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.GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A

ACF: focos de criptas aberrantes (del inglés abemgpt foci)
ADNtc: ADN tumoral circulante

AINE: antiinflamatorio no esteroideo

AJCC: American Joint Committee on Cancer

APC: Adenomatous Polyposis Coli

AMP: Association for Molecular Pathology

ARNmM: ARN mensajero

MiARN: micro ARN

ASCO: American Association of Clinical Oncology

ASCP: American Association for Clinical Pathology

C

CAP: College of American Pathologists

CC: citogenética convencional

CCR: cancer colorrectal

CCHNP: cancer colorrectal hereditario no asociapoliposis

CEA: antigeno carcinoembrionario (del inglés casembryonic antigen)

CGH: hibridacibn gendémica comparada (del inglés pmanative genomic
hybridization)

CIN: inestabilidad cromosomica (del inglés cromoabimstability)



CIMP: fenotipo metilador de islas CpG (del inglépQC island methylator
phenotype)

CIMP-H: CIMP de alta frecuencia (del inglés CIMRyi)
CIMP-L: CIMP de baja frecuencia (del inglés CIMRvlo
COX: ciclooxigenasa

CTCs: células tumorales circulantes

D

DCC: gen delecionado en cancer de colon (del indésleleted in colorectal
cancer)

E
EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglpglermal growth factor)

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmfdel inglés epidermal
growth factor receptor)

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal
EMT: transicion epitelio-mesénquima

ESMO: European Society for Medical Oncology

F

FAP: poliposis adenomatosa familiar (del inglésiferadenomatous polyposis)
FISH: hibridacién in situ fluorescente

iFISH: hibridaciénn situ fluorescente sobre nucleos interfasicos

5-FU: 5-fluorouracilo

I
IGF: factor de crecimiento de tipo insulina

IHQ: inmunohistoquimica



L

LOH: pérdida de heterocigosidad (del inglés loss of heterozygosity)

M

M: metastasis (del sistema de estadificacion tumoral TNM)

MMR: sistema de reparacion del ADN (del inglés mismatch repair)

MSI: inestabilidad de microsatélites (del inglés microsatellite instability)
MSI-H: altos niveles de inestabilidad de microstatélites (del inglés MSI-high)
MSI-L: bajos niveles de inestabilidad de microstatélites (del inglés MSI-low)

MSS: estabilidad de microsatélites (del inglés microsatellite stability)

N
N: afectacion de ganglios linfaticos (del sistema de estadificacion tumoral TNM)

NCCN: National Comprehensive Cancer Network

0]
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

P

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain reaction)

R

RM: resonancia magnética



S
SG: supervivencia global
SLE: supervivencia libre de enfermedad

SNP: polimorfismo de nucledtido Unico (del inglésnge nucleotide
polymorphism)

SNS: Sistema Nacional de Salud
SP: sangre periférica

SOH: sangre oculta en heces

T
T: tumor (del sistema de estadificacion tumoral TNM
TNM: sistema de estadificacion tumoral (del inglésnor — Node — Metastasis)

TC: tomografia computarizada

\Y,

VEFG: factor de crecimiento del endotelio vasculdel inglés vascular
endothelial growth factor)

W
WT: no mutado (del inglés wild type)



INTRODUCCION

1. CANCER COLORRECTAL: ASPECTOS CLINICOS

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor epitelialigno e invasivo que se

origina a partir de las células glandulares de lacasa colonica o rectal del tracto

gastrointestinal. Este tumor constituye, el terarancidencia a nivel mundial para ambos

sexos, detras del cancer de pulmon y prostataremes, y del cancer de mama y pulmon

en mujere§ siendo su incidencia de 39,7 casos por cada A0th@bitantes y afioEl

CCR representa la segunda causa de muerte por égnaenbos sexos (Figura 1 y Figura

2)"3 Estos datos reflejan la importancia crecientetigune esta neoplasia.

Figura 1. Incidencia y mortalidad del CCR estimadaen el afio 2018. A: incidencia de CCR
en ambos sexos. B: mortalidad de CCR (Globocan20181
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del CCR estimadaen el afio 2018. A: incidencia de CCR
en ambos sexos. B: mortalidad de CCR (Globocan201)31
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Ademas, la incidencia del CCR aumenta con la esladdo rara su presentacion
antes de los 40 afios, salvo en pacientes con detelos factores de riesgo. Méas de la
mitad de los pacientes (60%) la enfermedad se dstigla a partir de los 55 afios con una
media de edad de 65 afios (rango: 55-74 &fiba)mayoria de tumores colorrectales se
localizan en el colon proximal (41%), seguidos gbrecto (28%), aunque la proporcién
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de tumores proximales es mayor en mujeres y tamiiémenta con la edadSegun la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica, en el 20ib/, se diagnosticaron 140,250
casos en los Estados Unidos, 97,220 casos nuevaénder de colon (49,690 hombres y
47,530 muijeres) y 43,030 casos nuevos de canceeaslEn relacion al tipo histolégico,

mas del 90% de los casos se corresponde con adeinocza$.

La principal complicacién del CCR es la aparici@mdetastasis a distancia, que
desencadena la progresion con frecuencia incobteolde la enfermedad. De hecho,
alrededor del 25-30% de los pacientes se preselatanicio como tumores metastasicos
sincronicos (estadio V) y el resto, principalmeltts diagnosticados en estadios 1l o I,
entre el 20-50% van a progresar a estadios maszadas y desarrollardn metastasis
generalmente en los dos primeros afos tras diagnddé la enfermedad (metastasis
metacronicas), por lo que el seguimiento de esdoieptes resulta ser un punto crucial en
el abordaje terapéutitd El higado es el 6rgano méas frecuentemente caldaipor las
células tumorales (50% de los ca$8sseguido del pulmén (alrededor del 1898) En
términos generales, la supervivencia global (S6)xéos es de aproximadamente el 50%,

llegando a ser del 10% en los pacientes con enézmhen estadio V.

11



1.1ETIOLOGIA DEL CCR

La etiologia del CCR es multifactorial, y se sabe ps factores de riesgo para el
desarrollo de CCR esporadico pueden ser tanto itaiehales como ambientales.
Factores genéticos y médicos que aumentan el riesgioyen la historia familiar o el
antecedente personal de CCR y/o pdlipos, la presethe enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell) y factores hereditarios (por ejdm@l sindrome de Lynch o CCR no
asociado a poliposis y la poliposis adenomatosailifan Algunos estudios han
determinado que los individuos con diabetes tip@r2en mayor riesgo de CCR. La edad
es el factor de riesgo mas relevante, ya que semia en individuos de mediana edad y
edades avanzadas, aumentando la incidencia codald diagnosticAndose el 91% de

casos en pacientes mayores de 50%afios

También son factores de riesgo, importantes y nuadifes, la dieta
hipercalorica, pobre en fibra y rica en grasas al@s) carnes rojas y procesadas, el
tabaquismo y el alcohol, el estilo de vida sedémtar la obesidad. ElI hecho de que los
hébitos alimenticios y el estilo de vida influyan & etiologia del CCR, plantean la
posibilidad de proponer estrategias a nivel dealadspublica para la modificacién de
habitos, con el fin de disminuir la incidencia dgaeenfermedadEn este sentido, la
alimentacion ha sido uno de los factores méas esidod? y recientemente la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado la carogrcomo probable carcindbgeno
(carcindégeno de grupo 2A) y la carne procesada ccamcinégeno (carcinGgeno grupo
1)*. Se han planteado como posibles mecanismos enksig tumoral la produccién de
aminas heterociclicas durante el cocinado de laecda estimulacion de niveles altos de
acidos biliares, la produccién de especies reactieaoxigeno y la elevacion de niveles de

insulina.

El consumo de tabaco y alcoh@imbién se han visto asociado al CCR*’
aunque el riesgo relativo del consumo de tabacmesor que para otros tumotes
También se ha visto un mayor riesgo de CCR asocidsstilo de vida sedentatip
ademas se han realizado numerosos estudios ptaa dm establecer la relaciéon de la
obesidad con el CCR. De este modo, se ha vistolguasulina y los factores de
crecimiento tipo insulina promueven la progresiéal xrecimiento de los adenomas. La

obesidad y la inactividad fisica producen resister& la insulina e hiperinsulinemia,
12



incluso dietas ricas en carbohidratos refinadoginagie la glucosa se absorba de manera

rapida produciendo hiperinsulinemias postprandi@les

Por otra partelas EIl cronicas, como la colitis ulcerosa y laesnfedad de
Crohn, son factores etiologicos importantes eresadollo de CCR. La colitis ulcerosa es
un trastorno cronico de etiologia desconocida deetaa nifios y adultos, con un pico de
incidencia en la tercera década temprana. Se pugd#derar un trastorno premaligno ya
que numerosos estudios han confirmado el CCR camaocomplicacion de la colitis
ulcerosa. Las tasas de prevalencia oscilan enB8eyadl 5% de todos los pacientes con la
enfermedad. El riesgo aumenta con la duracion denfarmedad y es mas alto en
pacientes con manifestacion temprana, ya que sasttaque la tasa de cancer es de un
20% por década después de los primeros diez afditie ulcerosa. El riesgo también es
mayor en las personas con colitis ulcerosa exteesadecir, aquellas en las que la
enfermedad se extiende de manera proximal al coimmsverso, con un riesgo de
desarrollar CCR aproximadamente del 15% cuandafentacion de mas de la mitad del
colon, frente un riesgo aproximando del 5% en afsgohes sélo del lado izquierdoSin
embargo, la proctitis ulcerosa no se ha visto as@ccon un mayor riesgo de carcinoma.
De este modo, el riesgo es mayor en las persomapamcolitis de diez o mas afios de
duracién, superando en 20 a 30 veces el riesgecats|a poblacién de control. En cuanto
a la actividad de la enfermedad los datos sugieqem las personas con actividad
intermitente tienen riesgos de cancer similarepsade las personas con enfermedad
crénica continu®. Los pacientes con enfermedad de Crohn puedernrdésacarcinomas
tanto en el intestino delgado como en el intestineeso. Al igual que en la colitis
ulcerosa, la larga evolucion y la aparicion temprae la enfermedad son factores de

riesgo para el desarrollo de carcinofias

Otro factor etiolégico del CCR infrecuente pero@ado, es la radiacion pélvica

terapéutica empleada, entre otros, en el tratamimneoplasias ginecol6giéas

Ademas, se ha observado una asociacién invers&lcoonsumo de vegetales,
fibra y folatos, el uso prolongado de farmacosiaftaimatorios no esteroideos (AINES), el
tratamiento con estrégenos, la actividad ffSicEl consumo de fibra se ha asociado a un
menor riesgo de CCR, aunque no se ha visto unaidgelasignificativa en analisis
multivariantes que consideran otros factores reteios con la alimentaci$n El efecto

protector del consumo de fibra puede explicarse lpagoresencia de anticarcinbgenos
13



vegetales como el folato, la induccion de enzimas désintoxicacion, la union a
carcinogenos luminales, la produccion de acidosagravolatiles protectores por la
fermentacion de la fibra o la reduccion del tiendgocontacto de los carcinégenos con el
epitelio intestinal por el aumento de la velocidid transitd’. Numerosos estudios han
encontrado que un alto consumo de folatos se asooiaina disminucion del riesgo de
CCR, proporcionando algunas de las evidencias inéstas de las relaciones de factores
de riesgo con la dieth Los AINEs pueden inhibir la tumorgénesis colomkgt se
encuentran entre los pocos agentes que se sabsoguguimiopreventivos. Ha sido
demostrado que los AINEs tienen potentes propiedaaetineoplasicas, pero el
mecanismo de estos efectos sigue siendo descona@doAINESs actian mediante dos
mecanismos, uno dependiente de la enzima ciclooagge(COX) y otro independiente de
COX. Los AINEs pueden inhibir el crecimiento nemité al inducir la apoptosis en las
células cancerosas. La caracteristica farmacoldgi@s conocida de los AINEs es que
inhiben COX, que cataliza la sintesis de prostafjeas. Varios estudios han demostrado
gue la inhibicion de COX previene la proliferaciéelular y promueve la apoptosis; se
cree que los efectos quimiopreventivos de los AlldEsproducen a través de esta via.
Otras observaciones indican que los AINEs tambr@mpeven la apoptosis a través de
mecanismos que son independientes de la inhibt@oGOX ya que se han visto efectos
quimiopreventivos y proapoptoticos en compuesttrsi@siralmente similares a los AINEs
pero que no inhiben CGX
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1.2CLINICA DEL CCR

La mayoria de pacientes con CCR en estadio temg@masintomaticos, siendo
diagnosticados como resultado de programas de doribm por la realizacion de
colonoscopias por otros motivos. Aunque la creeieteptacion del cribado de CCR ha
llevado un aumento de casos diagnosticados antda dparicion de manifestaciones
clinicas, la mayoria de CCR (70 a 90% de los casms)jguen diagnosticando después de
la presentacion de sintomi@scomo sangrado rectal y dolor abdominal, entresoffabla
1). La presentacion sintomatica del CCR generalenerdfleja una enfermedad
relativamente avanzada, siendo los sintomas maseinées la hematoquecia, melenas y la
anemia debidas al sangrado del tumor. La sintoogitlvaria segun la localizacién del
tumor, de este modo las lesiones en recto y sigralers presentar cambio en los habitos
intestinales, estrefiimiento, distension abdomimahlatoquecia, o tenesmo, mientras que
en los tumores derechos es mas frecuente una tae®eninespecifica con sintomas
sistémicos (fatiga, anemia, pérdida de peso), meibaa en los habitos intestinales o
diarred". Los sintomas obstructivos (distensién abdomimedpseas y vémitos) son mas
comunes en tumores que crecen estenosando la luintdstino, produciendo la
denominada descripcién de "nucleo de manzana" ejobserva en la imagen radioldgica,
tipico de tumores localizados en el lado izquieddb colon El dolor abdominal puede
ocurrir con tumores que surgen en cualquier loaeién, el dolor puede ser debido a una
obstruccién parcial, una perforacion intestinal qaeduce a una peritonitis generalizada o

una diseminacion peritoneal.

