotide variants (SNVs) and short 
insertions and deletions (INDELs) were considered. Annotated variant calling files were 
used in the form of open-access Mutation Annotation Format (MAF) tab-delimited text 
files. In order to base the somatic variant calling analysis on GATK Best Practices, 
MuTect2-derived MAF files were selected (DePristo et al. 2011). In order to allow an 
accurate annotation of missense variants with Oncotator 
(http://portals.broadinstitute.org/oncotator/), genomic coordinates were switched from 
genome build GRCh38 (hg38) to GRCh37 (hg19) using the NCBI Genome Remapping 
Service (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/remap). In addition, matching 
with PSCBS results through an in-house automated pipeline was performed in R (R 
Core Team 2017). Regarding SNVs and INDELs pathogenicity, truncating variants 
(nonsense, frameshift and affecting splicing variants) were directly considered, whereas 
in the case of missense variants six different prediction tools were assessed: PhyloP 
(deleteriousness threshold of phyloP46way_placental score ≥1.6), SIFT (prediction of 
damaging), PolyPhen2 (HumVar prediction of probably damaging or possibly 
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damaging), MutationTaster (prediction of disease-causing or disease-causing-
automatic), LRT (prediction of deleterious) and CADD (Phred score ≥15). Only those 
missense variants predicted as pathogenic by at least 3 of the tools were considered for 
further analysis. Additionally, genes obtained from the TSGene database 
(https://bioinfo.uth.edu/TSGene/) were considered in order to identify those variants 
affecting TSGs (Zhao et al. 2016). 
 
FISH on TMAs 
Twenty colorectal adenocarcinomas provided by the Hospital Clinic of 
Barcelona/IDIBAPS Biobank were included in this study. Clinical features of each 
patient were previously described (Torabi et al. 2015). All patients signed the 
corresponding informed consent and the sample collection was approved by the local 
Ethics Committees. FISH analyses were performed in tissue microarrays of 4-5µm 
thickness containing two replicates of both tumor and normal adjacent mucosa for each 
sample. Centromeric probes for chromosomes 7 and 15 labeled in green, and for 
chromosomes 18 and 20 labeled in orange were used according the manufacturer’s 
recommendations (Vysis Inc, Downers Grove, IL). Pretreatment included three xylene 
incubations, increasing concentration of ethanol series, permeabilization with EDTA 
and treated with pepsin. Next, slides were incubated in 1X PBS with MgCl2 and fixed 
with 1% paraformaldehyde. Denaturation was performed in a Thermo Brite (Vysis) at 
78ºC during 6 minutes for panel 1 probe series and 85ºC during 3 minutes for panel 2 
probe series. Hybridization was performed at 37ºC overnight. Post-hybridization washes 
were performed in 0.4X SSC/0.3% NP40 at 74ºC for 2 minutes and 2X SSC/0.1% NP40 
at room temperature during 1 minute. A minimum of 100 cells was imaged with a 
Nikon Eclipse 50i fluorescence microscope using the Isis Fluorescence Imaging System 
(MetaSystems, Altlussheim, Germany). 
 
Statistical Analysis 
The Mann-Whitney sum-rank test was used in order to compare the number of UPD 
events between tumor-types and also between highly aneuploid and diploid genomes. 
Correlation analysis was applied when comparing ploidy values extracted from FISH 
and ASCAT methods. The software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad) was used to 
calculate p-values and to depict the results. 
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Results and Discussion 
 
UPD profiling in GI cancers 
Genome-wide UPD analysis was performed in 265 colon (COAD cohort), 105 rectum 
(READ cohort), 121 stomach (STAD cohort) and 57 esophagus (ESCA cohort) tumor-
matched normal carcinomas extracted from level 1 TCGA data portal by applying the 
algorithm Paired PSCBS. Most of the samples showed, at least, one genomic region 
affected by UPD (85.38% in COAD, 88.89% in READ, 91.74% in STAD and 96.49% 
in ESCA cohorts). In particular, ESCA was the tumor type showing the highest number 
of regions with UPD, with a median of five events per sample, compared to the other 
tumor types (P < 0.05). In contrast, COAD showed a median of three UPD events per 
sample being the tumor type with statistically significant lower number of UPDs (P < 
0.05) (Supplementary Fig. 1a). We then classified UPDs in two types of events: whole 
chromosome and segmental UPDs, the last including both telomeric and interstitial 
fragments. Overall, segmental UPDs were the most frequent alterations with a mean of 
3.39 events per sample across all cohorts compared to 0.87 UPDs affecting whole 
chromosome events (P < 0.0001). Moreover, we observed a higher amount of segmental 
UPDs in the upper GI tract compared to colon and rectum (mean of 4,65 for ESCA and 
STAD vs mean of 2,84 for COAD and READ; P < 0,0001) (Supplementary Fig. 1b). 
Altogether, our analysis suggested that all these cancer types displayed high incidences 
of chromosomal instability, both numerical and structural. Remarkably, the higher rate 
of segmental UPDs in stomach and esophagus cancers suggested higher levels of 
structural CIN in these cancer types compare to colon and rectum adenocarcinomas. 
This prevalence of structural CIN in gastric and esophageal adenocarcinomas was 
previously suggested in a study showing more focal amplifications events in upper GI 
tract compared to COAD and READ (Dulak et al. 2012). Higher rates of double strand 
breaks formation, caused by the exposure to bile acids, might explain these results in 
STAD and ESCA (Bernstein et al. 2005). 
In order to establish an overview of recurrent regions affected by UPD in a tumor-type 
manner, circos plots were generated for each individual cohort (Fig. 1a-e). In addition, 
CNA profiles were also calculated in order to compare all chromosome imbalances, 
both genomic gains and losses. An overlay between regions of UPD and genomic losses 
is depicted in the corresponding plots (P < 0,001). The most frequently affected regions 
by UPDs for each cohort are listed in Table 1. Our results showed that UPD profiles for 
the COAD cohort mirrored those identified in the READ cohort, resembling the 
observations as far as genomic copy number alterations is concerned. Nevertheless, the 
UPD profile of the STAD, ESAD and ESCC cohorts showed significant differences 
compared to the COAD and READ cohorts. Overall, STAD, ESAD and ESCC cohorts 
displayed similar regions affected by UPD, although some specific differences were 
also detected (Fig. 1a, b and c). First of all, we identified that chromosome arm 
17p13.3-p13.1 showed the highest frequency of UPD events in esophagus and stomach 
adenocarcinomas (up to 55.6% and 25.7% in ESAD and STAD, respectively), and it 
was the second most frequent region in esophageal squamous cell carcinoma, rectal and 
colon adenocarcinomas (up to 53.8%, 26.7% and 17.4% in ESCC, READ and COAD, 
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respectively). When including copy number alterations in the analysis, chromosome 
arm 17p also showed high frequencies of copy number losses across all cohorts, thus 
being the most altered genomic region in the tumor types we studied. The second most 
prevalent genomic region affected by UPD across all the tumor types was the 
chromosome arm 9q. Specifically, UPDs affecting 9q21.11-q34.3 were present in 
64.1% of ESCC samples, and in 27.8% and 21.5% of ESAD and STAD samples, 
respectively. Thus, the region 9q21.11-q34.3 in esophagus squamous cell carcinomas 
was the most frequently affected region by UPD across all cohorts (Fig. 1a). Finally, 
UPDs at 5q12.1-q35.3 were the most common events in colon and rectum carcinomas, 
affecting up to 20.4% and 32.4% of the samples, respectively (Fig. 1d and e). While this 
alteration was present in a maximum frequency of 22.2% in esophagus 
adenocarcinomas, it was rarely detected in stomach and esophagus squamous cell 
carcinomas, showing a frequency of 9.1% and 10.7%, respectively. In contrast, these 
latest cohorts showed high frequencies of copy number losses in this region of 
chromosome 5q (61.5% in ESCC, 50.0% in ESAD and 38.8% in STAD datasets), 
suggesting different mechanisms to achieve loss of heterozygosity. In summary, our 
results demonstrate tumor-type specific UPD profiles. Whereas we identified UPDs 
affecting chromosome 9q21.11-q34.3 in STAD, ESAD and ESCC cohorts, we rarely 
detected this alteration in COAD or READ Furthermore, we confirmed that the UPD at 
5q is the most frequent event in COAD and READ (Lips et al. 2007; Melcher et al. 
2011; Zarzour et al. 2015; Torabi et al. 2015). These results suggest that the genomic 
loss of chromosome 5q in colorectal cancer might be more detrimental for the tumor 
cells compared to stomach and esophagus carcinomas. 
 
Functional consequences of UPDs on tumor suppressor genes 
In order to explore whether UPDs contribute to the inactivation of TSGs, we assessed 
the exomes from all five tumor types extracted from the MAF masked files of the 
TCGA. Only high-impact variants affecting TSGs (i.e., protein truncating and damaging 
missense mutations) were considered in this analysis. Our results showed that the STAD 
cohort is the tumor type with the highest amount of mutations per sample (mean of 19.2 
mutations). Means of deleterious variants corresponding to COAD, READ, ESAD and 
ESCC cohorts were 13.7, 7.7, 7.2 and 5.5, respectively. We then evaluated which of 
these variants were located in regions of UPD. Our analysis indicated that ESAD 
showed the highest percentage of mutations in regions affected by UPDs (19.2%), while 
the rest of the tumor types showed the frequencies of 15.8% in ESCC, 10.4% in STAD, 
and 8.3% in COAD, 6.6% in READ cohorts. 
Next, by integrating the mutational status of TSGs and genomic profiles, we assessed 
which specific genes were inactivated as a consequence of a UPD. Common genes 
inactivated by UPDs and CN losses, possibly representing the second hit, are listed in 
Table 1. Our results identified that TP53 was simultaneously mutated and affected by a 
UPD event in 50%, 38.5%, 11.5%, 10% and 9.8% of the cases in ESAD, ESCC, READ, 
STAD and COAD, respectively. Moreover, a mutation in this TSG accompanied by a 
copy number loss was detected in 44.9%, 38.8%, 28.9%, 20.5% and 17.5% of the cases 
in READ, ESAD, COAD, ESCC and STAD, respectively. Therefore, our analysis 
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shows that tumor samples with TP53 mutated are recurrently perturbed by second hit 
events, either UPD or genomic losses, across all tumor types. Likewise, our analysis 
showed several examples of TSGs inactivated by UPDs in a tumor type dependent 
manner. In colon and rectum adenocarcinomas, 22.2% and 29.9% of the samples, 
respectively, showing an inactivating mutation for APC also presented UPD events at 
5q21, while only 16.2% and 20.9% of samples displayed copy number losses. In 
esophagus squamous cell carcinoma, the second most mutated gene involved in regions 
with UPD was NOTCH1. Strikingly, in all samples where an inactivating mutation at 
NOTCH1 was detected, a UPD including this gene was also identified. Finally, in 
stomach adenocarcinomas, ARID1A was the second most frequently inactivated gene 
involved in UPDs. However, the chromosome region containing ARID1A, 1p35.3, was 
found in UPDs only in 13.2% of the STAD cases, suggesting that unknown TSGs in 
other regions might also be affected by UPDs. To conclude this section, it is important 
to highlight that our results confirmed that UPD events represent an important 
mechanism to functionally inactivate APC in colon and rectum adenocarcinomas 
(Torabi et al. 2015). Moreover, we also identified NOTCH1 in esophagus squamous cell 
carcinomas and ARID1A in stomach adenocarcinomas as TSGs involved in UPDs 
events, suggesting that the second hit to inactivate these TSGs is through these events. 
Finally, we detected that TP53 was frequently inactivated by UPD across different 
tumor types. These results altogether highlight the importance of UPD in cancer as a 
mechanism to induce the inactivation of TSGs. 
 