Tabla 1. Sintomatologia del CCR segun la localizagiéanatomica (adaptado de Saidi HS et

al. ®?.
Colon derecho Colon izquierdo Recto
NUmero de pacientes 54 59 140
Hemoglobina media al diagnostico  10.4 g/dL 11.6 g/dL 11.4g/dL

Sintomas al diagnostico

Sangrado rectal 21% 44% 79%
Tenesmo 12% 16% 31%
Dolor abdominal 7% 84% 60%
Obstruccién intestinal 15% 27% 44%
Descarga de mucosidad 0% 7% 24%
Cambio de habitos intestinales 64% 86% 66%
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Los pacientes también pueden presentar signos tonwis de enfermedad
metastasica. Aproximadamente el 25-30% de los p@sgresentan metastasis a distancia
en el momento del diagndstico del tumor primaricCER puede propagarse via linfatica,
hematdgena o de manera contigua al peritoneo.itios setastasicos mas frecuentes son
los ganglios linfaticos regionales. Debido a qudrehaje venoso del tracto intestinal es a
través del sistema portal, el primer sitio de disacion hematdgena suele ser el higado
(50% de los casos), seguido por los pulmones (38&bhueso (10%). Los tumores que
surgen en el recto distal pueden metastatizaraimente en los pulmones debido a que la
vena rectal inferior drena en la vena cava infetliar presencia de dolor en el cuadrante
superior derecho del abdomen, la distensiéon abddmia sensacion de saciedad
temprana, la presencia de una adenopatia sup@dkavo de nddulos periumbilicales a

menudo indica una enfermedad diseminada
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1.3.DIAGNOSTICO

1.3.1. Cribado del CCR

Dada la lenta evolucion de las lesiones premaligmasarcinoma y la alta
mortalidad del CCR, la posibilidad de diagndstiemprano y de tratamiento curativo en
estadios precoces, hacen que el cribado de este tea de una gran rentabilidad, tanto

para el paciente como para el Sistema Nacionahtiel $SNSF*3*

La aproximacion diagnostica mas empleada en alemagtoblacional de CCR se
basa en la deteccién de sangre oculta en heces)(8@Ho manifestacion asociada a la
presencia del tumor a nivel de la luz intestinal SOH se analiza mediante la deteccion de
hemoglobina mediante el andlisis de guayaco o emgtetécnicas de inmunoquimica. La
principal diferencia entre ambas aproximacionesceaén la sensibilidad que presenta
cada una de ellas. Asi, mientras que el andlidigukeyaco se ha asociado a una gran
variabilidad en su sensibilidad (13%-79%), las i&® inmunoquimicas resultan mas
eficaces, al ser aparentemente mas reproduciblésngn una sensibilidad estable de
alrededor del 79% (69%-8698) Cuando el resultado del analisis de SOH es posits
obligada la realizacion de una colonoscopia pateraénar el lugar exacto y la causa del
sangrado. Si la colonoscopia de seguimiento es alpreh médico puede recomendar
observaciones adicionales con otra prueba de S@ddevaluacion de la parte superior del
tracto gastrointestinal, una segunda colonoscopiaaocombinacion de estas pruebas. El
cribado del CCR mediante la deteccion de la SOH déamostrado una reduccion
significativa de la mortalidad en varios estudiasdomizado®. La colonoscopia ademas
proporciona el beneficio adicional de la eliminacde podlipos, y esta bien establecido que
la polipectomia puede prevenir el desarrollo deRE€E’. De todos los sistemas de cribado
del CCR, la Comisién de la Unién Europea recomiexidsstudio de SOH

Se estima que el 90% de las muertes por CCR séapogrevenir combinando
estrategias dirigidas a mejorar la exploracibnmelnejo de podlipos y el diagnéstico
temprano de la CCR; modificaciones en el estilwida, incluyendo cambios dietéticos y

aumento del ejercicio; y quimioprevenctdfr
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PROGRAMA DE CRIBADO DEL CCR EN CASTILLA Y LEORf

El "programa de deteccion precoz del CCR" en QastiLedn se puso en marcha
a finales del afio 2013. El objetivo es el de raaldeterminaciones de SOH como técnica
de cribado de CCR en pacientes sanos (hombreserasyj En el inicio el programa fue
dirigido a pacientes de edades comprendidas eygréd y 69 afios (una poblacion que en
la comunidad suponia unas 130.000 personas) yeplaatla extension progresiva para
alcanzar la totalidad de la poblacién diana reselem la comunidad de 50 a 69 afios.
Mediante una carta personalizada y un folleto diativo, y a través de los propios centros
de salud, sanidad invita a los pacientes susceptd® participar en el programa de cribado
poblacional a realizarse el test de SOH en su@elgrsalud. Si el resultado de la prueba
es negativo, la prueba se repite a los dos afi@tras que si es positivo se deriva al
paciente a atencion especializada para la readizade una colonoscopia y posterior
seguimiento. Ademas este programa también contelaftamacion y sensibilizacion de

los profesionales sanitarios participantes en él.

1.3.2. Pruebas diagnésticas

El CCR puede sospecharse ante la presencia densitiogia asociada, o puede
ser asintomatico y detectarse mediante pruebasilokdo dirigidas a sujetos de riesgo.
Una vez que existe la sospecha de CCR, debe pismtda realizacion de una
colonoscopia, un enema de bario o una tomografigpatarizada (TC). No obstante, los
métodos diagndsticos del CCR constituyen un asahsiltidisciplinar basado en los
resultados obtenidos mediante diferentes técnicasvasivas (pruebas diagnésticas de
laboratorio y técnicas de imagen), y técnicas iveas(colonoscopia) para obtener una
muestra del tumor, ya que el analisis histopatotbde la muestra tumoral es fundamental

para establecer el diagndstico, pronéstico y tregiato de la enfermedad.

1.3.2.1. Pruebas de imagen

La colonoscopia constituye la prueba de imagen mas habitual anpeglsencia

de un signo de sospecha de CCR, especialmenteutnsathayores de 50 afios, y dentro

de estos, en aquellos que presentan SOH y/o nivekscos del antigeno
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carcinoembrionario (CEA) incrementados. La colaopsa permite visualizar la
superficie mucosa del intestino grueso (Figurahdgiendo posible localizar y biopsiar
lesiones de gran tamafio y eliminar pdlipos. Cofinele mejorar el diagnostico de las
lesiones planas se ha desarrollado la cromoendascqpe emplea colorantes para
mejorar la visualizacion de las lesiones no sobreeglas.

Figura 3. Imagenes obtenidas mediante colonoscopi&: polipo (lesion sobreelevada y bien

circunscrita). B: CCR (lesién de bordes mal definids, y superficie que muestra
irregularidades y zonas de ulceracion).

Conectado a ENDOBASE

Mediante endoscopia se pueden eliminar las neaglasiorrectales (adenomas y
carcinomas con minima invasion submucosa) empletamhicas como la polipectomia y
la mucosectomia. Cuando se eliminan por completmries mediante endoscopia, el
tatuaje es importante para la localizacién postefdoque si se encuentra una neoplasia
invasiva facilitara la posterior reseccion del segta de colon afectado.

Pruebas radioldgicas y de diagnéstico de imagda TC y la resonancia

magnética (RM) son pruebas de imagen que actuatnsenémplean de forma habitual en
las fases tempranas del diagnostico del CCR, Seantipara evaluar la profundidad de
invasion, diseminacion regional y metastasis aadisa. La RM rectal es el la técnica de
referencia para evaluar la extension local en ekc&ade recto, siendo la ecografia
transrectal la alternativa para las lesiones teng&alLa gammagrafia y la tomografia por
emision de positrones también pueden ser utilizadas diagndéstico y estadificacion del
CCR.
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1.3.2.2. Pruebas de laboratorio

Marcadores séricos los niveles de CEA son uno de los marcadoretales

mas estudiados. Se ha demostrado que los pacibatg®sticados de CCR con niveles de
CEA preoperatorio (> 5 ng/mL) tienen peor pron@ficEl CEA también tiene relevancia

en el seguimiento de la enfermedad ya que nivédesd@os de CEA que no se normalizan
después de la cirugia del tumor implican enfermguadistente, o un aumento de niveles
puede indicar recurrencia de la enferméfaGabe destacar, que el CEA no es un
marcador especifico del CCR, también puede erarsetalterado en otro tipo de tumores

como cancer de pancreas o erE# incluso en individuos fumadofés

Biopsia liquida- la biopsia liquida de diferentes fluidos biokimg, esta siendo

considerada en la actualidad como una gran alteanpaira el diagnostico precoz vy el
seguimiento del CCR Se trata de una prueba no invasiva que se realizana muestra
de sangre periférica (SP) con el fin de buscarlagltumorales circulantes (CTCs),
fragmentos de ADN, (ADNTtc), proteinas o exosomasgdentes de las células tumorales

que circulan por la SP

La deteccion de CTCs se ha postulado como un p&amlave para determinar
la progresion del tumor asi como para establec@okitorizacion de los tratamientos. Sin
embargo, en el CCR la cantidad de CTCs que se puddatificar en SP (3 CTCs en
7,5mL) es inferior a la establecida para otro tpaumores como el de mama (>5 CTC en
7.5mLY"®, ya que el higado actta como filtro donde se kstab las CTCs. Aln asi, la
deteccion CTCs en SP se ha visto relacionada canmanor supervivencia libre de
enfermedad (SLE) y supervivencia global (86) Una de las limitaciones que presenta la
identificaciébn de CTCs en el CCR es la falta decadores especificos. En la actualidad,
se estan desarrollando paneles que combinan maesadwolucrados en la transicion
epitelio mesénquima (VIM, TWIST1, AKT2 y SNAI1) jtoncon marcadores epiteliales
tipicos, EpCAM (CD326) y citoqueratinas, para autaela capacidad de identificacion de
estas célulds.