UPD is frequently detected in highly aneuploid genomes 
Next, we aimed at assessing to which extent the total DNA content might be 
contributing to the generation of UPD events. First, we sought to validate the ploidy 
results provided by ASCAT by performing FISH analysis in a cohort of colorectal 
adenocarcinomas previously studied in our laboratory (Torabi et al. 2015). We 
quantified the chromosomes 7, 15, 18 and 20 using specific centromeric probes. Our 
results showed that chromosomes 7 and 20 were recurrently gained with a median of 
3.58 copies per chromosome 7 [2.02-5.59] and a median of 2.90 copies for chromosome 
20, [1.88-6.01]. On the other hand, chromosome 18 was mainly lost showing a median 
of 1.49 copies [1.09-3.45]. Chromosome 15, which usually shows copy number 
neutrality in CRC, showed a median of 1.86 copies [1.18-3.16] (Supplementary Fig. 
2a). In order to infer the genome ploidy based on the FISH results, we used the 
weighted mean copy number of all four chromosomes in each sample. By applying this, 
we detected that 60% of the samples showed a highly aneuploid genomes, which were 
defined by ploidy values higher than 2.5 (Table 2). Similarly, ASCAT identified 50% of 
cases with a highly aneuploid genome, confirming that ASCAT output was 
experimentally validated (Table 2). In fact, ploidies inferred from both methodologies 
showed a positive correlation between them (R = 0.6; P < 0.01) (Supplementary Fig. 
2b). Therefore, our results further confirmed that most epithelial cancers contain highly 
aneuploid genomes (Zack et al. 2013b). These results are compatible with the 
hypothesis that samples with high aneuploid genomes might have undergone a whole 
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genome doubling event and a subsequent loss of several chromosomes (Storchova and 
Pellman 2004).  
Next, we explored the ploidy computed by ASCAT from TCGA cohorts. We observed 
that COAD and STAD cohorts were showing the lowest genome ploidy, with a median 
of 2.44 and 2.60, respectively. On the other hand, READ showed a median of 2.96, and 
ESCA showed a median of 3.07. We then aimed at comparing the frequency of UPD 
events in highly aneuploid genomes versus the near-diploid samples. Overall, our 
results showed that highly aneuploid tumors displayed a significantly higher amount of 
UPD events than near-diploid tumors (P < 0.001) (Fig. 2a). In addition, when UPD 
events were classified in whole chromosome and segmental UPDs, we also detected that 
the number of these events was higher in highly aneuploidy tumors (P < 0.001 for 
whole chromosome and P < 0.0001 for segmental UPDs) (Fig. 2b,c). To the best of our 
knowledge, we report, for the first time, evidence that highly aneuploid tumor genomes 
show higher prevalence of generating UPDs. 
 
Comparison between UPDs and genomic losses of chromosome 5q in colorectal tumors 
As UPDs and genomic losses were the most common events to inactivate APC in 
COAD and READ cohorts, we mapped the breakpoints of any segment involving this 
gene. As mentioned earlier, UPDs were more frequently observed than genomic losses 
in these samples, thus suggesting that they represent the main event to generate a 
complete inactivation of APC. Our analysis indicated that 76.74% of the cases showed 
telomeric UPDs affecting the majority of the chromosome arm 5q (median size was 111 
Mb [72.27-136.51Mb]). In addition, 20.93% of samples showed UPDs affecting the 
whole chromosome 5, and only a 2.33% displayed interstitial UPDs. When considering 
copy number losses, 42% of samples showed interstitial deletions, (median size was 
41.23 Mb [3.79-120.75 Mb]), 37.68% showed arm-level events with a peri-centromeric 
breakpoint spanning up to the telomere, and the remaining 20.29% corresponded to 
whole chromosome losses. We then assessed the localization of the breakpoints of each 
alteration affecting chromosome 5. We identified differentially localized breakpoints 
involving UPDs or copy number losses events. Telomeric UPDs showed breakpoints 
extending from a location between the centromere and the APC locus on chromosome 
5q to the long-arm telomere, with a specific prevalence close to the centromere or in a 
region close to 70-80 Mbp (Fig. 3). In contrast, breakpoints corresponding to copy 
number losses were either affecting peri-centromeric loci, resulting in arm-level losses, 
or a region close to 80 Mbp up and spanning to the APC locus, thus generating 
interstitial deletions. (Fig. 3). Surprisingly, none of the breakpoints associated to copy 
number losses were localized within the region of 70-80 Mbp, where the most recurrent 
breakpoints for UPD events detected. Our analysis confirmed that bi-allelic inactivation 
of APC is mainly achieved by telomeric UPDs caused by mitotic recombination events 
(Lips et al. 2007; Melcher et al. 2011; Zarzour et al. 2015; Torabi et al. 2015). These 
results confirm previous findings in familial adenomatous polyposis patients, were 
similar genomic breakpoints were detected and were also associated with mitotic 
recombination events (Howarth et al. 2009). Altogether, this results further strength the 
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hypothesis that colorectal tumor cells urge to maintain a disomy for chromosome 5 
despite the benefit of inactivating APC. 
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Figure Legends 

Fig. 1: Genomic profiles of UPD and CNAs in GI tract cancer. Circos plots showing 
frequencies of UPDs, losses and gains in Esophageal Squamous Cell Carcinomas (a), 
Esophageal Adenocarcinomas (b), Gastric Adenocarcinomas (c), Colon 
Adenocarcinomas (d) and Rectal Adenocarcinomas (e). Chromosomes are represented 
in the outer ring of the circos plots. Regions of UPD are represented in green in the 
outer ring, and copy number losses and gains are depicted in blue and red, respectively, 
in the following rings. 

Fig. 2: Quantification of UPDs in highly aneuploid and near-diploid tumors. Box-
plots showing significant differences between highly aneuploid and near-diploid 
genomes of all UPDs events (a) whole-chromosome UPDs (b) and segmental UPDs (c). 
The Mann-Whitney sum-rank test was used to compare number of UPDs events 
between the two groups of genome ploidies. ***P < 0.001, ****P < 0.0001. 

Fig. 3: Location of telomeric UPDs and copy number losses breakpoints in 
chromosome arm 5q. Histogram showing the breakpoints of telomeric UPDs and copy 
number losses along chromosome 5q. Chromosome positions were binned in groups of 
5 Mbp. 
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Supplementary Figure Legends 

Fig. S1: Characterization of UPDs event across GI datasets. Box-plot showing 
significant differences of (a) UPD events between tumor-types. (b) UPD segmental 
events between upper- and lower-gastrointestinal tract. 

Fig. S2: FISH and ASCAT ploidy values comparison. (a) Graph depicting weigthed 
mean FISH signals of centromeric probes 7, 15, 18 and 20 in normal and tumor 
samples. (b) Correlation analysis between FISH and ASCAT ploidy values. 
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Table 1. UPD frequent regions 

 

Cohort Chromosome 
Region 

Size 
(Mbp) 

UPD    
(%) 

Mutated 
gene 

1st hit 
Mutation 
(n) 

2nd hit 
UPD 
 (n) 

2nd hit  
CN Loss 
(n) 

COAD 
5q13.2-q35.3 110.1 10.2-20.4 APC 185 41 30 
6p25.3-21.1 42.2 10.6-15.1     
17p13.3-q25.3 81.1 10.6-17.4 TP53 137 23 68 

READ 

5q12.1-q35.3 119.2 15.2-32.4 APC 67 20 14 
14q11.2-q32.33 88.2 11.4-15.2     
17p13.3-p11.2 21.8 16.2-26.7 TP53 60 9 35 
17q21.32-q25.3 33.7 15.2-19.0     

ESAD 
9q31.1-q34.3 37.6 27.8     
17p13.3-p11.2 21.5 27.8-55.6 TP53 17 9 7 
19p13.3-p13.11 16.1 27.8-33.3     

ESCC 
3p26.3-p22.3 33.7 20.5     
9p24.3-q34.3 141 28.2-64.1 NOTCH1 4 4 0 
17p13.3-q25.3 81.2 25.6-53.8 TP53 32 15 8 

STAD 
9p24.3-q34.3 141 10.7-21.5     
17p13.3-q25.3 81.2 14.9-25.6 TP53 57 12 21 
19p26.3-p22.3 24.5 15.7-19.0     
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Table 2. FISH and ASCAT ploidy 

Sample Chr 7a Chr 15 a Chr 18 a Chr 20 a FISH  
ploidyb 

ASCAT 
ploidy 

2T 3.21 n.a. 1.61 n.a. 2.41 2.24 
5T 4.42 1.79 1.63 2.30 2.53 1.93 
6T 3.73 3.16 1.53 4.39 3.20 3.87 
8T 3.38 1.18 1.16 2.83 2.14 2.89 
9T 3.56 1.48 1.56 3.75 2.59 2.14 
10T 2.95 1.90 1.09 1.99 1.98 1.98 
11T 3.92 2.24 1.49 5.39 3.26 3.59 
12T 2.38 n.a. 3.45 n.a. 2.92 4.04 
13T 3.76 1.81 1.45 4.37 2.85 4.29 
33T 3.12 1.83 1.19 1.88 2.01 2.10 
37T 3.59 n.a. 1.62 n.a. 2.61 3.29 
40T 2.68 1.80 1.48 2.07 2.01 1.97 
41T 5.07 2.10 1.32 6.01 3.63 2.37 
42T 4.63 1.46 1.67 3.24 2.75 3.33 
43T 3.21 2.11 1.19 2.90 2.35 2.37 
44T 2.22 3.01 1.74 3.69 2.67 2.68 
45T 3.99 2.16 1.47 4.95 3.14 4.24 
46T 3.39 2.15 1.35 2.69 2.39 2.15 
47T 2.02 n.a. 1.96 n.a. 1.99 2.45 
50T 3.81 n.a. 1.41 n.a. 2.61 3.31 
aValues indicated are weighted means of copy number of the corresponding 
chromosome. 
bMean of chromosomes 7, 15, 18 and 20 values. 
n.a stands for not available. 
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3.4 Capítol III 

Keyvan Torabi, Darawalee Wangsa, Immaculada Ponsa, Markus Brown, Anna 

Bosch, Maria Vila-Casadesús, Tatiana S. Karpova, Maria Calvo, Antoni 

Castells, Rosa Miró, Thomas Ried and Jordi Camps.  

 

Transcription-dependent radial distribution of TCF7L2 regulated genes in 

chromosome territories.   

 

Chromosoma (2017). doi: 10.1007/s00412-017-0629-6. 
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Table S1. Primer sequences for qRT-PCR 

 

 

 

 

Table S2. Gene radial distances with respect to the center of the CT 

 

 

Cell 

line Chr. 

Cell cycle 

phase 

Over-expressed 

gene
a
 

Under-expressed 

gene
a
 

p-value
b
 

DLD-1 

CT8 
G1 1.131 0.852 0.0004 

S 1.429 1.042 0.0106 

CT11 
G1 0.974 0.808 0.01 

S 1.687 0.985 0.0074 

LoVo 

CT8 
G1 1.080 0.825 0.0019 

S 0.935 0.902 0.0743 

CT11 
G1 1.075 0.765 0.0001 

S 1.124 1.024 0.0109 
a
 Values are indicated as the median of n > 50 territories. 

 

b
 Wilcoxon matched-pairs signed rank test.

 

 

 

Gene Forward Reverse 

MYC GGACCCGCTTCTCTGAAAGG TAACGTTGAGGGGCATCGTC 

DLC1 AGGAACGCTGCCATGCTAGA AAAATCCAGTGCTGGAGCAGA 

CCND1 CAGAAGAGCGCGAGGGAG CACAGGAGCTGGTGTTCCAT 

SCN3B AACGCGTCTGACTACCTTGC GTCAGCTGGCCTCATGTCAC 

HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT 
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4 Discussió 

4.1 Eines d’estudi de la CIN al CRC 

La presència de CNAs és una característica de la majoria de tumors sòlids 

(Beroukhim et al. 2010a). Aquestes alteracions es caracteritzen per ser guanys 

i pèrdues somàtiques de cromosomes sencers causats per errors de 

segregació en mitosi. Alhora, les CNAs també inclouen guanys i pèrdues de 

regions sub-cromosòmiques, causades en aquest cas per diversos 

mecanismes estructurals. Les CNAs són una característica especialment 

important al CRC, ja que al voltant del 85% de tumors s’engloba dins de l’entitat 

del CRC amb inestabilitat cromosòmica (Pino and Chung 2010). Tal i com ja 

s’ha descrit en la introducció, els tumors amb aquest tipus d’inestabilitat 

presenten una elevada taxa d’alteracions cromosòmiques, conduint-los a 

presentar uns cariotips altament aneuploides (Lengauer et al. 1998).   

L’ús de tècniques de citogenètica clàssica i molecular va permetre la 

identificació d’aquests cariotips altament aneuploides per tal d’entendre el 

complex escenari que comporta adquirir inestabilitat cromosòmica. 

Posteriorment, aquests tipus d’estudis van deixar pas a l’anàlisi mitjançant 

metodologia basada en arrays de CGH. Aquest tipus de metodologia, 

juntament amb millores tecnològiques com els arrays d’SNPs o la seqüenciació 

de nova generació (NGS, de l’anglès Next Generation Sequencing), són els 

procediments més usuals avui en dia a l’hora d’estudiar les CNAs, entre altres 

tipus d’alteracions. Així, durant les últimes dues dècades, la irrupció i 

consolidació d’aquesta metodologia ha portat a la identificació de patrons de 

CNAs específics per diferents tipus de càncer (Zack et al. 2013a). No obstant, 

el primer gran repte que apareix en el moment d’avaluar aquests perfils 

característics de guanys i pèrdues cromosòmiques, està en determinar les 

CNAs responsables de la iniciació i/o progressió del tumor respecte els 

esdeveniments més eventuals fruit de la inestabilitat cromosòmica innata que 

presenta el càncer. Una estratègia per assolir aquest repte és la d’estudiar 

grans cohorts de tumors i així proporcionar evidències que les alteracions més 

freqüents puguin ser els esdeveniments amb un paper més funcional pel mateix 

càncer. D’aquesta manera, juntament amb la millora tecnològica, s’ha de 
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destacar el paper de grans projectes que han proporcionat l’oportunitat 

d’estudiar el càncer a gran escala, mitjançant l’estudi potencial de milers de 

mostres. El The Cancer Genome Atlas (TCGA), coordinat pel National Cancer 

Institute (NCI) i pel National Human Genome Research Institute (NHGRI), és un 

d’aquests grans projectes, vigent des de 2005. L’objectiu principal del TCGA és 

el de caracteritzar diferents tipus de càncer, 33 fins a data d’avui, en termes de 

CNAs, expressió gènica, metilació, microRNAs, variants de seqüència, entre 

d’altres anomalies característiques del càncer (Chang et al. 2013). L’ús 

recurrent de cohorts extretes del TCGA ha portat a la publicació de múltiples 

estudis amb el suficient poder estadístic per aportar conclusions biològicament 

rellevants sobre el coneixement d’aquesta malaltia (Cancer Genome Atlas 

Network et al. 2012). 

És en aquest escenari on se situen part dels resultats presentats en aquesta 

tesi. L’estudi inicial, corresponent al capítol I, analitza dues cohorts de CRC 

diferents, una d’elles extreta del TCGA (n=303). A nivell experimental, les 

mostres de l’altra cohort (n=30) corresponen a DNA de tumors primaris 

procedents de pacients amb CRC. Aquestes mostres s’han estudiat al nostre 

laboratori mitjançant l’ús de dues plataformes d’array diferents, la primera 

correspon a un array de CGH anomenada Human Genome CGH Microarray 

244A (Agilent) i la segona a un array d’SNPs, anomenada Genechip Human 

Mapping 250K Sty array (Affymetrix). L’ús d’aquestes dues plataformes ha 

permès la comparació i validació de la detecció de segments de CNAs entre els 

dos tipus d’arrays. Així, els resultats extrets d’ambdues plataformes han estat 

molt similars, on el 92% del segments de CNAs han concordat entre les dues 

anàlisis. Paral·lelament, per a la comparació entre la nostra cohort i la del 

TCGA, s’han usat els resultats extrets dels arrays d’SNPs, ja que la cohort del 

TCGA es basa en mostres analitzades mitjançant aquesta metodologia, 

específicament la plataforma Genome-Wide Human SNP array 6.0 (Affymetrix).  

4.2 Perfils genòmics de CNAs al CRC 

La nostra cohort consisteix en mostres procedents de 30 pacients amb 

adenocarcinoma de còlon. Cadascuna de les mostres tumorals ha estat 

comparada amb una mostra de la respectiva mucosa normal adjacent. Aquesta 
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condició ha portat a la detecció única de CNAs a nivell somàtic, i per tant, 

específiques de la iniciació i/o progressió del tumor. Anàlisis d’arrays 

comparant el DNA tumoral amb un DNA normal de referència, tenen el risc 

potencial de sobreestimar la detecció de CNAs a causa de la multitud de CNVs, 

a nivell polimòrfic, que es troben repartits per tot el genoma (Zhang et al. 2009).  

El perfil genòmic de CNAs, a nivell general, extret d’aquestes anàlisis mostra 

guanys recurrents als cromosomes i/o regions cromosòmiques 7, 8q, 13 i 20q, i 

pèrdues recurrents als cromosomes i/o regions cromosòmiques 4, 8p, 14, 15, 

17p i 18, confirmant així el perfil característic de CNAs en CRC descrit amb 

anterioritat a la literatura (Camps et al. 2009; Cancer Genome Atlas Network et 

al. 2012). Aquest perfil tant conservat amb guanys i pèrdues tant freqüents com 

la dels cromosomes 7 i 18, respectivament, confirma la importància d’aquests 

esdeveniments en la progressió del CRC (Ried et al. 1996; Nakao et al. 2004). 

De fet, els guanys del cromosoma 7 i de la regió cromosòmica 20q s’han 

identificat múltiples vegades com a alteracions que es donen en fases 

primerenques, adenomes de baix grau, de la seqüència adenoma-carcinoma 

del CRC (Ried et al. 1996; Meijer et al. 1998; Höglund et al. 2002; Carvalho et 

al. 2009; Shi et al. 2012). Els nostres resultats mostren guany als cromosomes 

7 i 20q en un 66,7% de les mostres. Per altra banda, l’anàlisi de FISH en teixit 

parafinat dels centròmers d’aquests mateixos cromosomes, exposat al capítol II 

d’aquesta tesi, mostra un nombre modal superior a dos en un 82% i un 62% de 

les mostres analitzades pels cromosomes 7 i 20, respectivament. Aquestes 

diferències en percentatge entre les diferents metodologies d’anàlisi es deuen a 

casos potencials de genomes poliploides, en els quals 3 o 4 senyals de FISH 

d’un centròmer en concret, equivalen a regions neutrals a nivell de nombre de 

còpies en els resultats de l’array. Pel què fa a la pèrdua del cromosoma 18, es 

considera que aquesta és un pas clau en la progressió d’adenoma avançat a 

carcinoma (Grade et al. 2006). Globalment, la gran majoria d’aquestes 

alteracions, descrites en adenomes i carcinomes, s’han identificat ben 

conservades en metàstasi i línies cel·lulars provinents de tumors primaris (Korn 

et al. 1999; Platzer et al. 2002). Els nostres resultats confirmen la recurrència 

d’aquesta alteració, ja que un 50% dels tumors analitzats per arrays mostren 

pèrdues al cromosoma 18. Les anàlisis de FISH per aquest mateix cromosoma 
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confirmen aquesta pèrdua recurrent mostrant una mediana de 1,48 en número 

de còpies per tota la cohort. Cal destacar que altres alteracions observades 

freqüentment a la nostra cohort, com el guany del cromosoma 13 o la pèrdua 

del braç curt del cromosoma 17, també formen part de les alteracions més 

comunes en la progressió del CRC (Meijer et al. 1998; Diep et al. 2006).  

Amb la finalitat de validar els resultats obtinguts en la nostra cohort vam 

comparar els perfils obtinguts de CNAs amb la cohort extreta del TCGA. 

Qualitativament, els resultats de la nostra cohort mostren un alt grau de 

coincidència amb la cohort de CRC extreta del TCGA. No obstant, s’observen 

algunes discrepàncies a nivell quantitatiu. En general, la gran majoria de 

regions implicades en guanys o pèrdues en la nostra cohort mostren una 

freqüència més baixa de l’alteració en concret en la cohort del TCGA. Això pot 

ser degut, simplement, a la diferència de mostres que engloba cadascuna de 

les dues cohorts. D’altra banda, també pot ser degut a la potencial inclusió 

recurrent de mostres amb inestabilitat de microsatèl·lits (MSI) en la cohort del 

TCGA. Mentre que en la nostra cohort disposem d’informació clínica molt 

detallada de gran part dels pacients, incloses les anàlisis per detectar si els 

tumors es classifiquen dins el grup amb MSI, la informació clínica de les 

mostres del TCGA no sempre és prou completa. De fet, en la nostra cohort, tan 

sols hi ha dos casos que no mostren cap CNA, un de les quals sí que presenta 

MSI i un altre que correspon a un pacient amb CRC de tipus X, els quals 

tampoc acostumen a presentar CNAs (Goel et al. 2010). Mentre que la resta de 

tumors de la nostra cohort, presenten un perfil de CNAs compatibles amb el 

CRC amb CIN, alguns casos del TCGA no mostren cap o gairebé cap CNA.  

El segon gran repte a assolir per part dels estudis genòmics és el d’identificar 

els gens clau, possibles dianes terapèutiques, que formen part de les CNAs, 

entre altres tipus d’alteracions, i que aporten una selecció positiva al tumor. 