La identificacion del ADNtc abre una nueva via parastudio y seguimiento de
la carga tumoral, ya que puede considerarse unaoaador. E| ADNtc puede ser extraido
de plasma o suero para la identificacion de alienas genéticas asociadas al diagndstico,
tratamiento y recurrencia de la enfermé@4d Ademas, el anélisis de ADNtc puede

proporcionar informacion de anomalias en los geéneslucrados en la patogénesis y
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evolucion de la enfermedad, tanto del tumor primacbomo de la metastasis a
distanci®*° Existen numerosos estudios basados en la detedeidDNtc de pacientes
con CCR, centrados en la identificacion del estadtacional de los gen&RAS, NRAS
BRAFimplicados en la eleccién del tratamiento, comer®s posteriormerite®’

A su vez, el estudio de los exosomas presentea & Ipermite analizar tanto
miARN como proteinds, obteniendo como resultado la identificacion déerdntes
perfiles de expresion, entre los que cabe deslacmbre-expresion de MiR-19a asociada
a la recurrencia de la enfermetfacbtros patrones de expresién asociados al inielo d
proceso de invasion tisufar

Estos resultados preliminares a pesar de ser pedovels aun han de ser
validados y superar diversas dificultades tecnolmjipara poder ser incluidos en la

practica clinicd’
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1.4. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

1.4.1. Lesiones precursoras del CCR

1.4.1.1. Focos de criptas aberrantes

Los focos de criptas aberrantes (Aberrant crypt ©0&ACF) son agregados de
criptas andmalas presentes en el colon y rectofreonentes en relacion con neoplasias o
a poliposis adenomatosa familiar. Estas lesionggieden observar al tefiir la mucosa con
azul de metileno o examinando la mucosa con unseopio de aumentdEn el estudio
microscopico estas lesiones se caracterizan peempta criptas aumentadas de tamafio
con epitelio engrosado y disminucion de la produtae mucina. Se pueden dividir en
dos grupos: ACFs con caracteristicas de péliposrpi@sicos, asociadas con mutaciones

RAS y ACFs con displasia (0 micro-adenomas), asosiada mutaciones a nivel del gen
APC>,

Estudios genéticos de estas lesiones han ideqdtificteraciones genéticas
comunes a los estadios tempranos de la carcindg@uwsrrectal, lo que sugiere que los
ACFs podrian ser lesiones precursoras de los adeddm embargo, hay pocos estudios
sobre el significado clinico y el riesgo de progmsde estas lesion8sa nivel
intratumoral. La mayoria de los estudios estdndmsa&n el analisis de los perfiles de
alteraciones genéticas asociadas a distintos ditiga® histopatolégicos (ej. polipo
adenomatoso, adenocarcinoma y adenocarcinoma éasetast infiriendo estos autores

que dichas lesiones constituyen diferentes etapagshrrollo del tumdr>®

1.4.1.2. Adenomas
Los adenomas son las lesiones precursoras deP'©CBon frecuentes y casi
siempre asintomaticas. Algunos pacientes presesatagrado rectal manifiesto u oculto, y
las lesiones de gran tamafio pueden llevar a aneoviadeficiencia de hierro. La
importancia clinica de los adenomas esta relacemadt su naturaleza premaligna. La
prevalencia de adenomas aumenta con la edad; enuilta década de vida,
aproximadamente el 12% de los individuos tienemawhas, de los cuales una cuarta parte

de ellos son considerados lesiones de alto ri&sigm probabilidad de que los adenomas se
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desarrollen en un individuo esta influenciada porhistoria familiar y por diferentes

factores nutricional&s

Los adenomas se definen morfolégicamente como ferationes displasicas
clonale&? del epitelio del colon. De acuerdo a su aspecitrasadpico pueden clasificarse
como elevados, ya sean sésiles (sin tallo) o pkdios (con un tallo) y planos. Algunos
estudios sugieren que los adenomas planos tien@rmaryor incidencia de displasia y
carcinoma de alto grado y por lo tanto pueden ptasein mayor riesgo de degeneracion

malign&°. Sin embargo otros estudios no apoyan esta hipdtsailtando controvertidd

Microscopicamente los adenomas convencionales puddsificarse, en funcion
del porcentaje de formacion de estructuras tubsilanesllositarias, como tubulare26%
de formaciéon de estructuras vellositarias), vebo&o/5% de formacion de vellosidades),
o tubulovellosos (cuando contienen entre el 25-t&wellosidades) (Figura 4). Se ha
demostrado que el grado de formacion de vellosgladenenta con el tamafio creciente
del adenoma. Aunque en varios estudios se ha akeruna correlacién entre la
histologia tubulovellosa o vellosa y posterior diesto de CCR® no se ha demostrado que
el tipo histolégico sea un pardmetro predictivorg®plasia avanzatfa Sin embargo,
desde el punto de vista del manejo clinico, lamhes vellosas se siguen considerando

como lesiones "avanzadas".
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Figura 4. Imagenes histolégicas (tincion hematoxila-eosina) de un adenoma tubular (A-B)
y un adenoma velloso (C-D). A: imagen panoramica den adenoma tubular. B: detalle a 4x
de la arquitectura predominantemente tubular de lalesion. C: imagen panoramica de un
adenoma velloso. D: detalle a 4x de la arquitecturaredominantemente vellosa de la lesion.

Histolégicamente estas lesiones se definen por rtesepcia de criptas
hipercelulares con displasia. Las células preseditaminucion o pérdida de la secrecion
mucosa, con nucleos que estan aumentados de tasaaf@argados, hipercromaticos y se
disponen de manera estratificada y sin polaridaddisplasia puede ser de bajo o alto
grado, dependiendo del grado de complejidad glandektension de la estratificacion
nuclear y la severidad de las anomalias en la hogi#o nuclear. Cuando, o bien células
sueltas, o las glandulas que componen un adenoraden la mucosa o muscular de la

mucosa sin sobrepasarla, se consideran adenogassrotramucosos (estadio pT1)

1.4.2.Caracteristicas histopatologicas del CCR67:68

1.4.2.1. Caracteristicas macroscopicas
El aspecto macroscopico del CCR varia con la ligstatural del tumor, por ello
depende en gran medida del momento de diagndstico.
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De acuerdo a la apariencia macroscopica, el CCRleukasificarse en cuatro
tipos:

1. Tumores voluminosos, exofiticos vy polipoideSon de crecimiento

predominantemente endoluminal y suelen consisturenmasa tumoral unida a la pared
por un tallo de menor tamafio. Rara vez resultaobstruccion y a menudo son de gran
tamafio cuando se diagnostigageneralmente de localizacion derecha (Figura 5A)

2. Tumores infiltrantes y ulceradoSrecimiento predominantemente intramural;

suelen ser lesiones de bordes sobreelevados, lareglyy centro ulcerado que a menudo

infiltran capas profundas de la pared intest{rajura 5B)

3. Tumores anulares y constrictivé&ecimiento circunferencial que estenosa la

luz intestinal.Se asocian a la caracteristica lesidon "corazén alezama" en los estudios

radiograficos y son mas frecuentes en el colorst@nso e izquierdo.

4. Tumores difusosproducen un aplanamiento difuso de la mucosa @aon

Suelen iniciarse en la mucosa, pero acaban causdadi@acion transmural. Son tumores
analogos a la linitis plastica del estémago.

Figura 5. Imagenes macroscopicas de CCR. A: lesi@olipoide exofitica. B: lesion
redondeada de bordes sobreelevados y centro ulcerad

Es frecuente observar superposicion entre losettifes patrones de crecimiento,
asi como ulceracion de la zona central los tumdebsaspecto macroscopico de los

tumores no constituye un factor prondstico indejeee®.
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Al corte, la superficie de estos tumores suele deeraspecto homogéneo y
coloracién blanca-grisacea, aunque puede ser dectaspnas gelatinoso en tumores

mucinosos o bien se pueden visualizar diferentssate necrosis.

1.4.2.2. Caracteristicas microscopicas
La caracteristica que define el adenocarcinomarreai@al es la invasion de las
glandulas neoplasicas a través de la capa mustelda mucosa en la submucosa. Los
tumores en los que hay invasion pero esta limitada lamina propia y muscular de la
mucosa se denominan "adenocarcinoma intramucoso"syielen asociarse con metastasis
en ganglios linfaticos, debido a la escasez desvisfaticos en la capa mucosa. Por ello,
en la octava edicién de la clasificacion AJE@ invasién limitada a la mucosa se

clasifica como estadim situ o Tis.

La mayoria de los CCR estan constituidos por glasdde tamafio variable
formadas por células epiteliales atipicas. Suelmemwarse alteraciones de la morfologia
de las glandulas tales como fusion de glandulasdgilas incompletas, etc. También es

frecuente encontrar numerosas imagenes de mitossrosis (Figura 6).
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Figura 6 Imagenes histoloégicas de un CCR (tincion hematoxilina-eosina). A: imagen
panoramica de CCR en el que se observa un lesion que distorsiona la arquitectura mucosa
normal e infiltra la pared colénica. B: detalle de estructuras glandulares que muestran una
proliferacién desorganizada e infiltrativa (4x). C: detalle de glandulas que presentan
material necrético en su interior y se encuentran constituidas por células con atipia
citologica (20x).

1.4.2.3. Subtipos histoldgicos
Desde el punto de vista histopatolégico, la OMSsifita los

adenocarcinomas colorrectales en 11 subtipos:

1.Adenocarcinoma tipo usuatonstituye mas del 90% de CEREstos tumores

estan formados por estructuras glandulares de tamafio y configuracion variable, a veces de
contornos afilados o morfologia incompleta, que se disponen de manera desorganizada,
siendo frecuente la fusion de glandulas. La luz glandular suele contener moco o restos
celulares. Las células epiteliales que forman estas estructuras glandulares suelen ser de tipo
columnar alto, con ndcleos grandes, cromatina irregular, nucléolo prominente y se pueden

observar mitosis abundantes.
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2. Adenocarcinoma mucinosaaracterizado por la presencia de abundante

mucina (> 50% de la lesién se compone de mucimaedta variante se identifican lagos
de mucina que contienen fragmentos de epiteliou@stras acinares, tiras de células o
células aisladas). Este tipo histologico se asfr@auentemente con inestabilidad de
microsatélites (MSI). Cuando presentan estabilidad microsatélites (MSS) o bajos

niveles de inestabilidad (MSI-L) se comportan deena agresiva.

3. Carcinoma de células de anillo de sefle la variante definida por la presencia

de >50% de células tumorales con morfologia ddakn anillo de sello (células con una
vacuola intracitoplasmatica de mucina que despdéhzaicleo). Las células en anillo de
sello pueden presentarse en lagos de mucina o deraifiltrativa en la pared colonica
con escasa mucina extracelular. Los CCR que praseri0% de células con morfologia
en anillo de sello, deben ser denominados “CCRooomnponente de células en anillo de

sello”.

4. Carcinoma medularariante que se caracteriza por la presenciaidtes de

células de aspecto sincitial (con nucleos vesieglanucléolo pequefio y citoplasmas
eosinofilos amplios) con un marcado infiltrado amiatorio linfocitario peri e
intratumoral. Es un tumor mas frecuente en mujemes;olon derecho y se asocia a buen

prondstico. Estos tumores con frecuencia presevign

5. Adenocarcinoma serradeariante infrecuente que arquitecturalmente segea

a los polipos serrados tradicionales, ya que emt&tituido por glandulas que presentan

serracion con células con nucleos basales y c@oa eosindfilos. Se cree que estos
tumores estan relacionados con los adenomas sgrygoleeden ser mas agresivos que el
adenocarcinoma de tipo us{fal Estos tumores suelen presentar inestabilidad de
microsatélites, mutaciones BRAFe hipermetilaciéon de islas CpG.

6. Adenocarcinoma cribiformese encuentra formado por glandulas cribiformes

con necrosis central que recuerdan a las del eaeme@inductal de mama. Estos tumores

suelen presentar MSS e hipermetilacion de islas. CpG

7. Adenocarcinoma micropapilavariante infrecuente constituida por pequefios

agregados de células que presentan una hendidtrea adlos y el estroma. Este tipo

histolégico se asocia a invasion linfovascular yassis ganglionarés
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8. Carcinoma adenoescampson tumores inusuales que muestran caractesistica

tanto de carcinoma escamoso como de adenocarciryopugden presentarse como areas
separadas o mezcladas. El carcinoma epidermoidegsumuy infrecuente en el intestino

grueso.

9. Carcinoma fusocelulatumor bifasico que presenta un componente ddasélu

sarcomatoides que son, al menos de manera focdijtivae en el estudio

inmunohistoquimico para queratinas.

10. Carcinoma indiferenciad@on tumores que carecen de otra diferenciacion

(histolégica o inmunohistoquimica) mas alla dedasdr tumores epiteliales.

11. Otras variantesvariantes raras de CCR incluyen el carcinoma @alas

claras, el coriocarcinoma o el carcinoma papilaw én células de Paneth.

1.4.2.4. C(Clasificacion histopatoldgica
La gradacién histolégica del CCR es una variablg otilizada. A pesar de ser
dificil de definir, y de la variabilidad interobsedor>, en diferentes estudios se ha visto
que el grado histolégico es un factor pronosticm;oetrandose correlacion sobre todo

entre grados pobremente diferenciados y el prar@ativers6 .

Los adenocarcinomas se clasifican en funcion detgmbaje de formacion de
glandulas (frente a areas de tumor sdlido o nidesrdones de células tumorales). El
grado se puede estratificar segun diferentes sisteBxisten sistemas de tres grados, que
distinguen entre tumores bien diferenciados, mal#enente diferenciados y pobremente
diferenciados; o sistemas de dos grados que clasién bajo grado (que incluye tumores
bien y moderadamente diferenciados) y de alto grdddenocarcinomas poco
diferenciados e indiferenciados). No obstante,c@va edicion del manual de la AJCC
para la estadificacion del CCRespecifica que debe utilizarse una clasificaciércaatro

niveles de diferenciacion:

Bien diferenciado (grado 1presencia de estructuras glandulares en >95%imelrt

Moderadamente diferenciado (gradof@esencia de 50-95% de glandulas.

Pobremente diferenciado (grado fymacion de glandulas en 0-49% del tumor.
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Indiferenciado (grado 4jumores en los que no hay formacion de glandulasidencia

de produccion de mucina.

La gradacion histologica sélo se aplica a los ad@minomas de tipo usual. El
adenocarcinoma mucinoso y el carcinoma de célutasirdllo de sello se consideran
variantes pobremente diferenciadas (grado 3). lansimomas medulares, a pesar de no
formar glandulas, no deben clasificarse como pobréendiferenciados ya que se asocian
con un buen prondsti€h

Cuando en un tumor se observan diferentes areadistortos grados histoldgicos
la clasificacion debe realizarse en funcion del ponente menos diferenciado, aunque no
debe considerarse a la hora de establecer el giatbdogico el frente de la invasion, ya

gue en estas areas son frecuentes los focos de pacmdiferenciados.

Asimismo, no sélo es importante la profundidad teegion de la neoplasia, sino
las caracteristicas de este borde infiltrante. dt@ gentido, se denomin@thor budding a
la capacidad de una neoplasia de poder infiltrafoema de células tumorales sueltas,
nidos o cordones en grupos de menos de cinco sdhudg en el frente tumoral, y es un
factor independiente de mal pronésfic&n base a estudios retrospectivos bien disefiados,
el tumor buddingha demostrado ser un predictor de riesgo advens@€@R en tres
contextos clinicos concretos: i).- polipos maligraiende la presencia tiemor buddinges
un predictor de metastasis ganglionares e indicaelzesidad de realizar resecciones
quirdrgicas; ii).- tumores en estadio Il, dondeussindicador prondstico adverso que
puede contribuir en la seleccion de pacientes {gsegia adyuvante; y iii).- en el entorno
preoperatorio, donde la presencia tdenor buddingpuede ayudar a la seleccion de
pacientes con cancer rectal de alto riesgo quéernuterapias neoadyuvariteDe todos
modos, en la actualidad se recomienda que estatedstica se informe en los

adenocarcinomas que surgen en polipos y en lodiestay 1l de la enfermedad.
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1.5. ESTADIAJE TNM DEL CCR. CLASIFICACION Y
ESTRATIFICACION PRONOSTICA DE LA

ENFERMEDAD.

El estadio patologico (pTNM) se refiere a la exi@mglel tumor y es el principal
factor prondstico del CCR El pronéstico de los pacientes con CCR se ratacion la
profundidad de la invasion tumoral (definida cori®)." En el CCR, a diferencia de otros
carcinomas como la mama o el pulmén, la variableoTse basa en tamafio propio del
tumor, sino en el grado de infiltracion de las wstiras de la pared coldnica. Asi, las
lesiones que presentan invasion de la lamina propla la muscular de la mucosa (sin
sobrepasarla), se incluyen en la categbisalLos adenocarcinomas invasivos que infiltran
la submucosa corresponden con estadios T1; sorud2do invaden la capa muscular
propia; T3 cuando infiltran la subserosa o tejidgpaso no peritonealizado y T4 cuando
alcanzan el peritoneo (T4a) o infiltran Organos strueturas adyacentes (T4b). La
afectacion del peritoneo es un factor de mal pricdya que se asocia a carcinomatosis
peritoneal y a recurrencia del tumor. La invasiéntpneal debe diagnosticarse cuando se
vean células tumorales en la superficie peritorealjando se encuentren en la superficie

serosa inflamacion, erosién o ulceracion relaciasamn el tumét.

En el CCR la afectacion ganglionar se evalia mégliestudio histolégico de los
ganglios linfaticos regionales aislados en la gpes&oldnica o perirrectal de una pieza de
reseccion quirdrgica. El estadio patologico gamglio (pN) tiene importancia tanto
pronostica como terapéutica. Deben analizarse alomé@2 ganglios linfaticos para un
adecuado estadiaje del tumor. La presencia de o®tumnorales de bordes irregulares
localizados en la grasa pericolonica o perirredtfhs del margen infiltrativo del tumor,
sin evidencia de tejido linfatico residual y dentl@ drenaje linfatico regional del tumor,
deben incluirse en la categoria N como "Nc" siempreuando no haya evidencia de
ganglios linfaticos metastasicos. Se define comélutas tumorales aisladas” a la
presencia de células tumorales sueltas o gruposélldas < 0,2mm, en los ganglios
linfaticos, y que se suelen detectar por técnieasiehunohistoquimica. Cabe destacar, que
la presencia de estos pequefios focos de tumorsegalaglios debe clasificarse como

“oNO”, ya que no se ha demostrado su importan@adsticd’ (Tabla 2 y Tabla 3)
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Las metastasis mas frecuentes del CCR son de Zaciéin hepéatica.
Aproximadamente entre el 25 y el 30% de los paegebn CCR presentan metastasis
hepaticas en el momento del diagndstico y un 20%abéentes desarrollan metastasis
hepéticas después del tratamiento de su tumor poitha

Tabla 2. Clasificacion TNM del CCR (adaptado de 8° edién AJCC Cancer Staging
Manual "%

TUMOR PRIMARIO (pT)

TX: el tumor primario no se puede evaluar

TO: sin evidencia de tumor primario

Tis: carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (aféétade la lamina propia sin extensién a través de
la mucosa muscular)

T1: el tumor invade la submucosa (a través de la nfaisde la mucosa pero no en la muscular propia)
T2: tumor invade la muscular propia

T3: el tumor invade a través de la muscular propigiejidos pericolorectales

T4a: el tumor invade a través del peritoneo viscenallfida la perforacion macroscépica del intestino
a través del tumor y la invasion continua del tumtnavés de areas de inflamacioén a la superfaie d
peritoneo visceral)

T4b: el tumor invade directamente o se adhiere a Gir@anos o estructuras adyacentes

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (pN)
NX: no se pueden evaluar los ganglios linfaticosomgjies
NO: sin metastasis en ganglios linfaticos regionales
N1: metastasis en 1 - 3 ganglios linfaticos regiomale

Nla: metastasis en 1 ganglio linfatico regional

N1b: metastasis en 2 - 3 ganglios linfaticggaeales

N1c: no hay ganglios linfaticos regionales pess, pero hay depésitos tumorales en la subsgerosa
mesenterio o tejidos pericolicos o perirrectalep@dtonealizados
N2: metastasis en 4 0 mas ganglios linfaticos redgsna

N2a: metastasis en 4 - 6 ganglios linfaticggorales

N2b: metastasis en 7 0 mas ganglios linfatieg®nales

METASTASIS A DISTANCIA (pM)
MO: ninguna metastasis a distancia por imagenesap@videncia de tumor en otros sitios u 6rganos
(esta categoria NO es asignada por patélogos)
M1: metastasis a distancia
M1a: metastasis confinada a 1 6rgano o sitiorgtastasis peritoneal
M1b: metastasis a 2 0 mas sitios u drganomstdstasis peritoneal
Mlc: metéstasis a la superficie peritoneal satan otras metéstasis a 6rganos.
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Tabla 3. Estadiaje del CCR (adaptado de 8° edicion &IC Cancer Staging Manual70).

T N M
ESTADIO O Tis NO MO
ESTADIO | T1-T2 NO MO
ESTADIO I
ESTADIO IIA T3 NO MO
ESTADIO IIB T4a NO MO
ESTADIO IIC T4b NO MO
ESTADIO 1l
T1-T2 N1/Nic MO
ESTADIO IlIIA T N2a MO
T3-T4a N1/Nic MO
ESTADIO 1l1IB T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
T4a N2a MO
ESTADIO IllIC T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
ESTADIO IV
ESTADIO IVA Cualquier T Cualquier N Mla
ESTADIO IVB Cualquier T Cualquier N M1b
ESTADIO IVC Cualquier T Cualquier N Mlc
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1.6. TRATAMIENTO DEL CCR

En el tratamiento del CCR se combinan accionesugigdas destinadas a la
reseccion de la mayor cantidad de células tumqrglemcciones médicas destinadas a
destruir y/o controlar la progresion tumoral. Paraadecuado tratamiento sigue siendo
indispensable una rigurosa estadificacion, cliicaanatomopatolégica tanto pre como

postquirargica, en caso de realizarse intervencion.

En lineas generales, el tratamiento quirdrgicadeseleccion en los estadios
precoces, mientras que los estadios avanzados astdmtos requieren terapias
quirdrgicas, en combinacion con agentes quimiotragos (quimioterapia convencional

o terapias dirigidas) e inmunoldgicas.

1.6.1.Tratamiento quirurgico

1.6.1.1. Manejo de adenocarcinomas sobre polipos

La mayoria de los canceres de colon surgen de adenoLos adenomas
convencionales y aquellos con displasia de altda@fain evidencia de cancer invasivo),
pueden ser manejados eficazmente mediante la i@semwdoscopica (polipectomia). La
reseccion endoscopica es también una alternatva&ieugia radical para los CCR de bajo
riesgo que surgen en un polipo. La presencia déistalogia poco diferenciada, invasion
linfovascular, células tumorales en el margen dea&on o células tumorales a menos de
2mm del margen, debe llevar a la consideracioradgrligia radical, ya que indican un

mayor riesgo de cancer residual y/o metastasiaergligs linfaticos.

1.6.1.2. Manejo de la enfermedad localizada
La reseccion quirdrgica es la forma primaria deatréento para el CCR
localizado, pudiendo estar indicada en pacientes esdermedad metastasica resecable
localizada en el higado y/o pulmén. Los pacientesroetastasis irresecables no suelen ser

candidatos a cirugia del tumor primario salvo cqeregéan complicaciones por el propio
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tumor (obstruccion, perforacién, etc.). Algunosipates tampoco pueden ser candidatos a

cirugia por la presencia de comorbilidades médicas.

Los objetivos de la reseccion quirdrgica son largation completa del tumor
junto con el pediculo vascular y la region de dieetiafatico del segmento afectado. La
reseccion se puede llevar a cabo mediante cirdgéta o laparoscopia. La colectomia
laparoscopica suele aplicarse a pacientes con rcdaasolon no obstruido, no perforado,
no avanzado localmente y que no han tenido ungiaimbdominal extensa previa. Con la
cirugia laparoscopica, los pacientes obtienen tados oncolégicos comparables a la
cirugia abierta, con una morbilidad y mortalidadigy@eratoria menor y una recuperacion
mas rapida. La situacion clinica especifica a mendidta el enfoque quirdrgico (por

ejemplo, electiva versus colectomia urgente pomicaciones del tumor).

1.6.1.3. Manejo de la enfermedad localmente avanzada
Aproximadamente el 10% de pacientes con CCR prasenvasion de organos
contiguos o adherencias a estructuras proximassts casos las diferentes guias indican
la reseccion quirargica "en bloque”, con resecsomeultiviscerales con margenes
quirGrgicos negativos (R0O) de las estructuras ashy@€*®>Los pacientes que no son
candidatos a resecciones curativas, se puedenideneafe cirugias paliativas para el

tratamiento de sintomas asociados al tumor prinfakistruccion, sangrado, etc.).