Així, les regions amplificades han estat recurrentment associades a la 

presència d’oncogens. Els guanys característics del CRC com el del 

cromosoma 7, o les regions cromosòmiques 8q o 20q, contenen oncogens 

reconeguts en aquest tipus tumoral com són, EGFR, MYC o AURKA, 

respectivament (Carvalho et al. 2009). D’altra banda, basat en la teoria dels 

two-hit de Knudson, una de les aproximacions més usades a l’hora d’identificar 
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nous TSGs ha estat la de determinar la regió mínima de pèrdua en estudis de 

grans cohorts de tumors i avaluar el gens localitzats en aquesta regió per tal 

d’assignar si la pèrdua d’algun d’aquests pot ser un esdeveniment important 

per al desenvolupament del càncer. Un clar exemple és la presència de dos 

TSGs, com són SMAD2 i SMAD4, a la regió cromosòmica 18q que 

recurrentment es troba perduda al CRC. En aquest cas, tots dos gens formen 

part de la via de senyalització de TGF-β  i es troben mutats al CRC en un 6 i 

10%, respectivament (Cancer Genome Atlas Network et al. 2012). Una altra 

estratègia ha estat la identificació de delecions focals, tant en hemi- com 

homozigosi, involucrant normalment un gen, freqüentment observades al 

càncer. S’han desenvolupat diverses metodologies bioinformàtiques per tal de 

determinar regions focals afectant significativament diversos tipus de càncers 

(Beroukhim et al. 2007b). Aquesta estratègia ha portat a la successiva 

identificació de diversos TSGs en diversos tipus tumorals. Tanmateix, alguns 

casos de delecions focals es localitzen en llocs fràgils, els quals són regions 

cromosòmiques amb tendència a trencar-se (Rajaram et al. 2013b). En la 

nostra cohort hem identificat diversos exemples d’aquests esdeveniments 

focals, els quals inclouen els gens FHIT, RBFOX1 i C20orf133, localitzats en 

les regions cromosòmiques 3p14.2, 16p13.3 i 20p12.1, respectivament. Tots 

tres casos són gens molt grans, entre 1,5 i 2 Mb, localitzats en llocs fràgils i 

amb altes freqüències de pèrdua en diferents tipus de càncer, a més del CRC 

(Smith et al. 2006; Camps et al. 2008; Beroukhim et al. 2010a). Diversos 

estudis suggereixen que aquestes alteracions corresponen a esdeveniments 

fortuïts i estan altament representades a causa d’una expansió clonal, però que 

no aporten cap mena d’avantatge selectiva al tumor. Així, aquestes delecions 

es formen simplement per la fragilitat de la regió cromosòmica en la qual es 

localitzen (Beroukhim et al. 2010a; Bignell et al. 2010a; Dereli-Öz et al. 2011). 

Contràriament, altres autors suggereixen que els gens localitzats a aquestes 

delecions focals presenten un paper funcionalment important per a la iniciació 

i/o progressió del càncer (Hazan et al. 2016). La hipòtesi d’aquest estudi és la 

de què els gens situats en llocs fràgils tenen un paper modulador de la resposta 

al dany al DNA (DDR, de l’anglès DNA-Damage Response) quan estan actius. 

A l’inactivar-se via deleció perden aquesta funció i es desencadena un 
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descontrol de la DDR a causa d’estrès replicatiu provocant conseqüentment 

l’adquisició d’inestabilitat genòmica (Hazan et al. 2016). 

4.3 Disomia uniparental: alteració cromosòmica comuna al càncer 

La UPD es va descriure per primera vegada a l’any 1980 com l’herència de dos 

cromosomes homòlegs que provenen de la mateixa via parental (Engel 1980b). 

Aquest esdeveniment ha estat llargament associat a alteracions a nivell 

constitucional causades, principalment, per errors en meiosi. Tanmateix, durant 

els últims anys la UPD ha anat prenent molt interès en l’estudi del càncer (Tuna 

et al. 2009). L’ús generalitzat dels arrays d’SNPs ha millorat la detecció de 

UPDs en estudis genòmics del càncer, mostrant regions cromosòmiques 

recurrentment afectades per aquest tipus d’esdeveniment en diferents tipus 

tumorals (Makishima and Maciejewski 2011). De la mateixa manera que en 

estudis de CNAs, el repte dels estudis genòmics de UPDs en càncer, és el 

d’identificar les alteracions que confereixen una avantatge selectiva a la cèl·lula 

tumoral, i diferenciar-les dels simples esdeveniments eventuals fruit de la 

inestabilitat genòmica pròpia del tumor. Una d’aquestes avantatges pot ser el 

paper que la UPD adquireix esdevenint un mecanisme per a la inactivació de 

TSGs al càncer. Basat en la teoria dels two-hit de Knudson, un TSG pot estar 

inactivat a causa d’una mutació, somàtica o germinal, en un dels seus dos 

al·lels (Knudson 1971). Posteriorment, mitjançant la pèrdua del cromosoma que 

conté l’al·lel normal i la subseqüent duplicació del cromosoma que conté l’al·lel 

mutat, la cèl·lula tumoral acaba amb la presència d’un TSG inactivat, en 

ambdós al·lels, però sense pèrdua de material genòmic (Tuna et al. 2009). Tot i 

la potencial transcendència d’aquest esdeveniment, pocs estudis genòmics de 

grans cohorts similars als que s’han fet per a l’avaluació de CNAs, han descrit 

regions cromosòmiques afectades per UPD en càncer.  

És arrel d’aquest context que hem establert un perfil genòmic de UPDs en dues 

cohorts diferents de CRC, descrit en el capítol I d’aquesta tesi. De manera 

similar que en el cas de les CNAs, l’ús aparellat del DNA de la mucosa normal i 

el DNA tumoral de cadascun dels pacients és essencial a l’hora d’identificar 

exclusivament les UPDs somàtiques, específiques de la iniciació i/o progressió 

del tumor (Bacolod et al. 2009). En aquest sentit, hem pogut descartar regions 
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cromosòmiques homozigotes constitucionals, compartides en ambdós teixits i 

conegudes de l’anglès com identical-by-descent (IBD) (Bacolod et al. 2009). De 

fet, la majoria d’algoritmes bioinformàtics usats en l’actualitat per inferir 

segments de CNAs i UPDs funcionen molt millor en estudis aparellats (Olshen 

et al. 2011; Li et al. 2014). A més, l’avaluació de la ràtio al·lèlica per part dels 

algoritmes basats en dades d’arrays d’SNPs, té una gran avantatge respecte 

els basats en arrays de CGH, i és el fet que es pot inferir la puresa del tumor 

(Van Loo et al. 2010; Carter et al. 2012). Tot i els esforços del patòlegs, la no 

inclusió de cèl·lules normals o cèl·lules no canceroses en mostres tumorals és 

pràcticament impossible. El grau de presència d’aquests tipus cel·lulars és una 

variable clau en la detecció d’alteracions cromosòmiques. Mentre que en una 

mostra amb poca presència de cèl·lules normals serà molt fàcil determinar les 

alteracions cromosòmiques pròpies del tumor, en una mostra on el percentatge 

d’aquest tipus cel·lular sigui molt elevat, les mateixes alteracions s’observaran 

de manera més diluïda (Van Loo et al. 2010; Li et al. 2014). A aquesta dificultat, 

s’afegeix el fet que entre les cèl·lules d’un mateix tumor existeix, sovint, una 

gran variabilitat a nivell d’anomalies cromosòmiques, fet conegut amb el terme 

heterogeneïtat intra-tumoral (Burrell et al. 2013b; Williams et al. 2016). Així, la 

presència de cèl·lules normals, sumat a l’heterogeneïtat tumoral inherent del 

càncer, comporta l’ús necessari d’algoritmes complexos que considerin la 

cel·lularitat específica de cada mostra tumoral (Van Loo et al. 2010; Li et al. 

2014). Tenint en compte aquests factors, tots els resultats descrits referents a 

perfils de UPDs, estan basats en l’ús de l’algoritme PSCBS, el qual computa 

llindars diferents en funció de la puresa específica de cada tumor (Olshen et al. 

2011).  

4.4 Perfils genòmics de UPD al CRC 

Malgrat el recent interès en caracteritzar regions de UPD genòmiques al 

càncer, el nombre d’estudis publicats fins a l’actualitat sembla ser insuficient 

per tal de determinar les alteracions específiques que confereixen un avantatge 

positiu a la carcinogènesi colorectal. Contràriament, l’escenari actual mostra 

una variabilitat de regions cromosòmiques descrites com a freqüents, les quals 

depenen de la metodologia i cohorts utilitzades en cada cas. D’entrada, l’estudi 

d’Andersen i col·laboradors va ser dels primers en determinar que la UPD és 
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freqüent al CRC. El grup va utilitzar la plataforma Genechip Mapping 10K 

(Affymetrix) per analitzar 15 tumors primaris microdisseccionats i identificar com 

a regions de UPD freqüents els braços cromosòmics 3p, 8p, 13q i 20q 

(Andersen et al. 2007). Posteriorment, Kurashina i col·laboradors, van analitzar 

94 tumors primaris, comparats amb les respectives mucoses normals, i van 

destacar les regions cromosòmiques 5q, 8p, 11, 14, 15, 17p i 18q com a 

freqüentment afectades per UPD (Kurashina et al. 2008). Ambdós estudis  

comparteixen únicament la identificació de 8p com a regió freqüent de UPD. 

Cal destacar, que l’observació recurrent de LOH en aquest braç cromosòmic en 

diversos tipus tumorals ha incrementat la cerca de gens candidats a ser TSGs 

en aquesta regió (Pole et al. 2006; Chua et al. 2009). Els nostres resultats 

confirmen l’afectació recurrent a 8p en CRC, ja que la meitat dels casos 

mostren pèrdues o UPDs en aquesta regió cromosòmica. En un altre estudi, 

Melcher i col·laboradors analitzen 16 tumors amb CIN, i identifiquen les regions 

cromosòmiques 5q21.1-q22.3 i 17p13.2-p13.1 com a les regions més freqüents 

de UPD en CRC esporàdic, amb un 31 i un 25%, respectivament (Melcher et al. 

2011). Anteriorment, Lips i col·laboradors van analitzar una cohort específica 

de 78 tumors rectals dividits en adenomes i carcinomes. Mitjançant l’ús de la 

plataforma GeneChip Mapping 10K 2.0 arrays (Affymetrix) van observar que el 

grup de carcinomes mostrava UPDs involucrant els cromosomes 9 i 12, i les 

regions cromosòmiques 5q i 17p. Tanmateix, l’única regió de UPD destacable a 

nivell de freqüència al grup d’adenomes es localitzava a 5q (Lips et al. 2007). 

Recentment, l’estudi de Zarzour i col·laboradors ha analitzat, mitjançant la 

plataforma Human610-Quad chips (Illumina), 216 mostres en les que 

s’inclouen, 60 adenomes, 36 carcinomes d’estadiatge I i 120 carcinomes 

d’estadiatge III (Zarzour et al. 2015). Mentre que en la cohort de carcinomes 

d’estadiatge III s’identifiquen UPDs a 5q, 11q, 15q, 17p, 18q, 18q, 20p i 22q 

amb una freqüència superior al 10%, en la cohort d’adenomes la UPD a 5q és 

l’única que supera el mateix llindar de freqüència. Un estudi més recent no 

detecta aquesta alteració en mucosa normal comparat amb els respectius 

carcinomes, on la UPD a 5q torna a ser l’esdeveniment més freqüent (Conconi 

et al. 2016). Referent al nostre estudi, el perfil global de UPDs mostra regions 

recurrents superiors al 10%, als braços cromosòmics 1p, 3p, 5q, 8p, 9q, 10q, 

14q, 17p, 20p, 21q i 22q i als cromosomes 18 i 19. A més de la UPD a 8p, cal 
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destacar les regions cromosòmiques 5q14.1-q31.2, 17p13.3-q25.3 i 18p11.32-

q23, ja que són les tres més afectades per UPD i les més descrites en els 

estudis ja publicats. Aquestes tres regions de UPD s’han identificat també en 

diverses línies cel·lulars de CRC (Gaasenbeek et al. 2006; Melcher et al. 2007). 