1.6.1.4. Manejo quirurgico de la enfermedad metastdsica

Aproximadamente el 20% de tumores de colon sonstésiaos en el momento
del diagnéstico. Las localizaciones mas frecuediedas metéstasis son el higado, los
pulmones y el peritoneo. La diseminacion metasaaset tumor primario, principalmente
al higado, es la principal causa de muerte en pasi€on CCE.Aunque la quimioterapia
ha mejorado la supervivencia de estos pacientts.eédsmuy baja a menos que se realice
reseccion o ablacion de las metastaBmr ello, la cirugia es una opcion potencialmente
curativa en pacientes con enfermedad metastasiediziada (predominantemente en el
pulmén o el higado). En el caso de pacientes geaagentran en estadios avanzados de la
enfermedad, particularmente cuando presentan rasigsincronicas, la reseccion de éstas

Gltimas supone un aumento de la SG a 5 afios de 46 y 58% .
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1.6.2.Tratamiento quimioterapico

1.6.2.1. Quimioterapia Neoadyuvante
El consenso del National Comprehensive Cancer Net@¢CCN* recomienda
el uso de quimioterapia en aquellos pacientes gomores localmente irresecables o no

operables por contraindicaciones meédicas.

1.6.2.2. Quimioterapia adyuvante

El objetivo de la quimioterapia postoperatoria (adynte) es erradicar
micrometdastasis, reduciendo asi la probabilidadretirrencia de la enfermedad y
aumentando la tasa de curacion en pacientes queufr&dp una reseccion potencialmente
curativa. Los beneficios de la quimioterapia adyweahan sido mas claramente
demostrados en pacientes con enfermedad en esiia(iianglios positivos), mostrando
una reduccién de aproximadamente 30% en el riesg@clirrencia de la enfermedad y
una disminucion entre el 22 al 32% en la mortalidad los tratamientos quimioterapicos
actuales. En pacientes con ganglios positivosg@amenda un tratamiento de 6 meses con
oxaliplatino. Los resultados de la quimioterapiayuacnte en pacientes con ganglios
negativos son controvertidos y la decision terdpéudebe tener en cuenta caracteristicas
clinicopatoldgicas de alto riesgo (menos de 12 s @islados, tumor T4, perforacién u

obstruccion, histologia poco diferenciada, invasidiovascular o perineural).

1.6.3.Tratamiento radioterapico. Radioterapia postoperatoria

y quimiorradioterapia neoadyuvante

La radioterapia postoperatoria no suele emplearss gatamiento del cancer de
colon resecado por completo. Algunos pacientescémeer de colon con alto riesgo de
recurrencia local (margenes de reseccion positpedpracion o formacion de abscesos,
enfermedad T4) pueden beneficiarse del tratamieathoterapicd’. En cambio, en
pacientes con cancer de recto la radioterapia aayewesta indicada para el tratamiento

tanto de la enfermedad transmural como para lapecés de metastasis ganglionares
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La quimiorradioterapia heoadyuvante (preoperat@mlugar de la cirugia inicial
es comun en el tratamiento del cancer rectal losadenavanzado. En el caso del cancer de
colon, hay pocos datos sobre los beneficios queleg@portar la quimiorradioterapia
adyuvant€®. Podria considerarse en pacientes con cancerlde kozalmente avanzado
con invasion en los 6rganos adyacentes. La quinajoie administrada simultaneamente a
la radioterapia proporciona actividad antitumoralésgica pero también aumenta la

toxicidad relacionada con el tratamiento.

1.6.4. Terapias dirigidas

Desde mediados de la década de 2000, se han desarrdiferentes agentes
bioldgicos con el fin de combatir de manera especi€ambios de los genes y de las
proteinas celulares que originan la neoplasia.sEstevos tratamientos han demostrado
un mayor beneficio clinico en combinacion con largaterapia citotoxica convencional
para el tratamiento del CCR metastasico, aumentaladomediana de SG en
aproximadamente 2 afios. Se pensaba que las tedipgidas contra el cancer serian
menos toxicas que los farmacos tradicionales deniqtérapia ya que éstas actlan
especificamente sobre las alteraciones molecutaesgntes en las células neoplasicas. No
obstante, las terapias dirigidas contra el canaseden tener efectos secundarios
importantes, siendo los mas comunes la diarrealylgmas de higado, como hepatitis y
elevacion de enzimas hepaticas. Se pueden usammbir@cion con quimioterapia
convencional o en monoterapia en los casos enueslg quimioterapia ya no es eficaz.
Los agentes biolégicos que han demostrado bengfainicos en CCR metastasico van
dirigidos principalmente al factor de crecimientwletelial vascular (VEGF) y al receptor

del factor de crecimiento epidérmico (EGER)

1.6.4.1. Medicamentos que atacan la formacion de vasos
sanguineos (anti-VEGF)
El factor de crecimiento del endotelio vascular G es una proteina que
participa en la angiogénesis de los tumores. Eactaalidad existen diferentes farmacos

gue inhiben la funcién de esta proteina, tales cehBevacizumab, Ramucirumab y Ziv-
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aflibercept. Se ha visto que los agentes antiaggicgs no solo inhiben la angiogénesis
tumoral sino que también normalizan los vasos daegs del tumor, lo que mejora la

administracion del farmaco al tumor y la eficackelas agentes citotoxicos.

1.6.4.2. Medicamentos que atacan a la via de senalizacion de
EGFR (anti-EGFR)

El receptor del factor de crecimiento epidérmicdGFR) es una proteina
transmembrana con funcidn tirosin-quinasa. La ex@nede EGFRactiva diferentes rutas
de sefalizacion que incluyen RAS/RAF/MAPK, STATIBRIAKT. La activacion de esta
tltima via modula la proliferacidon celular, la adida, la angiogénesis, la migraciéon y la

diseminacion metastasica.

Cetuximab y Panitumumab son anticuerpos monoclenalgi-EGFR. En la
actualidad, el uso de estos farmacos esta restarggilo a pacientes con CCR metastasico
conKRASy NRASen estado nativo (WT.

1.6.5.Inmunoterapia

La inmunoterapia o terapia bioldgica consiste eengbleo denedicamentogjue

ayudanal sistema inmunitario del paciente a reconocezsirdir a las células tumorales.

Las inmunoterapias actuales para el CCR se dividensiete categorias:

inhibidores de puntos de control e inmunomodulagjdsebquean moléculas que sirven

como controles en las respuestas inmunes o agtieédtulas estimuladoras, mejorando la

respuesta inmunitaria al céncer; anticuerpos monatts moléculas generadas de

manera artificial que se dirigen a los antigengsee&ificos de los tumores; vacunas

terapéuticas 0 vacunas contra el candesefiadas para provocar una respuesta inmune

contra antigenos especificos del tumor, estimuladdsistema inmunitario a atacar las

células neoplasicas), terapia de células adoptiuas consiste en eliminar de un paciente

las células inmunitarias, se modifican genéticamense tratan con productos quimicos
para mejorar su actividad, se reintroducen en elepte con el objetivo de mejorar la

respuesta antitumoral del sistema inmune; terapiavirus oncoliticosse introduce un
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virus modificado que puede causar que las célulm®iales se autodestruyan y generen

una mayor respuesta inmune; inmunoterapias adyes/&ain sustancias que se usan solas

0 combinadas con otras inmunoterapias para estifaul@spuesta inmune;_y citoquinas
moléculas mensajeras que ayudan a controlar dlriesto y la actividad de las células

del sistema inmunitario.

La mayoria de estas terapias aun se encuentrasemnicial de pruebas clinicas
(fase | y Il) para el CCR, pero su uso con éxitoo&os tipos de tumores sugiere que
también pueden resultar Utiles para el CCR. Ded)edfarios estudios han relacionado la
respuesta frente a estos farmacos con tumores ignentuna o dos caracteristicas
genéticas que impiden a las células reparar el ABMado: deficiencia en la reparacion de
los errores de emparejamiento (dAMMR) y/o inesiddndl de microsatélites alta (MSI-H).
Este hecho se debe a que los tumores que tienenaalde esas dos caracteristicas
genéticas tienden a presentar indices altos decron&s en el ADN. Algunas de esas
mutaciones pueden causar la producciéon de muchagenos anémalos que pueden ser
atacados por las células inmunitattasle forma que aumenta la infiltracién del tumor
por linfocitos T citotéxico¥, y por lo tanto, la desinhibicion de la respuektdas células

T antitumorales®*4

En la actualidad la eleccion del protocolo terajgéua seguir en pacientes con
CCR requiere de algoritmos que hagan que estel seaseadecuado para cada paciente.
En la Figura 7 se recoge de forma esquematicagoritaho terapéutico que incluye las
variables y aproximaciones mas relevantes a temeruenta en la toma de decisiones

terapéuticas en el CCR.
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Figura 7. Algoritmo terapéutico para el cancer de colon segiel estadio al diagndstico
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1.7. FACTORES PRONOSTICOS

Los principales factores que indican prondstico adverso establecidos por la OMS

para el CCR se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Principales factores pronésticos del CCR (adaptado de OM)S

FACTOR PRONOSTICO CARACTERISTICA ADVERSA
Diagnostico TNM Presencia T4, N1,2,3 y/o M1
Tamafio del tumor Obstruccién de la luz intestinal
Caracteristicas del | Morfologia del tumor Presencia de ulceraciones o perforaciones tumorales
tumor primario Patron histoldgico Tumores mucinosos
Perfiles de invasion Presencia de invasion linfatica, vascular y neural
Grado de diferenciacion Tumores pobremente diferenciados
gﬁﬁglrg?(fas Tamaﬁc_) de la pieza resecada Longitud de la pieza de 2-5cm
Reseccién R1, R2
empleadas
CEA Niveles elevados en sangre periférica
Marcadores MS| MSI-bajo
Moleculares BRA_F _ MutacnonVGO_QE _
Enzimas encargadas de la matriz extracelulaBobreexpresion de Metaloproteasas, uroquinasas
Moléculas de adhesion Sobreexpresién de CD44, ICAM-1

El principal factor pronostico de la enfermedad es el estadio del tumor,
determinado por el grado de penetracion del tumor en la pared intestinal (pT), la afectacion
metastasica ganglionar (pN) y/o de otros tejidos. En aquellos casos en los que se detectan
metastasis sincronicas, es de gran importancia establecer las caracteristicas de estas
lesiones que pueden aportar valor pronéstico en ePCERsI, la literatura muestra que
el numero de focos metastasicos detectados constituye un importante factor prondésticos en
pacientes con CCR metastadicohabiéndose observado que méas de 4 lesiones
metastasicas conllevan una disminucién en la SG de los pacienté% CCR

El estudio histologico de los margenes de reseccion tanto del tumor como de sus
metastasis es el principal factor para la evaluacion de la eficacia de la intervencion
quirurgica. Asi, podemos determinar 3 tipos de reseccion: RO en la que no se observan
células tumorales en los margenes de la pieza, R1 donde se aprecian en el estudio
microscopico células tumorales en los margenes y R2 cuando se observa
macroscopicamente tumor residual. La determinacion de R1 y R2 estad directamente
relacionado con la aparicion de recidivas tumorales asi como con tiempos de SLE y de SG
mas corto¥ >9%%7
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Ademas de los parametros mencionados, el estudtoplaitologico del tumor,
suele incluir el andlisis del patrén de alteracd® MSI, que constituye otro factor
prondstico en pacientes con CCR. Asi, la identifiva de MSI elevada se asocia a un

buen prondstico ya que estos casos presentan unar resa de recurrencia y mayor
S§8,99

A nivel molecular, algunas mutaciones genéticasccdams que afectan al gen
BRAF, son también importantes a la hora de establdgaroadstico de la enfermedad.
BRAF, es una de las proteinas involucradas ene/isedalizacion MAP/ERK efectora de
EGFR, receptor diana de los anticuerpos monoclenalgi-EGFR empleados en el
tratamiento del CCR metastasico. La deteccion demlatacion VE600E (la mas
frecuentemente detectada BRAF, 95%) tiene lugar en el 20% de los CCR y esta
directamente asociada con la respuesta al tratiomyeconstituye por si misma un factor
prondstico adverso ya que se asocia a periodosscoet SLE y SE°1% Existe una fuerte
asociacion entre la presencia de la mutacion V6@0& MSI, diferentes estudios han
identificado esta mutacion en el 60% de los casosMSI elevada frente al 10% de MSI

é.OZ,lOS

baj

Recientemente, se ha hecho hincapié en la impaatgue tiene en la biologia
del CCR las células inmunitarias infiltrantes damor, emergiendo como factores
pronésticos el recuento de las diferentes poblasi@elulares y los ratios entre ellas. Asi,
se ha establecido que bajos ratios linfocitos-mbo®ae relacionan con un prondstico
advers®®. El andlisis de las diferentes subpoblaciones idfecitos infiltrante$®>*®

1%se asocia

indican que la presencia de gran densidad de lto®@ reguladores (Tre
con bajas tasas de SLE, mientras que la preseadiafdcitos T “citotoxicos” se asocia

con un pronéstico favoradfé®
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2. GENETICA DEL CCR
21. SUBTIPOS GENETICOS DE CCR

Basandonos en la genética del tumor, podemos glistilos grandes grupos:
CCR hereditario o familiar y CCR esporadic®,

2.1.1.CCR hereditario

El grupo de los adenocarcinomas hereditarios o aatecedentes familiares
constituye un 10-15% de todos los CCR de nuevonditicS. En esta categoria se
engloban diferentes sindromes, cada uno de ellosiaa® con alteraciones genéticas
germinales que conllevan una mayor probabilidadiesarrollar la enfermeddd Estos
sindromes se clasifican en cuatro gripds'*?