Les tres regions inclouen TSGs molt involucrats en les vies de progressió del 

CRC com APC a 5q, TP53 a 17p i SMAD4 a 18q (Baker et al. 1989; Fearon 

and Vogelstein 1990). No obstant, la UPD a 5q sembla ser la més freqüent 

d’entre totes les descrites a CRC fins al moment (Tuna et al. 2009). A més, la 

identificació freqüent de UPD a 5q en adenomes, suggereix que aquest 

esdeveniment és una de les primeres alteracions del procés de carcinogènesi 

del còlon i del recte (Lips et al. 2007; Zarzour et al. 2015). Segons aquests 

autors, la UPD a 5q és el principal mecanisme pel qual el TSG APC perd la 

seva funció, especialment en la fase d’adenoma. De fet, la inactivació d’APC 

s’ha definit com a un dels esdeveniments més primerencs en la progressió 

d’adenoma de baix grau a adenoma avançat del model adenoma-carcinoma del 

CRC (Fearon and Vogelstein 1990). 

4.5 UPD com a mecanisme alternatiu d’inactivació de TSGs 

Els estudis genòmics en grans cohorts de càncers han permès la identificació 

de patrons de CNAs específics per tipus tumoral (Beroukhim et al. 2010a). 

Tanmateix, manquen estudis similars on es caracteritzi la UPD. A més, la 

integració amb dades mutacionals és essencial a l’hora de determinar quin 

paper funcional aporten aquestes alteracions al tumor. Amb el propòsit de 

confirmar que els perfils de UPD observats en CRC són específics d’aquest 

tipus tumoral, hem estudiat diferents cohorts tumorals del tracte gastrointestinal 

extretes del TCGA. A més, hem integrat aquestes dades amb l’anàlisi 

mutacional de les mateixes mostres per tal d’identificar la presència de TSGs 

inactivats en les regions de UPD. Així, al capítol II d’aquesta tesi hem comparat 

els perfils de UPDs, a més dels de CNAs, en tumors de còlon (COAD, de 

l’anglès Colon Adenocarcinoma) i recte (READ, de l’anglès Rectum 

Adenocarcinoma) per separat, estómac (STAD, de l’anglès Stomach 

Adenocarcinoma) i esòfag, que alhora es subdivideix en adenocarcinoma 

(ESAD, de l’anglès Esophagus Adenocarcinoma) i escamós (ESCC, de l’anglès 

Esophagus Squamous Cell Carcinoma). 
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En esòfag, Nancarrow i col·laboradors van determinar que les regions més 

freqüents de UPD en ESAD es localitzaven als braços cromosòmics 2p, 2q, 9q, 

17 i 17q (Nancarrow et al. 2008). Posteriorment, el mateix grup va analitzar una 

altra cohort d’ESAD mostrant resultats molt similars als obtinguts anteriorment i 

confirmant que la UPD és un esdeveniment molt freqüent en l’adenocarcinoma 

d’esòfag (Frankel et al. 2014). D’altra banda, el perfil genòmic de UPDs en 

ESCC és força diferent segons un estudi on s’identifiquen els braços 

cromosòmics 2p, 5p, 19p, i 20q afectats per aquest tipus d’alteració (Hu et al. 

2010). A nivell general, les nostres anàlisis extretes de les cohorts del TCGA 

mostren que a part d’algunes diferències quantitatives, els dos tipus de tumors 

d’esòfag comparteixen les dues regions més freqüents de UPD, localitzades als 

braços cromosòmics 9q i 17p. Referent a la regió 17p, en totes dues cohorts 

s’observen mutacions inactivants de TP53 en aquells tumors que mostren UPD. 

De fet, TP53 és el gen amb més variants identificades en regions afectades per 

UPD en ambdues cohorts. Pel què fa al cromosoma 9, cal destacar que la 

cohort d’ESAD tendeix a presentar UPD al braç llarg, mentre que en ESCC la 

UPD involucra el cromosoma sencer. Curiosament, la cohort d’ESCC mostra 

que en tots els casos on hem identificat una mutació inactivant al TSG 

NOTCH1, hem detectat també una UPD al cromosoma 9. Contràriament, tot i 

l’elevada freqüència de UPDs al braç 9q, no hem detectat mutacions inactivants 

de NOTCH1 en ESAD. Mentre que variants puntuals en aquest gen s’han 

identificat prèviament en ESCC, no s’han descrit en ESAD (Agrawal et al. 

2012). De fet, la via de senyalització de Notch, mitjançant la inactivació de 

NOTCH1, es troba afectada en la majoria de tumors epitelials escamosos, 

inclosos els carcinomes de pell, cavitat oral, esòfag i pulmó (Sakamoto 2016). 

Aquests resultats confirmen que la UPD influeix en la via Notch, inactivant 

NOTCH1 específicament en ESCC. 

A nivell de càncer gàstric, s’ha descrit molt recentment que els braços 

cromosòmics 5q, 11p, 11q i 12q presenten freqüències elevades de UPD 

(Arakawa et al. 2017). El mateix estudi compara els perfils genòmics de tumors 

avançats amb els perfils de tumors primerencs, els quals mostren CNAs però 

cap UPD. Les nostres anàlisis mostren que la regió més afectada en STAD es 

localitza a 17p. Similar a les cohorts descrites anteriorment, TP53 torna a ser el 
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gen amb més mutacions inactivants en els tumors on s’observa UPD a 17p. En 

aquesta cohort, ARID1A és el segon gen amb més mutacions inactivants 

localitzades en regions de UPDs. Cal destacar, que la regió cromosòmica 

1p35.3, on es localitza el gen, no s’inclou entre les més freqüents de UPD en 

STAD. Aquest gen és un membre de la família de remodeladors de la 

cromatina SWI/SNF, encarregats de regular la transcripció de MYC entre altres 

gens (Wu et al. 2014). Diversos autors han descrit mutacions recurrents a 

ARID1A, i l’han associat amb funcions supressives de tumor en càncer gàstric i 

colorectal, entre d’altres (Wang et al. 2011; Cancer Genome Atlas Network et 

al. 2012).  

Finalment, en còlon i recte la UPD més freqüent torna a involucrar el 

cromosoma 5, com ja s’ha descrit al capítol I d’aquesta tesi, amb pics regionals 

de fins al 20% i 32%, respectivament. En ambdós tipus tumorals, APC és el 

gen amb més mutacions inactivants en les mostres on s’observa UPD a 5q. El 

gen APC té un paper funcional clau en la via de senyalització Wnt, regulant β-

catenina, i es considera com a TSG per excel·lència al CRC esporàdic, trobant-

se mutat fins a un 81% dels casos sense fenotip hipermutador (Cancer 

Genome Atlas Network et al. 2012). A més, variants que afecten aquest gen 

s’associen a diverses formes hereditàries del CRC (Lynch et al. 2003). 

Globalment, els nostres resultats confirmen l’existència d’anomalies 

característiques per tipus tumoral. Mentre que en CRC la UPD a 5q és 

l’alteració més observada, als altres tipus tumorals la pèrdua del mateix braç és 

sempre més freqüent que la UPD. A nivell d’exemple, APC està involucrat en 

pèrdues cromosòmiques en un 38,8%, 59% i 32,2%, en ESAD, ESCC i STAD, 

respectivament. Contràriament, aquest TSG està involucrat en UPDs en un 

16,7%, 5,1% i 7,4% en els mateixos tipus tumorals. La pèrdua del braç llarg del 

cromosoma 5 s’ha descrit en altres neoplàsies, especialment en síndromes 

mielodisplàsiques, on la presència d’aquesta i d’altres anomalies citogenètiques 

estan associades a un pitjor pronòstic (Fenaux and Kelaidi 2006). En canvi, la 

UPD a la mateixa regió sembla ser un tret característic i únic del CRC (Tuna et 

al. 2009). L’elevada freqüència d’aquesta anomalia en CRC, no només 

confirma l’especificitat de l’alteració per tal d’inactivar APC, sinó que també 

suggereix que la cèl·lula necessita mantenir gran part del cromosoma 5 amb 



Discussió 

97 

 

més d’una còpia, per tal de mantenir intacte la seva viabilitat. Si existeixen gens 

localitzats al braç 5q claus per a la supervivència de la cèl·lula tumoral en CRC 

caldrà demostrar-ho amb més anàlisis funcionals. A part de la inactivació 

recurrent d’APC en COAD i READ, cal fer èmfasi en les inactivacions de 

NOTCH1 en ESCC i ARID1A en STAD, confirmant l’especificitat de la UPD a 

l’hora d’inactivar vies de senyalització que condueixen la carcinogènesi d’un 

tipus tumoral concret. Tanmateix, és important tenir en compte que aquest 

mecanisme és responsable també d’inactivar TP53 TSG implicat en múltiples 

tipus tumorals. 

A més de les diferències qualitatives, també hem observat diferències 

quantitatives entre tipus tumorals. Específicament, la cohort d’esòfag és el tipus 

tumoral amb major nombre de UPDs, amb una mitjana de 6,18 esdeveniments 

per cas, confirmant estudis anteriors on es suggereix que aquest tipus 

d’alteració és la més freqüent en càncer d’esòfag (Frankel et al. 2014). Tot 

seguit, se situa la cohort d’estómac amb una mitjana de 5,62 esdeveniments 

per mostra. Finalment, se situen recte i còlon amb unes mitjanes de 4,46 i 3,28 

esdeveniments per mostra, respectivament. Aquestes diferències es mantenen 

estables quan només es tenen en compte UPDs segmentals, ja siguin 

telomèriques o intersiticials, indicant que el càncer d’esòfag i el d’estómac 

acumulen més inestabilitat cromosòmica estructural comparat amb el CRC. 

Prèviament, ja s’havia descrit un increment de CIN estructural en 

adenocarcinomes de la part alta del tracte gastrointestinal, d’esòfag i estómac, 

comparat amb adenocarcinomes colorectals (Dulak et al. 2012). En aquest 

estudi, Dulak i col·laboradors observaven un increment d’amplificacions focals 

en tumors d’esòfag i estómac comparat amb tumors colorectals. S’ha suggerit 

que la constant exposició a àcids biliars, a la qual estan sotmesos l’esòfag i 

l’estómac, col·labora a la carcinogènesi mitjançant la formació de DSBs 

(Bernstein et al. 2005). Aquest increment de formació de DSBs contribueix en 

l’elevada inestabilitat cromosòmica estructural observada en tumors esofàgics i 

gàstrics comparat amb tumors colorectals (Dulak et al. 2012).  
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4.6 La UPD és més freqüent en casos altament aneuploides 

Tradicionalment l’única manera de determinar la ploïdia d’un tumor era 

mitjançant l’obtenció de metafases de les cèl·lules tumorals en divisió i comptar 

el número total de cromosomes observats. Arrel de l’ús dels arrays d’SNPs, 

diverses eines bioinformàtiques s’han desenvolupat per tal de determinar el 

nombre de còpies a nivell al·lèlic i així quantificar la ploïdia general del tumor 

(Van Loo et al. 2010; Carter et al. 2012). Gràcies a l’ús d’aquestes eines s'ha 

descrit la ploïdia genòmica en grans cohorts de diferents tipus de càncer (Zack 

et al. 2013a). L’elevada freqüència de genomes altament aneuploides, entre els 

que s’inclouen genomes propers a ser triploides i superiors (més de 58 

cromosomes), fa pensar que la tetraploidització del genoma seguit de la pèrdua 

consecutiva de diversos cromosomes és habitual en la progressió del càncer, 

especialment en tumors d’origen epitelial (Carter et al. 2012). De fet, s’ha 

descrit que les cèl·lules tetraploides mostren més CIN numèrica, ja que 

aquestes cèl·lules tenen més cromosomes per poder perdre que no pas un 

genoma diploide, on la monosomia té efectes molt perjudicials (Storchova and 

Pellman 2004; Storchova and Kuffer 2008). L’ús de l’ASCAT en la nostra i en 

les cohorts del TCGA ha confirmat que gran part dels casos, entre un 44,3% i 

un 63,9% depenent del tipus tumoral, corresponen a genomes amb valors de 

ploïdies superiors a 2,5. Un genoma amb una ploïdia de 2,5 correspon a un 

cariotip de 58 cromosomes definit com a cariotip hipotriploide (entre 58-68 

cromosomes). Els nostres resultats mostren que els casos altament 

aneuploides presenten un nombre de UPDs significativament més elevat que 

els casos propers a ser diploides, confirmant que els tumors que provenen de 

duplicacions del seu genoma presenten una elevada taxa d’errors de 

segregació en mitosi. Si en aquests tumors existeix un preferència per perdre 

cromosomes que provenen de la mateixa via parental caldrà demostrar-ho a 

partir de més estudis. D’altra banda, la diferència en nombre de UPDs entre 

diferents grups de ploïdies tumorals es manté quan es comparen UPDs 

telomèriques i intersticials. Ambdós tipus d’esdeveniments, són anomalies 

iniciades per defectes estructurals i no pas per defectes de segregació mitòtica. 

Aquests resultats suggereixen que els genomes que potencialment provenen 

d’una tetraploidització adquireixen paral·lelament a l’increment de CIN 
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numèrica un increment de CIN estructural. De fet, l’adquisició de CIN 

estructural, mitjançant la identificació d’un increment de l’estrès replicatiu de la 

cèl·lula, s’ha descrit recentment en tumors amb CIN elevada, relacionant 

ambdós tipus d’inestabilitats, numèrica i estructural (Burrell et al. 2013a). 

4.7 La UPD telomèrica és el tipus d’esdeveniment més present, afectant 

principalment a APC 

Tot i la recurrent descripció de la UPD com a un esdeveniment que involucra un 

cromosoma sencer, la gran majoria d’alteracions observades en càncer 

corresponen a anomalies segmentals (Tuna et al. 2009; O’Keefe et al. 2010). 

Específicament, les UPDs telomèriques, aquelles que inclouen la gran majoria 

d’un braç cromosòmic, són les més descrites a la literatura (Makishima and 

Maciejewski 2011). Les diferents cohorts del TCGA que hem analitzat 

confirmen que la telomèrica és el tipus de UPD més freqüent amb una mitjana 

de 1,89, 2,31, 2,47 i 3,12 esdeveniments per còlon, recte, estómac i esòfag, 

respectivament. La UPD telomèrica involucrant el braç 5q és de les més 

freqüents, considerant totes les cohorts estudiades del TCGA. La inactivació 

recurrent d’APC causada per aquest esdeveniment, suggereix que aquesta és 

una alteració important per a la iniciació i/o progressió del CRC. De fet, la UPD 

a 5q s’ha descrit com un esdeveniment primerenc, afectant a adenomes 

freqüentment (Zarzour et al. 2015). D’altra banda, en múltiples casos on no 

s’observa UPD a 5q, una pèrdua a nivell de braç cromosòmic o a nivell 

intersticial pot resultar també en la inactivació d’APC. Entre les diferents 

cohorts de CRC analitzades en aquesta tesi, s’han recollit més de cent casos 

amb APC afectat, ja sigui per deleció o per UPD. Les freqüències dels dos tipus 

d’alteracions són similars, tot i que la regió cromosòmica que afecta cadascun 

dels esdeveniments és diferent. Mentre que les pèrdues a nivell de braç tenen 

com a punt de trencament localitzacions properes al centròmer, les delecions 

intersticials s’agrupen en regions més properes al locus d’APC. Contràriament, 

la gran majoria de casos on APC està involucrat en regions de UPD, aquestes 

són telomèriques, afectant una regió força àmplia a nivell de braç cromosòmic. 

Cal destacar que la distribució dels punts de trencament al llarg del braç 5q 

associats a la UPD telomèrica difereix de l’observada per les pèrdues. Els 

nostres resultats mostren que en la gran majoria de casos els punts de 
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trencament es localitzen entre les 65 i les 80 Mb del braç 5q. Aquesta anàlisi, 

confirma els resultats publicats per Howarth i col·laboradors, els quals van 

observar una distribució similar referent als punts de trencament a 5q 

associada a tipus d’alteració (Howarth et al. 2009). Aquests autors van analitzar 

pacients FAP, els quals es caracteritzen per presentar inactivació germinal 

d’APC. El mateix grup aporta evidències sobre la presència de punts de 

recombinació meiòtica a la localització cromosòmica on s’acumulen els 

trencaments associats a la UPD telomèrica de 5q. De fet, observen un 

enriquiment de punts de trencament entre les 68 i 71 Mb del braç 5q, on 

s’acumulen seqüències de repetició del tipus LCR (de l’anglès, Low Copy 

Repeats). Aquests LCRs, incrementen la probabilitat de trencaments al DNA i 

de l’estancament de la forca de replicació, que conduirà finalment la cèl·lula a 

intentar reparar el trencament mitjançant replicació associada a trencament 

(BIR, de l’anglès Break Induced Replication) creant finalment la regió de UPD 

telòmerica. D’altra banda, els autors suggereixen que els trencaments 

associats a pèrdues no es poden reparar a causa de la proximitat dels mateixos 

al centròmer, on les seqüències altament repetitives poden conduir a 

l’aparellament de seqüències no específiques. Contràriament, els nostres 

resultats no reforcen l’últim punt d’aquesta hipòtesi, ja que molts dels casos on 

s’observa una UPD telomèrica els punts de trencament es localitzen en regions 

pericentromèriques. Finalment, els autors suggereixen que la pèrdua de 5q 

acostuma a succeir en casos molt aneuploides, on la conseqüència de 

l’alteració no és tant perjudicial per la cèl·lula, mentre que la UPD a la mateixa 

regió és un esdeveniment primerenc que inicia la carcinogènesi (Howarth et al. 

2009). Aquests resultats, explicarien l’elevada freqüència de UPD a 5q que 

s’observa en adenomes (Lips et al. 2007; Zarzour et al. 2015). Alguns dels 

tumors de les cohorts que hem estudiat no presenten CNAs, però mostren la 

UPD telomèrica a 5q o una deleció afectant específicament APC. D’altra banda, 

la pèrdua del braç sencer tendeix a presentar-se acompanyada d’altres 

anomalies citogenètiques, resultant en genomes força aneuploides. 

Un altre estudi en CRC identifica casos de UPDs telomèriques no associades al 

braç cromosòmic 5q (Middeldorp et al. 2008). En aquest cas, Middeldorp i 

col·laboradors observen una freqüència molt elevada de UPDs en carcinomes 
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de pacients amb MAP (de l’anglès, MUTYH-Associated Polyposis), comparat 

amb la freqüència mitjana trobada en casos esporàdics. Aquests tumors 

presenten una elevada taxa de mutacions associada als defectes en la via de 

reparació per excisió de bases (BER, de l’anglès Base Excision Repair), 

característica dels pacients amb mutació germinal del gen MUTYH. La gran 

majoria dels esdeveniments que es descriuen en aquests carcinomes són 

UPDs segmentals i inclouen les regions cromosòmiques 17p (57%), 18q (52%), 

15q (52%) i 6p (36%). Els autors suggereixen que l’increment de mutacions que 

presenten aquests tumors, associats als defectes de la via BER, afavoreixen 

els esdeveniments de la recombinació mitòtica com a via de reparació 

alternativa (Middeldorp et al. 2008). Aquest fet podria ser la causa de l’elevada 

freqüència de UPDs segmentals que presenten aquests carcinomes comparat 

amb casos esporàdics. 

Altres estudis similars s’han realitzat en pacients amb neurofibromatosi de tipus 

I (Garcia-Linares et al. 2011). Aquests pacients desenvolupen neurofibromes 

causats per la inactivació dels dos al·lels del gen NF1 (Serra et al. 1997). En 

aquest estudi, Garcia-Linares i col·laboradors identifiquen LOH a 17q, afectant 

principalment el TSG NF1 en un 24.9% dels neurofibromes analitzats. Entre 

aquests, un 62% mostren UPD telomèrica, mentre que el 38% restant mostren 

delecions focals, entre 80 kb i 8Mb, afectant específicament NF1. Els autors 

conclouen que la recombinació mitòtica és el mecanisme més freqüent per 

formar les UPDs a 17q i, conseqüentment, inactivar NF1. Aquests resultats, 

com els observats en APC en les nostres cohorts de CRC, confirmen la 

inactivació mitjançant UPD telomèrica de TSGs específics de tipus tumoral. 

4.8 La importància de l’arquitectura nuclear en la formació de UPDs 

segmentals 

La recombinació homòloga (HR, de l’anglès Homologous Recombination) és un 

mecanisme especialitzat per a la reparació de DSBs (Moynahan and Jasin 

2010). Normalment, aquest mecanisme utilitza seqüències de DNA idèntiques 

com a motlle per a reparar aquests DSBs. Així, després de la replicació del 

DNA aquest mecanisme disposa d’una cromàtide germana per recombinar i 

poder reparar el trencament conservant la informació genètica. Tanmateix, 
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altres seqüències homòlogues, com les corresponents al cromosoma homòleg, 

també poden utilitzar-se com a motlles per a la reparació (Moynahan and Jasin 

1997; Neuwirth et al. 2007). Aquest tipus de recombinació resulta en una 

pèrdua d’heterozigositat, la qual pot comportar la inactivació d’un gen en 

concret. Estudis en llevats han demostrat que, generalment, la cèl·lula prioritza 

l’ús de cromàtides germanes a l’hora de recombinar (Kadyk and Hartwell 1992). 

No obstant, s’ha observat que la inactivació de RecQ, una família d’helicases 

amb un paper clau en l’HR, és suficient per incrementar l’intercanvi entre 

cromosomes homòlegs (Carotenuto and Liberi 2010). Tot i aquesta inactivació, 

la recombinació entre cromàtides germanes continua sent més freqüent. Cal 

destacar, que mutacions germinals en tres gens de la família d’helicases RecQ 

estan implicades en cinc malalties d’herència recessiva com són les síndromes 

de Bloom pel gen BLM, de Werner pel gen WRN, i de Rothmund-Thomson, 

Rapadilino i Baller-Gerold pel gen RECQ4 (Chu and Hickson 2009). Entre 

aquestes síndromes, la més estudiada és la de Bloom, els individus de la qual 

presenten un increment d’inestabilitat genòmica, caracteritzat per un excés no 

només d’intercanvi entre cromàtides germanes sinó també entre cromosomes 

homòlegs, per la qual cosa desenvolupen predisposició al càncer (Ellis and 

German 1996).  