CCR hereditario no polipdsico (CCHNP) o Sindromd_gech Es mas frecuente

de los CCR hereditarios, y supone aproximadamemte-8%6" del total de CCR que se
diagnostican. El origen de esta enfermedad radida presencia de defectos en el sistema
de reparacién de los errores de replicacién del ABHN.a principal causa de esta
deficiencia es la aparicion de mutaciones germsnalgosdmicas dominantes en cinco
genes: i) el gen MutS Homolog RIEH2 localizado en la regién cromosoémica 2p21; ii) el
gen MutL Homolog 1 NILH1) codificado en 3p31-p23; iii) el gen de segregacio
postmeiotica tipo IRSMJ) a nivel de 2931-g33; el gen de segregacion padtite tipo 2
(PSM2 en 7p22; vy, v) el gen homdlogo de MutS tipdvBSHE codificado en la region
cromos6mica 2p24°*¢ Las alteraciones de estos genes estan asociddgséedida de
funcionalidad de las proteinas que codifican (eyexdeis corregir errores durante la
replicacion del ADN) lo que conllevan la aparicide inestabilidad de microsatélites

(MSI) asi como una inestabilidad genémica genexa#z***’

Sindromes polipésico&ste subgrupo supone menos del 1% del total de @R

se diagnosticdn®'*® Genéticamente se caracterizan por la presencianutaciones

germinales autosémicas dominantes del ¢g&RAC (Adenomatous Poliposis Coli),
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localizado a nivel de la region cromosdmica 5921y2& ha identificado una mutacion
germinal del genAPC en el 60-80% de las familid® Se han detectado multitud de
mutaciones en los diferentes codones que constit@yegen asociadas a diferentes
sindromes polipdsicos, siendo las mas frecuenseddkeciones e inserciones de pares de
bases que conllevan cambios en el marco de ledairgen, obteniendo como resultado
final proteinas truncadd$***'?° Desde el punto de vista funcional, el geRC esta
implicado en numeros procesos celulares relacianeadn la via de sefializacion WI$T/
catenind”, en la que APC interviene como molécula inhibitorAsi, la pérdida de
funcionalidad de esta proteina conlleva la activacle esta via que tiene como resultado
la activacion de diferentes genes diana, entrejl@sse encuentran el oncogérMYC,
promoviendo la proliferacién celufaf. La Polidposis Adenomatosa Familiar (FAP) es un
trastorno genético autosémico dominante caractiipar el desarrollo de cientos a miles
de adenomas tanto en la adolescencia como en daaglldta. La poliposis adenomatosa
familiar se debe a la herencia de una copia myfadaionalmente inactiva) del g&PC,

y posteriormente se adquiere la mutacion de larskgoopia.

Sindromes polipdsicos hamartomatosgste grupo engloba sindromes raros,
caracterizados por presentar hamartomas en diésrémtalizaciones anatémicas, ademas
de las intestinales. Estas patologias se caramtepar presentar mutaciones autosémicas

dominantes en diferentes genes supresores tumarates se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas genéticas y moleculares ddos Sindromes polipdsicos
hamartomatosos y sus efectos.

RUTA DE SENALIZACION

SINDROME GEN ALTERADO AFECTADA REFERENCIAS
Peutz-Jeghers LKB1 Via de TP53 111,11‘,11;,12‘,12;,124
Cowden PTEN Via AKT/PI3K 10¢ 111 112 118 124 128
Poliposis Juvenil SMAD4 Via TGF$ 113 112 115 12¢ 12€

Otros sindromes hereditarioEn este grupo se engloban patologias en las que la

alteracion genética causante de CCR no se encuamtna modo de herencia dominante
sino recesiva como ocurre en el CCR familiar tipo cdracterizado clinicamente por
presentar las mismas caracteristicas que el SirddarLynch pero sin tener alterado el

sistema de reparacién de los errores de replicacléh ADN'*"'% Diferentes
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investigaciones han identificado la presencia deaoiones en genes supresores tumorales
como RASSF9asi como alteraciones citogenéticas en 12p21 ®mua se encuentran

localizados diferentes genes asociados con lefgnaxion celular comdI TS,

Cabe destacar que todas las alteraciones genétieesditarias descritas
anteriormente pueden aparecer de forma puntualoenatienocarcinomas de colon
esporadicos participando activamente en el prodescarcinogénesis y progresion del

tumor.

2.1.2.CCR esporadico

El CCR esporadico es el subtipo genético mas peetal constituyendo el 80%
de todos los diagnésticb<El desarrollo de la patologia, partiendo de edlepiteliales
normales hasta la aparicion del adenocarcinomaregtal, conlleva la acumulacion de
multiples alteraciones en el material genético laeluodas ellas asociadas con cambios
histolégicos, cuyo unico fin es desequilibrar l#&abaa proliferacion celulars apoptosis.
Los primeros que identificaron y postularon la semia de alteraciones gendmicas
involucradas en la ontogenia y progresién del C@#dn Fearon y Volgsetein en 1890
(Figura 8).

Figura 8. Secuencia de alteraciones genéticas inuotadas en el proceso de carcinogénesis

del CCR, partiendo de tejido epitelial normal, el @sarrollo de los diferentes estadios
polipdsicos hasta la aparicion del adenocarcinomatorrectal
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2.2. PATOGENESIS DEL CCR

2.2.1. La secuencia adenoma-carcinoma

Como se muestra en las Figuras 8 y 9, el mode&vdieicion tumoral clasico del
CCR esta basado en los perfiles de alteracioneétigas asociadas a distintos tipos
histopatolégicos (ej. polipo adenomatoso, poélipospldisico, adenocarcinoma vy
adenocarcinoma metastasico), de este modo secigfier dichos subtipos histopatoldgicos
constituyen diferentes etapas de desarrollo debttifhDe manera normal la proliferacion
ocurre exclusivamente en la base de la cripta g@ida que las células se mueven hacia la
superficie luminal, cesa la proliferacion y se difecian; por otra parte, las células
superficiales que recubren la mucosa entéricaesden hacia la luz intestinal debido a la
apoptosis y la exfoliacién, y por ello deben semplazadas. En la secuencia adenoma-
carcinoma este proceso es interrumpido cuando ézsunismos que regulan la renovacion
epitelial se alteran debido a mutaciones en loeg&®PC y KRAS asi como a las
ganancias de los cromosomas 7 y 20q dando lugss adenomas, y a medida que estos
aumentan de tamafo, se transforman en displasicfisaymente, adquieren potencial
invasivo, generandose los carcinomas, adquiriengtaciones elfP53y las alteraciones
en el nimero de copias de multiples cromosomagdepncias de 5q, 89, 13q y pérdidas
de 8p,17p y 18q), que irian siendo adquiridas yratadas por la célula tumoral con el
paso del tiempo, dotandola de mayor agresividaappcidad invasivi

Figura 9. Secuencia adenoma-carcinoma (adaptado deobbins and Cotran “Pathologic
Basis of Disease’))

COLON NORMAL MUCOSA EN RIESGO ADENOMA B CARCINOMA
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somatica de genes inactivacion de alelos oncogenes supresorestumorales.
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Mutaciones adicionales.
Anomalias cromosémicas

Inactivacién de TP53
APC (5q21) APC KRAS (12p12) (pérdidade 17p) Presenciade
B-catenina SMAD2, SMAD4 cariotipos complejos

(pérdidade 18q)

I Inestabilidad cromosdmica (10 afios) >
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2.2.2.La via de los adenomas serrados

No obstante, aunque la mayoria de los tumoresreatates progresan a través de
una secuencia de adenoma-carcinoma como acabamas,dexiste una via alternativa
para la carcinogénesis colorrectal a través de@dlserrados (Figura 10), un grupo que
abarca un espectro morfolégico que incluye polipiperplasicos, adenomas serrados y

polipos mixtos.

Figura 10. Desarrollo de los adenomas serrados yrcamomas (adaptado de Robbins and
Cotran “Pathologic Basis of Disease’™)
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2.3. MODELOS GENETICOS DE PROGRESION

TUMORAL

La patogénesis del CCR se caracteriza por una daciw de alteraciones
geneticas, que incluye mutaciones que activan @rmasyo inactivan los genes supresores
de tumore¥? o también cambios epigenéticos, siguiendo ebpale etapas hipotetizado

por Fearon y Vogelstein

Estas alteraciones genéticas y epigenéticas sqonssbles de un evento
especifico dentro de la secuencia que conduce BRI, C@ntribuyendo a la "iniciacion” de
la transformacion neoplasica del epitelio sano géterminando la "progresion” hacia
estados mas avanzados de la enfermedad. Para acuasualteraciones genéticas tipicas
de la mayoria de los CCR, las células tumoralesmebquirir mutaciones y alteraciones
epigenéticas a un ritmo mayor en comparacion cercédulas epiteliales normales de la
cripta®® En este sentido se han descrito diferentes wids earcinogénesis del CCR que
se caracterizan por modelos de inestabilidad genétferentes: i) la mayoria de los CCR
siguen la inestabilidad cromosomica (CIN), carazéelo por la pérdida generalizada de
heterozigosidad (LOHJ*y por grandes anomalias cromosémitasii) aproximadamente
el 15% de CCR se asocian a una alteracion dehsastie reparacion del ADN (MMR) lo
que conlleva la inestabilidad de microsatélites V& sistema MMR produce proteinas
gue reconocen y dirigen la reparacion de alterasiale un solo nucleétido en secuencias
de microsatélites que escapan al sistema de cainede la polimerasa del ADN, iii) una
tercera via para el desarrollo de CCR es el siemeinto de genes por cambios
epigenéticos por la metilacién de islas CpG (fggmtmetilador CpG o CIMP) , iv)
recientemente se han establecido otros sisten@dsgy@émdo los microARN (miARN) y la
inflamacion (Figura 11). Las diferentes vias tamlpéesentan distintos comportamientos

patolégicos y manifestaciones clinicas
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Figura 11. Principales mecanismos moleculares invccrados en el desarrollo del CCF
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2.3.1.Inestabilidad cromosémica (CIN)

La CIN esta presente en el -80% de CCRs y se debe a la acumulacioi

mutaciones que pueden dar lugar a la activaciovide promotoras del crecimier

(oncogenes) o a la disminucién de actividad de gjengresores de tumores 0 \

apoptdticas. La CIN seiele asociar a la adquisicion de las alteracionegtgms

siguiendo la secuencadenom-carcinomadescrita por Fearon y Volgsetey es la forma

por la que surgen la mayoria las neoplasias del coloizquierd*®*. Los tumores

asociados a esta via pueden ser hereditarios (tmoliposis adenomatosa familiar

esporadicos, y se caracterizan por anomalias crmoas que incluyen pérdidas

ganancias en el material genét
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Una de las mutaciones méas prevalentes en el'€@R la mutacién en el gen
APC, presente en el 70-80% de los casos; esta altieima hace que sea considerada la
responsable de la transformacion maligna de ldacéitelial intestinal, ya que también
esta presente en el 75% de los adenomas (frecusimiiar a la observada en los
adenocarcinomasyf. Las mutaciones del gePC conllevan la activacién de la ruta de
sefializacion de WNPicatenind™, lo que conduce a un aumento en la tasa proliferat
de la célula tumoral, ya que no se produce el efiattibidor de la proteina APC, como

veremos en secciones posteriores.

De la misma forma, las mutaciones del oncof&AS constituyen uno de los
eventos mas tempranos en la ontogenia del CCRénddse detectado incluso en tejido
epitelial normal, en ausencia de rasgos histolégmoerrantéé™*” Las mutaciones de
KRAS se observan en el 20% de los adenomas y en el d#®%s adenocarcinomas
colorrectales, siendo mas frecuentes las mutacignesfectan a los codones 12 y 13 del
gert?®137138139 FI 5ncogénKRAS codifica una proteina con actividad GTPasa que
pertenece a la familia RAS, involucrada en la \@asdializacion MAPK/ERK, que a su
vez estd implicada en las vias de activacion deiptad funciones celulares entre las que
destacan la proliferacion, diferenciacion y supemcia celular, como veremos mas
adelant&*®'*! Ademés, la presencia de mutaciones en el KBAS condiciona el
tratamiento de pacientes con CCR metastasico,ba@rda demostrado la asociacion entre
la presencia de mutaciones en con la resistencisa@miento con anticuerpos anti-
EGFR?1214314% Otras alteraciones secundarias en el CCR afeetalos genes
pertenecientes a la via de sefalizacion MAPK/EBRAF y NRAS cuyas mutaciones
tienen un potente un valor prondstico, asociandasgresencia con periodos de respuesta

al tratamiento y tiempos libres de progresion noas >

Otras de las alteraciones genéticas tempranas@@Rlesporadico, incluyen las
mutaciones del gefP53 Las mutaciones dEP53estan presentes en el 20% de las fases
mas avanzadas de adenoma, y también en la grarrim@y®%) de los adenocarcinomas
colorrectale¥y*® Desde hace décadas se conoce B3 actlia como gen supresor
tumoral, con un papel central en la induccién depsgsis asociada al dafio en el ABN
Las alteraciones de este gen, ya sean mutaciooes@as o no, a deleciones de la region
cromosomica 17p13, conllevan la producciéon de ungema funcionalmente alterada, lo

gue favorece la supervivencia y el crecimiento ah@ nivel clinico, las alteraciones de
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TP53 se asocian a estadios avanzados de la enfermetidpnandose con procesos de

invasion vascular y linfatica en los CCR dist&ies

El genDCC (abreviado del inglés “Deleted in Colorectal Caticdocalizado en
la regidn cromosOmica 18q21, sufre diferentes adienes entre las que se incluyen
mutaciones puntuales y pérdidas alélicas, que senasdn en el 70% de los CCR
esporadicos. Estas alteraciones tienen como casmsgeaufinal la disminucion de la
expresion o la pérdida de funcionalidad del reaefpemsmembrana DCC, lo cual conlleva
una pérdida de su capacidad de inducir muerte arelpbr apoptosis. Ademas esta
alteracién en DCC se ha visto que esta asociadgpaar prondstics’.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion éatifitcado otras alteraciones
cromosomicas responsables de la ontogenia de ¢éaneedad. Entre ellas, cabe destacar
las ganancias de los cromosomas 7, 8q, 13qg, y*20g*°%***1%2 as ganancias del
cromosoma 7 tienen especial relevancia clinica ya gn este cromosoma estan
codificados genes involucrados directamente eréfeegjs del CCR esporadico como el
genWNT2(localizado a nivel de 7g31), cuya sobreexpres®grucial para la activacion
de la via de sefalizacion WNBF¢atenina. Ademas, en la region cromosomica 7pl2 se
encuentra el geEGFR el cual codifica el receptor de EGFR, proteina gs la diana
terapéutica de los anticuerpos monoclonales anttFEEmpleados en la actualidad en el
tratamiento del CCR metastasico. Por otra parsealt@raciones numéricas que afectan al
cromosoma 8 se caracterizan principalmente porigesdiel brazo corto y ganancias del
brazo largo, donde se localizan varios genes soig®sde tumoresPPP2CB, LPL,
MTUSD y el oncogénCMYC cuya sobre-expresién se ha asociado también a un
prondstico adversd’. Finalmente, las ganancias de los cromosomas 1380
constituyen uno de los eventos genéticos mas finéesieestando presentes en mas de la
mitad de los CCR esporadicos y detectandose taneieadenomas. En estas regiones se
ubican genes@GPC5, IGF2, AURKA, RNPC1 ADRMATCFL) que se han relacionado
directamente con procesos de CIN implicados emtagenia y la transformacién maligna
del CCR™.

También se deben destacar las alteraciones genétipicadas de forma directa
en la progresion y aumento de la agresividad debtuya que favorecen su crecimiento
y/o capacidad de invasion. Entre ellas, se inclwtgaraciones en los genes de la familia

SMAD (SMAD2, SAMD3 y SMAD4 integrantes de la via de sefalizacion TGF-
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involucrada en procesos de diferenciacion celulagnyla progresion metastasica del
CCR™.

Aproximadamente, el 20% de los CCR presentan nuautasi a nivel del gen
PIK3CA gen involucrado en la via de sefalizacion PIK3TAKfectora de EGFR,
asociandose de forma directa con la respuestatairtiento con anticuerpos monoclonales
anti-EGFR, aunque en la actualidad la determinad&lnestado mutacion&IK3CA no
esta incluida en las recomendaciones de las ga@ddgicas internacionales como factor

pronéstico de respuesta al tratamiéhto

Entre otros mecanismos moleculares implicados e@INy se han observado
niveles aumentados de expresidbn de quinasas tabeso,c AURKA y PLK1,
particularmente en CCR esporadicos en progr&Siéhambién la pérdida de la funcién
telomérica constituye otro de los mecanismos cdesade CIN®. En este contexto,
diferentes estudios han demostrado que el aconmémie los telomeros esta directamente

R56,157’

relacionado con la ontogenia y la transformaciétigna del CC al demostrarse un

aumento de la actividad telomerasa asociada atagsion de la enfermedad

2.3.2.Inestabilidad de microsatélites (MSI).

La MSI es una alteracion en el ADN de las célules |p que el nimero de
repeticiones de los microsatélites (secuenciassalt bases de nucleétidos que se repiten
de docenas a cientos de veces dentro del genort@)aksrado. Esta alteracion se
encuentra aproximadamente en el 10-15% de CCR &ipog*® y en mas del 95% de

CCR hereditarios no asociados a poliposis, en etmocen el Sindrome de Lynch.

La causa de la MSI puede ser un defecto o un deteaje la capacidad de reparar
errores en los microsatélites cuando el ADN seaepila célula. El elemento clave es la
disfuncion de las proteinas reparadoras del ADN RJMlebido a mutaciones o
alteraciones epigenéticas en los genes que catlifiaea estas proteinagll(H1, MSH2,
MSH6 y PMS2, de tal modo que las células con capacidad deraen de ADN
deficiente debido a la alteracion de los genes MadBmulan errores de ADN en los
microsatélites, que se encuentran distribuidos tpdo el genomalos microsatélites

pueden encontrarse en regiones intronicas, perbiéanpueden encontrarse en regiones
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codificantes de genes que tienen un papel impertantla regulacion del ciclo celular,
siendo de especial importancia la inactivacion deeg supresores tumorales por la
alteracion de la secuencia de microsatélites diemeg codificantes, lo que se denomina

“hipermutacion somatica”

En este sentido, los sindromes de cancer colokrketaditario no asociado a
poliposis (CCHNP o sindrome de Lynch) se caradaripor presentar una mutacion
germinal en las proteinas MMR que se hereda de naangosOmica dominante. En el
sindrome de Lynch, se desarrolla la inestabilidadndcrosatélites en los adenomas
convencionales y conduce a la progresion rapidamater. Al tratarse de mutaciones en
linea germinal, los pacientes suelen presentar resr® edades jovenes (<50 afios) tanto
en el colon como en otros drganos como por ejerpbvario, la vejiga o el endometrio.

En el 95% de los casos las mutaciones se encuamtMhH1 y MSH2®°,

Sin embargo, en la mayoria de los CCR esporadicosMsSI, el defecto en la
funcién de MMR no es una mutacion especifica gor@bio gen, sino que se trata de una
hipermetilacion de las islas CpG del promotor d& denes que codifican las proteinas
MMR (en la mayoria de las ocasiones afectanddladl), lo que conlleva a un
silenciamiento del gen. Estos casos se caractgpaamostrar frecuentemente metilacion
bialélica del promotor del gen MHL1 (80% de losasistener menor expresion proteica
de MLH1 y PSM2, cariotipos diploides (en cercad®{75% de los casos), y mutaciones a
nivel de genBRAF>1%%1%1 | 5 mutacién activadora V600E del oncodgRAF se
encuentra en el 40-50% de CCR esporadicos con &4#, altamente asociada con la
metilacion del promotor dILH1, y esta ausente en el sindrome de Lynch. La apdica
clinica de este hecho es que si un tumor presémtida de MLH1 mediante técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ), se debe realizar estudidgacional del geBRAF, y si esta

resultase positiva, se descartaria la posibiligadrdsindrome de Lynch.

Este tipo de tumores se localizan con mayor fregaean el colon derecho,
suelen ser adenocarcinomas pobremente diferenceadusdulares y suelen presentar un
marcado infiltrado inflamatorio linfocitario periietratumoral. Los pacientes con tumores
con MSI suelen tener mejor pronéstico que los paese con tumores con Cifg
especialmente en pacientes en los que existe afatiganglionar y/o tumores en estadio
111 1%3, La determinacién del grado de MSI en el CCR durny&t un factor clave a la hora

de definir el abordaje terapéutico mas adecuadaugalos casos con MSI elevada son
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resistentes a los farmacos citostaticos de la fard#él 5-Fluorouracilo (5-FU§* Por el
contrario, estudios recientes basados en inmumidessocian esta alteracion con una
respuesta favorable a anticuerpos monoclonaleP@iti®. La determinacioén del estado
de las proteinas reparadoras del ADN puede resdizarediante técnicas de IHQ y/o
empleando técnicas de biologia molecular enfocallasélisis del estado mutacional de

los genes mas frecuentemente alterallidHl y PSM2.

2.3.3.Fenotipo metilador de islas CpG (CIMP)

Una tercera via por la que puede progresar el CCRegliante la metilacion de
islas CpG ("CpG island metylator phenotype” o CIMP)Esta via consiste en la
hipermetilacion de secuencias de dinucleétidos CplB@calizados en las regiones
promotoras de genes que intervienen en la regulaséd ciclo celular, la apoptosis, la
angiogénesis, la reparacion del ADN, la invasida gdhesion celular. La hipermetilacion
de la secuencia CpG del promotor del gen conlléwglenciamiento e inactivacion de
genes supresores de tumores tales cbRi®, CDHIy MLH1. La metilacion generalizada
de las islas CpG se conoce como CIMP de alta freta¢CIMP-H), y es un mecanismo
diferente al silenciamiento por metilacion limitadoe se produce en la mayoria de los
CCR<%. CIMP-H es un rasgo caracteristico de CCRs qugesuen la via serrada, y esta
presente aproximadamente el 20-30% de CCR, inctloyerasi todos los tumores que
tienen silenciamiento d®ILH1 por hipermetilacion. Las caracteristicas clinidasestos
tumores son similares a las de los CCR con'fS|

La base genética subyacente del fenotipo CIMP-ioe® conocida, pero hay
evidencia de que tanto factores genéticos comoeatades (por ejemplo el tabaquismo o
la supresion de estrogenos) pueden estar asoa@ados desarrollo de carcinomas por la
via serrada. Los factores genéticos y epidemiob&gicontribuyen a la metilacion de
adenomas serrados, lo que predispone al silencitomeediante metilacion ddLH1, del
gen de reparacion del ADN Methylguanine Methyltfarese MGMT) y de otros genes,

lo que conduce a la progresion a adenocarcinoma.