Un altre dels factors que pot estar implicat en la generació d’intercanvi entre 

cromosomes homòlegs és la proximitat espacial d’aquests cromosomes en el 

nucli interfàsic. Així es pot hipotetizar que la prioritat que té la cèl·lula de 

recombinar amb la cromàtide germana es pot deure a la baixa probabilitat de 

contacte entre les molècules de DNA de cromosomes homòlegs (Moynahan 

and Jasin 2010). En qualsevol cas, l’elevada freqüència de UPDs segmentals, 

potencialment formades per HR, observades al càncer fan pensar que ja sigui 

la proximitat espacial o mutacions en RecQ poden ser determinants en afavorir 

la recombinació entre cromosomes homòlegs. En quant a la possible implicació 

de la distribució espacial dels cromosomes homòlegs, el fet que les UPDs 

siguin específiques de cromosoma podria suggerir que certs cromosomes 

homòlegs es troben en relativa proximitat al nucli interfàsic. Per exemple, 

l’increment en el nombre de UPDs segmentals en genomes altament 

aneuploides, descrit en el capítol II d’aquesta tesi, podria suggerir que en 
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aquests casos els cromosomes homòlegs es troben més propers dins del nucli 

interfàsic. Arrel d’aquesta hipòtesi, és necessari entendre diversos conceptes 

de l’arquitectura nuclear per tal d’adquirir el coneixement necessari sobre el 

possible paper que té l’estructura del nucli en la formació de UPDs. El dogma 

central en el camp de l’arquitectura nuclear exposa que els cromosomes 

ocupen unes àrees concretes dins el nucli interfàsic anomenades territoris 

cromosòmics (CTs, de l’anglès Chromosome Territories) (Cremer and Cremer 

2010). Aquests CTs es disposen dins el nucli d’una manera no aleatòria, 

seguint una organització radial en funció de la densitat gènica del cromosoma 

(Croft et al. 1999; Boyle et al. 2001; Cremer and Cremer 2001). Aquesta 

organització nuclear ha estat confirmada mitjançant l’ús de tècniques de Hi-C, 

les quals evidencien que els CTs més rics en gens, a l’estar recurrentment 

posicionats al centre del nucli tenen una freqüència de contacte entre ells molt 

més elevada que els CTs més pobres en gens (Lieberman-Aiden et al. 2009; 

Kalhor et al. 2011). En aquest sentit, els nostres resultats mostren una clara 

associació entre densitat gènica del cromosoma, i la freqüència de UPDs 

telomèriques en CRC (Annex; Figura 16). Així, la proximitat entre cromosomes 

homòlegs en el nucli interfàsic podria explicar una elevada freqüència de UPDs 

telomèriques en determinats cromosomes. Tanmateix, cromosomes que no són 

especialment rics en gens, també mostren regions intra-cromosòmiques 

freqüentment afectades per UPD en CRC, com és el cas del braç cromosòmic 

8p, la qual cosa obre la porta a pensar que no solament la posició del CT, sinó 

per exemple l’estructura de la cromatina pugui estar implicada en la generació 

de UPDs. 

Tal i com es presenta en el capítol III d’aquesta tesi, l’ús de pintats 

cromosòmics mitjançant 3D-FISH ens ha permès avaluar la localització nuclear 

del cromosoma 8 i 11, els quals presenten freqüències de UPD en CRC molt 

diferents entre ells. Mentre que el cromosoma 8 presenta freqüències elevades 

de UPD en CRC, el cromosoma 11 gairebé no en presenta. D’entrada, tot i la 

diferència en densitat gènica, no hem observat patrons diferencials de 

posicionament radial nuclear entre els dos territoris, localitzant-se ambdós en 

zones més aviat perifèriques i mostrant distàncies similars entre cromosomes 

homòlegs. A més, la posició radial és similar durant el cicle cel·lular, confirmant 
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així que el posicionament dins el nucli interfàsic dels CTs s’estableix a G1 i es 

manté molt estable durant tot el cicle cel·lular (Strickfaden et al. 2010; Müller et 

al. 2010). Aquesta distribució tan conservada s’ha descrit en diverses espècies 

de mamífers, evidenciant la importància que aquesta organització nuclear té en 

la funcionalitat de la cèl·lula (Tanabe et al. 2002). De fet, grans moviments o 

canvis en la localització de CTs dins el nucli interfàsic, modificant aquesta 

arquitectura tant conservada, s’han descrit únicament en condicions molt 

específiques, com per exemple en càncer, algunes laminopaties i processos de 

diferenciació cel·lular (Bridger et al. 2014; Ioannou et al. 2015b; Sehgal et al. 

2016). Recentment, un treball realitzat en línies cel·lulars de CRC ha confirmat 

que Lamina B2 (LMNB2), una proteïna de la làmina nuclear, té un paper 

important en el manteniment de la distribució territorial de cromosomes 

aneuploides en el nucli interfàsic (Ranade et al. 2017). Un altre estudi confirma 

que existeixen moviments de CTs dins el nucli interfàsic arrel d’induir dany al 

DNA (Mehta et al. 2013). Els autors suggereixen que el moviment dels CTs 

succeeix per tal de reparar el possible dany. A més, el grup identifica que 

generalment són els CTs més rics en gens els que porten a terme aquest 

moviment, suggerint una reparació guiada per la densitat gènica específica de 

cada cromosoma. Més recentment, en un estudi molt similar a l’anterior, 

Ioannou i col·laboradors aporten més evidències de moviments de CTs arrel de 

la inducció de dany al DNA (Ioannou et al. 2015a). En aquest últim estudi el 

cromosoma 8, entre d’altres, presenta diferències significatives de moviments 

intra-nuclears entre limfòcits exposats a dany al DNA i limfòcits no exposats. 

Paral·lelament, un altre grup ha induït DSBs en regions de DNA associades a 

la làmina nuclear (LADs, de l’anglès Lamina Associated Domains), i ha 

determinat que la unió d’extrems no homòlegs (NHEJ, de l’anglès Non-

Homologous End Joining) és el mecanisme pel qual la cèl·lula repara aquests 

trencaments (Lemaître et al. 2014). Aquest mecanisme, a diferència de l’HR, no 

requereix de seqüències homòlogues per tal de reparar els DSBs ja que lliga 

directament els extrems trencats (Moore and Haber 1996). Contràriament, quan 

el DSB es localitza en DNA de l’interior del nucli o dels porus nuclears, la 

cèl·lula activa la resposta al dany de DNA i el trencament es repara mitjançant 

HR (Lemaître et al. 2014). Així, els autors suggereixen un model on la posició 

nuclear és un factor clau per a la determinació del mecanisme de reparació del 
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DNA per part de la cèl·lula. En aquest sentit són necessaris més estudis per tal 

d’entendre si la distribució dels cromosomes en el nucli interfàsic pot estar 

relacionada amb l’etiologia de UPDs i si factors implicats en l’arquitectura 

nuclear poden ser dependents de tipus tumoral, la qual cosa podria explicar 

l’aparició de patrons de UPD específics, tal i com s’ha descrit en els capítols I i 

II de la secció de resultats. 

A més de l’estudi de distribució radial dels CTs, l’anàlisi de quatre gens 

localitzats en regions diferents dels cromosomes 8 i 11 ens ha permès 

l’avaluació del paper de diferents variables en el posicionament de la 

cromatina, a nivell gènic, dins el nucli interfàsic. Per començar, tot i que el braç 

curt del cromosoma 8 tendeix a presentar més UPDs que el braç llarg en CRC, 

el gen DLC1, localitzat a 8p22, no mostra diferències significatives de 

posicionament nuclear respecte MYC, localitzat a 8q24.21. Contràriament, sí 

que s’observen diferències significatives en el cas de la comparació entre 

CCND1 i SCN3B, localitzats a 11q13.3 i 11q24.1, respectivament. Així CCND1, 

es localitza més a l’interior del nucli que el gen SCN3B. Globalment, aquests 

resultats contradiuen una teoria llargament discutida a la literatura, la qual 

s’associa una elevada expressió de gens individuals amb un posicionament 

més a l’interior del nucli interfàsic (Zink et al. 2004; Williams et al. 2006). Les 

nostres anàlisis mostren que el gen MYC, altament expressat en les dues línies 

cel·lulars estudiades, es posiciona freqüentment a prop de la perifèria del nucli, 

de la mateixa manera que ho fan els dos gens infra-expressats que s’han 

estudiat, DLC1 al mateix cromosoma 8, i SCN3B al cromosoma 11. Treballs 

més recents utilitzant microscòpia d’alta resolució argumenten que la posició 

radial dins el nucli no s’estructura a nivell de gens individuals sinó a nivell de 

dominis cromatínics definits com a regions aproximades d’1Mb (Kölbl et al. 

2012). L’expressió global dels gens inclosos en aquests dominis podria ser el 

factor que determina la posició dins el nucli. Recentment, l’ús de la Hi-C, ha 

definit uns dominis cromatínics anomenats TADs (de l’anglès, Topologically 

Associated Domains), confirmant la mida dels dominis descrits per microscòpia 

(1Mb), com a unitat bàsica d’organització nuclear a nivell de la cromatina 

(Dixon et al. 2012). D’altra banda, els nostres resultats mostren que mentre 

MYC, DLC1 i SCN3B, localitzats en regions cromosòmiques pobres en gens o 
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bandes G, se situen més cap a la perifèria del nucli, CCND1, el qual està 

localitzat en una regió cromosòmica rica en gens o banda R, se situa més cap 

al centre. Aquests resultats suggereixen una distribució radial dins el nucli en 

funció de la densitat gènica local, confirmant així estudis previs que descriuen 

que la densitat gènica local és un paràmetre decisiu a l’hora d’establir la posició 

radial dins el nucli interfàsic (Küpper et al. 2007). 

4.9 L’expressió gènica és un factor clau per a la localització intra-

cromosòmica dels gens 

A continuació vam estudiar la relació entre l’activitat transcripcional i la posició 

dels gens dins els propis CTs. El model d’arquitectura nuclear anomenat CT-IC 

diferencia dos compartiments cromatínics dins els CTs, l’actiu (ANC, de l’anglès 

Active Nuclear Compartment) i l’inactiu (INC, de l’anglès Inactive Nuclear 

Compartment). Els autors del model proposen que l’ANC està format 

principalment per cromatina transcripcionalment activa i descondensada. A 

més, l’ANC també el formen canals intercromatínics que connecten l’interior i 

exterior del CT amb el citoplasma mitjançant el porus nuclears, proporcionant 

un espai on la transcripció dels gens es pot dur a terme. Contràriament, el 

component inactiu està format per cromatina més compactada. La funcionalitat 

d’aquest model es basa en el fet que els gens altament expressats es localitzen 

en regions més properes al compartiment intercromatínic, on poden tenir accés 

més fàcil a les maquinàries de transcripció. Així, el grup del Dr. Cremer, va ser 

pioner en suggerir que gens altament expressats tendeixen a situar-se a 

l’exterior del territori comparat amb gens amb nivells d’expressió més baixos 

(Zirbel et al. 1993). Tanmateix, diversos treballs no han observat cap mena de 

relació entre l’expressió gènica i la localització dins el propi CT (Kurz et al. 

1996; Clemson et al. 2006). Els nostres resultats mostren que tot i que de 

manera general els quatre gens estudiats es troben a la perifèria del propi CT, 

els gens sobre-expressats, MYC i CCND1, es troben radialment disposats més 

lluny respecte el centre del CT comparat amb els gens infra-expressats, DLC1 i 

SCN3B, respectivament. A més, mitjançant una anàlisi de co-localització de 

píxels en imatges tridimensionals, hem identificat que les senyals de 

fluorescència dels gens sobre-expressats i el CT corresponent co-localitzen 

menys, comparat amb les senyals dels gens infra-expressats i el mateix CT. 



Discussió 

107 

 

Aquests resultats confirmen que MYC i CCND1 es troben recurrentment a la 

cara exterior del propi CT, mentre que DLC1 i SCN3B es mantenen a la cara 

interior. Tot i la gran heterogeneïtat que s’observa en experiments on s’avaluen 

cèl·lules úniques, cap de les condicions analitzades mostra, a nivell global, que 

els gens infra-expressats es localitzin més freqüentment a l’exterior del CT 

comparat amb el gens sobre-expressats. Diversos estudis han descrit regions 

cromatíniques que contenen gens altament expressats i que es localitzen a la 

perifèria del CT corresponent (Dietzel et al. 1999; Volpi et al. 2000; Williams et 

al. 2002; Mahy et al. 2002). Alguns d’aquests estudis identifiquen no només 

que aquestes regions se situen més a l’exterior del CT, sinó que a més ho fan 

en forma de llargues estructures cromatíniques definides com a loops (Volpi et 

al. 2000; Williams et al. 2002; Mahy et al. 2002). No obstant, la poca evidència 

microscòpica de l’existència d’aquestes estructures cromatíniques és un dels 

punts de discussió més evidents entre els diferents models d’arquitectura 

nuclear proposats fins a dia d’avui (Küpper et al. 2007; Cremer and Cremer 

2010). Un dels models més contraris a l’existència freqüent d’aquestes 

estructures és el CT-IC, mencionat anteriorment (Cremer et al. 2015). En 

aquest model, es considera altament improbable el contacte generalitzat entre 

CTs. Contràriament, diversos models s’oposen a aquesta individualitat i 

suggereixen que existeix un contacte global entre CTs. Entre aquests models 

destaca l’anomenat ICN (Branco and Pombo 2006). Els autors d’aquest model 

proposen que els loops són estructures prou comunes i que ajuden a la 

interconnexió entre CTs. Aquests loops col·laboren en la co-regulació de 

múltiples gens en punts concrets del nucli on es localitzen les maquinàries 

necessàries per a la transcripció (Kosak and Groudine 2004b; Fraser and 

Bickmore 2007b). L’ús actual i més generalitzat de tècniques derivades de la 

3C aporten evidències sobre l’arquitectura nuclear des d’un punt de vista més 

probabilístic que els estudis de 3D-FISH (Dekker et al. 2002). Un dels models 

d’organització més reconeguts extrets mitjançant Hi-C és el proposat per 

Lieberman-Aiden i col·laboradors, el qual suggereix que la cromatina es plega 

dins el nucli interfàsic organitzant-se com a un glòbul fractal (Lieberman-Aiden 

et al. 2009). L’avantatge d’aquest tipus d’organització és que la cromatina pot 

descondensar-se fàcil i ràpidament gràcies a la inexistència d’entrecreuaments 

cromatínics que defineix el model del glòbul fractal. Aquest estudi confirma 
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l’existència de compartiments actius on la cromatina es troba més 

descondensada que la cromatina localitzada als compartiments inactius 

(Lieberman-Aiden et al. 2009). Recentment, un estudi de Hi-C, a nivell de 

cèl·lules individuals, confirma la presència de cromatina transcripcionalment 

activa en dominis propers a la perifèria dels CTs (Nagano et al. 2013). A més, 

l’estudi proposa la poca probabilitat de contacte entre dominis actius mitjançant 

loops. D’altra banda, estudis de models de polímers confirmen l’existència 

generalitzada de diferents mides de loops associats a co-regulació (Mateos-

Langerak et al. 2009; Di Stefano et al. 2013). Tot i la discrepància que existeix 

en la presència generalitzada de loops en nuclis interfàsics, les nostres anàlisis 

mostren unes estructures cromatíniques compatibles amb la descripció de 

loops, i representades de manera específica als gens sobre-expressats. A més, 

en gran part dels nuclis on hem identificat una d’aquestes estructures, aquesta 

es localitza al CT més descondensat. Més estudis són necessaris per tal 

d’entendre si aquests gens s’expressen de manera mono-al·lèlica, i si els al·lels 

que s’expressen són els que formen aquestes estructures cromatíniques. 

Finalment, vam poder demostrar la relació entre l’activitat gènica i el 

posicionament respecte el CT mitjançant l’ús de tècniques de RNA 

d’interferència induint el silenciament del factor de transcripció TCF7L2. Aquest 

factor de transcripció té un paper modul·lador de la via de senyalització Wnt/β-

catenina, la qual està constitucionalment activada en la majoria de cèl·lules de 

CRC (Mosimann et al. 2009). TCF7L2 s’associa amb β-catenina quan aquesta 

entra al nucli, i regulen MYC i CCND1, entre d’altres gens involucrats en el 

desenvolupament del CRC (Hatzis et al. 2008). No obstant, els nostres 

experiments no van demostrar un descens en l’expressió de MYC després de 

la inactivació temporal de TCF7L2. Conseqüentment, en aquestes cèl·lules 

MYC no mostra diferències de localització respecte el CT8 comparat amb les 

cèl·lules no tractades. Contràriament, sí que vam poder demostrar un descens 

aproximat del 50% en l’expressió de CCND1. D’aquesta manera, els nostres 

resultats mostren que a causa del descens d’expressió de CCND1, aquest gen 

es re-posiciona cap a l’interior del CT11. De fet, aquesta va ser l’única condició 

estudiada on el gen SCN3B es va observar freqüentment més lluny del centre 

del CT que CCND1. Resultats similars es van obtenir en l’estudi de Mahy i 
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col·laboradors, on a conseqüència de l’addició d’un inhibidor global de la 

transcripció, com és l’actinomicina D, es va observar un descens dels loops de 

la regió cromatínica 11p15.5 en el CT11 (Mahy et al. 2002). Tanmateix, els 

nostres resultats són els primers en avaluar aquest re-posicionament usant una 

inhibició transcripcional més específica. Globalment, aquests resultats 

evidencien la funcionalitat d’una distribució cromatínica a nivell de CT, 

confirmant l’existència de la relació estructura-funció dins el nucli interfàsic. 
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5 Conclusions 

Chapter I 

1. CRC shows a specific pattern of UPDs, mainly involving chromosome 

arms 5q, 14q, 17p, 18q and 21q. 

2. UPD regions match with copy number losses profiles, providing regions 

with a high incidence of loss of heterozygosity in CRC. 

3. TSGs are significantly located in recurrent regions of UPD. 

4. UPD acts as a second hit in order to biallelically inactivate APC in CRC. 

Chapter II 

5. UPD genomic profiles are cancer-specific. 

6. The integrative analysis of regions affected by UPDs and copy number 

losses with gene mutational status provides further evidence that UPD 

acts as the “second hit” in order to inactivate TSGs. 

7. Highly aneuploid genomes present a higher number of whole-

chromosome and segmental UPDs events compared to near-diploid 

genomes. 

8. Segmental UPDs including both, telomeric and interstitial, are more 

frequent events compared to whole-chromosome UPDs.  

9.  APC inactivation in CRC is mainly involving a telomeric UPD at 

chromosome arm 5q, clustering between 60 and 80 Mbp, potentially 

caused by a mitotic recombination event. 

Chapter III 

10. CT8 and CT11 displayed similar radial position in the interphase nucleus 

in CRC cell lines. 

11. Nuclear radial gene distribution is independent of expression levels 

12. Over-expressed genes show a more external position with respect the 

CT compared to under-expressed genes. 

13. Silencing of TCF7L2 cause down-regulation of CCND1 and reposition of 

this gene to a more internal location within CT11. 
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7 Annex 

 

Figura 16.  Proporció de UPDs segmentals per cromosoma. En vermelll s’indiquen els 

cromosomes amb més densitat gènica (17 i 19) i amb menys densitat gènica (13 i 18). A més, 

també s’indiquen els cromosomes 8 i 11, els quals s’ha estudiat la seva distribució radial dins 

el nucli interfàsic en el tercer capítol d’aquesta tesi. 
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8 Agraïments 

Abans de sentir el tret de sortida, sóc conscient que és una cursa dura, exigent 
i amb molt de desnivell. Una cursa que tot i haver-la entrenat molt, mai estàs 
del tot preparat per fer-la. De fet, molts amics em pregunten sovint "Per què 
corres curses tant llargues?" Els dubtes apareixen a la línia de sortida. Respiro 
profundament i penso en la preparació que he fet per arribar aquí… 

Per començar m’agradaria agrair el suport dels meus primers companys 
d’entrenaments; Javi, Alba, Jordi R, Agustín, Sergio, Gemma D, Laia, Rita, 
Marta, Paula, Kristin, Pi, Anna D, Vicenç, Àngels, Mª Àngels, Ana, Quima, Jordi 
B, Carme, Cristina, Alberto i tothom que ha passat per la Unitat en aquest 
temps. Però, per córrer aquesta cursa és necessari ser més complert i entrenar 
en tot tipus de terrenys i condicions. Per això en els meus viatges entre el 
Vallès i Barcelona vull agrair als meus companys d’entrenament de l’altra 
banda de la serra de Collserola; Eva, Isa, Clàudia, Elena A, Martina G, Queralt, 
Marcos, Sebas, Paula, Clara E, Jenny, Esther, Irene, Manuel, Elena V, María, 
Saray, Lorena, Mireia, Coral, Laia, Maria V, Guillaume, Renata, Pau, Juanjo, 
Sergi, Txell, Antoni C, Maribel, Anna B i Maria C. 

Però tard o d’hora, sé que l’entrenament recurrent en territori conegut porta a la 
confiança excessiva. Conèixer el camí és bo, però conèixer on estan posades 
cadascuna de les pedres pot afectar negativament la progressió d’un corredor. 
En aquest sentit només puc agrair a tota la gent que treballa al laboratori del 
Dr. Thomas Ried perquè córrer en territori desconegut mai havia sigut tant 
familiar. Gràcies especialment a tu Thomas per ser l'estàndard d’aquesta 
manera d’adoptar corredors foranis. Gràcies Dara per ensenyar-me tant. I 
moltes gràcies David, Rüdiger i Laura per córrer amb mi durant aquells mesos. 
Danke! 

Capítol a part mereixen els meus tres entrenadors oficials. Gràcies Jordi, Rosa i 
Imma per tot l’esforç dedicat durant aquest temps a ensenyar-me a córrer amb 
bona tècnica. Sobretot pel tipus de corredor que acostumo a ser, poc precís i 
amb altes probabilitats de lesionar-me per córrer com no és degut. Em reitero, 
gràcies! 

Però per córrer una cursa com aquesta és necessari molt més que físic i bona 
tècnica. Els constants canvis de desnivell, el córrer de nit, les relliscades, el 
dolor… Per sobreposar-te a tots aquests factors cal una ment forta i positiva. 
En aquest punt haig d’agrair a tota la gent que en algun moment de la cursa 
m’ha avituallat, animat, o fins i tot ha corregut amb mi una estona. Gràcies 
especialment al grup de seguidors incondicionals de l’esplai, al grup de biòlegs 
de la UAB, al Superhullahop Team i als amics del barri de Gràcia. 
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Especial menció d’agraïment mereixen els organitzadors, aquells que m’han 
proporcionat tot el necessari per realitzar la cursa en bones condicions. Gràcies 
especialment als meus pares però també a la resta de família. 

I finalment vull agrair a les meves llebres, les que fan que el camí sigui més 
fàcil, més planer i més emocionant. Gràcies Clara, Albert i Guifré. I a tu Martina 
per córrer amb mi els trams més difícils de la cursa. 

Tot just arribo a meta i és en aquest precís instant d’extrema realització que sé 
perfectament com respondre a la pregunta. 

- Corro perquè fer-ho tan ben acompanyat és un plaer. 

Moltes gràcies a tots! 
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