Un hecho que se produce de manera temprana y casosia con la progresion

de adenoma a carcinoma es el silenciamiento dekgpresor tumorgh16INK43g cuya
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pérdida de funcion provoca la proliferacion celuiacontrolada, dando lugar a una
transformacion neoplasic¢&

2.3.4. Via inflamatoria

La inflamacion cronica es hecho critico para laiauion y la progresion del
CCR. Esto es respaldado por el hallazgo de fuesdesiaciones entre la Ell y el CCR, y
por los hallazgos que apoyan los efectos positidauso cronico de AINEs en el CCR.
Existen multiples mediadores de la inflamacién qredisponen a un individuo a
desarrollar un carcinoma. Los posibles mecaniamp$icados son el mantenimiento del
crecimiento celular a través de la promocion detesna antiapoptotico y el aumento del
dafio al ADN mediante la activacion de las espeatiesagénicas reactivas de oxigeno y
nitrogeno. Otros mecanismos pueden ser la producd® factores de crecimiento
angiogeénicos y linfangiogénicos, y los cambiosatedistemas de membrana para facilitar
la invasién y la alteracién de la adhesién cetfiidr®
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2.4.  VIAS MOLECULARES IMPLICADAS EN EL CCR

2.4.1.Via de senalizacion WNT/f-catenina

Una mutacion inicial clave en el desarrollo del CER la mutacion del gen
supresor tumoral APC, involucrado tanto en casoporadicos de inestabilidad
cromosomica como en poliposis adenomatosas fagsli@fFAP) por la mutacion de la
linea germindi™
APC en el 60-80% de las familias119. En el 70-808clas CRC esporadicos se

encuentran mutaciones en APC, que ocurren de mameyarana durante el desarrollo

. En el sindrome FAP se ha identificado una mutagérminal del gen

neoplasicd’’. Puesto que parece que la inactivacién del gen AP®@ecesaria para el
desarrollo de adenomas, este ha sido denominado gem"gatekeeper" de la neoplasia
colorrectat’?. El gen APC es un gen supresor de tumores implicanl la via de
sefalizacion AP@tcatenina/Tcf (via WNT), relacionada con el dederrembrionario y

la renovacion epitelial intestinal.

La via de sefializacion de WNBF¢atenina constituye una via clave durante el
desarrollo embrionario al estar involucrada en @sos de morfogénesis y diferenciacion
celular, encaminados a la generacion de los difesedrganos; en el intestino, su principal
funcion es la renovacion del tejido epitelial. lmapiortancia clinica de esta via ha sido
demostrada por mutaciones que conducen a grardadrige enfermedades, incluyendo
CCR. En este sentido, la via de sefalizacion de IgAddtenina se encuentra alterada en
la gran mayoria de los tumores colorrectales (98%od casos), siendo las alteraciones
mas frecuentes las mutaciones en los genes APONNBT, presentes en el 75% y 15%
de los casos, respectivamente. Ambas mutacionesnmgnamente excluyentes y se
asocian a tumores con caracteristicas biologicdsredies; asi, mientras que las
mutaciones en CTNNB1p{catenina) son méas frecuentes en adenomas peqaenos
poder invasivo limitado, las mutaciones en el g&tCAse asocian a tumores invasivos de
mayor tamafio. Los ligandos de WNT se unen a lospteres de la familia de proteinas
Frizzled y a sus co-receptores dando lugar a liugcion de un complejo citoplasmatico
de proteinas que incluye las proteinas APC y axjna,promueven la degradacion e
catenina en el proteosoma, La inactivacion de A@aluce en un aumento de la sefial
de la via WNT, por la falta de degradacfpoatenina. La acumulacion citoplasmatica de
B-catenina conduce a su traslocacion al nucleo,&leadine a Tcf y forma un complejo de
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activacion de la transcripcion, que promueve ladtapcion, entre otros genes, de MYC y
CCND1 (ciclina D1). La activacion excesiva de cialiD1 por mutacion de APC
contribuye al desarrollo de neoplasias en el calopermitir que la célula escape de la
apoptosi§®. Las mutaciones en APC tienen como consecuencialtégacion de la

proliferacion, diferenciacién, migracién y adhesitmlas células mutadds

La importancia clinica de esta via ha sido demdatrpor mutaciones que
conducen a gran variedad de enfermedades, inclayehdancer de mama y proéstata,
glioblastoma, diabetes mellitus tipo 2, entre otnasr la falta de degradacion de
catening’’

También pueden encontrarse mutaciones en los gemgikados en la via
APCpB-catenina/Tcf en tumores esporadicos con inestialoilicromosomica que carecen
de mutaciones en APC130. En el 48% de tumores siaaimnes en APC se observan
mutaciones en el gen de [&catenina (CTNNB1) que conllevan a su activacion
constitutiva, 1o que indica que en las primerapadade la patogénesis del CCR estan
presentes las mutaciones en CTNNB1 y que posibliemarstituyen a las mutaciones
APC en las etapas de iniciacién tumbfalLa actividad deB-catenina también puede
incrementarse por alteraciones en oncogenes qudaregu actividad, como es la
amplificacién del gen de la ciclina dependiente qignasa 8 (CDK8)>. p-catenina
también puede interactuar con diferentes miembeosadvia Notch, reguladores de la
diferenciacion celular. Las alteraciones de laNd&ch, asi como la activacion de Tcf, o la
alteracion de otros genes reguladores de APC conb®RB’®, estan relacionadas con el

proceso de la carcinogénesis en el €K’

2.4.2.Via de senalizacion de PIK3 /AKT.

Las alteraciones de la via de PIK3/AKT suelen ocde manera simultanea con
mutaciones d&APC'"®, Se ha visto que la presencia simultanea de numesierAPC y
PIK3CA en modelos animales estan asociados con un nleterado de tumores, mayor

tamafio de los mismos, y un comportamiento mas iagtés

PIK3CA es un heterodimero compuesto por una urgdgalitica y una subunidad

reguladora. Su activacion, se inicia mediante ssfaktracelulares, especialmente por
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sefales mediadas por los factores de crecimientéipdeinsulina (IGF1 y IGF2), que
fosforilan/activan PIK3. PIK3CA desencadena lavadion de diferentes factores de
transcripcion nuclear a través de una cascada ib@sfis, entre otros, activa a AKT, el
cual puede activar CREB, inhibir p27 y activar mTOB regulador central del
crecimiento y del metabolismo, cuya accion se tadn un aumento de la supervivencia
y de la proliferacion celular La actividad de PIKB@sta regulada poPTEN cuya
actividad fosfatasa hace que actie como inhibiddural de PIK3, favoreciendo la
apoptosis. En el CCR, se han descrito diferentegstaciones activadoras en el gen
PIK3CA (9% de los casos) y/o delecionesRFEN (10%) que activan la via efectora de

PIK3/AKT, estimulando la proliferacién y el crecienito celulaf?>*"*18°

como se puede
observar en la Figura 12. Desde el punto de vist&ag, las anomalias genéticas en estos
dos genes y en los genes involucrados en esta Warsrelacionado con una SG mas corta
entre los pacientes con CCR esporadicoAsi mismo, las mutaciones del geiK3CA
influyen en la respuesta a Cetuximab y Panitumursgndo los pacientes con fenotipo

WT aquellos que presentan respuestas mas favoradfés

Se ha visto que el uso prolongado de la aspirimaeata la supervivencia en
pacientes con CCR y con mutacionesP&R3CA Esto puede ser debido a una induccién
de la apoptosis por la inhibicion de PIK3CA. Laiation de PIK3CA aumenta la
actividad de COX2 y la sintesis de prostaglandil@sjue inhibe la apoptosis en las
células tumorales. La aspirina inhibe COX2, lo ineetiva la sefializacion de PIK3CA,
favoreciendo la induccién de la apoptd$isEstos hallazgos sugieren que el estudio
mutacional dePIK3CA pueda ser utilizado como un biomarcador predicipava el

tratamiento adyuvante del CCR con aspifing”

2.4.3.Via de senalizacion de MAPK/ERK

La via de sefalizacion MAPK/ERK esta integrada gimersas proteinas con
actividad quinasa, entre las que se incluyen lasepras de la familia RAS, activadas
habitualmente por sefiales extracelulares y encasgael iniciar una cascada de activacion
(mediante fosforliaciones) de las quinasas de hailia RAF, que concluye con la
activacion secuencial de las proteinas MAR#&ctpres nucleares de transcripcidn que

promueven la progresion del ciclo celular y la sitn celular).(Figura 12). En esta
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secuencia, la proteina KRAS activa a quinasas RARAF1, ARAF y BRAF) con la
posterior activacion secuencial de MEK1/2 (MAPKK)g las MAPKs efectoras finales
ERK1 y ERK2. La via de RAS promueve la progresileh ciclo celular mediante la
induccién de ciclina D1 (CCND1) y favorece la swperncia de células tumorales
inhibiendo proteinas proapoptoéticas e induciendexfaesion de proteinas antiapoptoticas
(BCL2, BCL-XL y MCL-1). Ademas, esta via de contrye la evasion de mecanismos de
senescencia mediante la activacion de la subuwciakaditica de la telomerasa (hTERT), lo
cual antagoniza el acortamiento de los teldmerosmrarresta los efectos de la detencién
del ciclo celular o la muerte celular en respuaktiafio del ADN mediado por p53y p21.
La activacion de forma constitutiva de esta via s#éializacion, debido a
mutaciones en los genERASyY BRAF, conlleva un aumento de la proliferacion celular.
Desde el punto de vista clinico, las alteracioneséticas que afectan a los genes que
codifican para proteinas de esta via de sefialzagdan asociado tanto con el prondstico
como con la respuesta al tratamiento con anticsemmanoclonales anti-EGER* Asi,
la mutacién mas frecuentemente detectada deBge- (BRAF V600E) se ha asociado
con un pronéstico adverso en pacientes con CCRdaleb una mayor resistencia al

tratamient?9-102

Las mutaciones activadoras IERASestan presentes en aproximadamente el 40%
de los CCR vy fueron una de las primeras alterasiogenéticas descrifd3 Las
mutaciones d&RAStipicamente ocurren de manera temprana, pudiérdiieetar en los
focos de criptas aberrantes 0 en adenomas pequefiesen como consecuencia la
activacion constitutiva del gen, lo que permita aédlula evadir la apoptosis y adquirir una
ventaja en el crecimiento. Mas del 90% de las nmtas en el geikRASocurren en el
codén 12 y en el codén & Las mutaciones en el codén 12 confieren un fpoatias
oncogénico que las mutaciones en el codén 13, éosygiere que las mutaciones del
codon 13 estdn mas implicadas en la transicion cadafcarcinoma; mientras que las
mutaciones en el codén 12 favorecen la invasiomllgcla diseminacién tumoral a

distancid®’.
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2.4.4.Via de senalizacion de TP53.

TP53 se encuentra localizado en el brazo corto del csoma 17 (17p13.1), es
uno de los genes supresores tumorales mas estsdiasio papel es fundamental en la
regulacion del ciclo celular, reparacion del daib ADN, regulacion de la senescencia
celular y regulacién de la apoptdéfs® La via deTP53se ha encuentra alterada en mas
de la mitad de los pacientes con CCR (50%-70% sledecinomas). Asi, se considera que
la pérdida de funcion d€P53 constituye uno de los eventos iniciales mas haleg) a
menudo en el punto de desarrollo de la displasialiegradd®” (4-25%) o bien en las
dltimas etapas de la tumorogén&SisEn estadios avanzados del la enfermedad, se ha
descrito la presencia de pérdidas de este geregruartas partes de los CCR, de los que
solamente la mitad presenta el otro alelo mutado,la consiguiente pérdida de funcién
de la proteina; en la otra mitad de los pacieffte§3mantendria intacta su funcidh'®
Las alteraciones d&P53 conllevan una inhibicion de la apoptosis y un aumele la

supervivencia, y con ello, una proliferacién celulascontrolada.

2.4.5.Via de senalizacion de TGF-f.

La proteina TGH pertenece a una familia de citoquinas anti-infieamas
involucradas en la proliferacion, diferenciaciondhesiéon y migracién celular.
Habitualmente, el epitelio intestinal normal muastkpresion de TGPB; que actia como
inhibidor del ciclo celular, jugando un papel esehen la formacion del tejido y el
mantenimiento de su homeostasis fisiolégica. Sase via se ha descrito que se
encuentra alterada en mas de la mitad (57%) deCIBR, habiéndose identificado
diferentes alteraciones en los distintos composeahtda cascada de sefializacion activada
por TGF$, involucrados en el CCR en procesos de carcinagggnangiogenesis,
metastasis e inmunosupresion193. La activacionadeid de sefalizacion de T@F-
comienza habitualmente con la unién de Ti&-su receptor de membrana, lo cual activa
una cascada de fosforilaciones que tienen comdtadsufinal la formacién de un
complejo integrado por diversas proteinas de lalfa8MAD: Smad2, Smad3 y Smad4.
Este complejo se dirige al nucleo donde reguladastripcion de diferentes genes diana
como CDKN1A, CDKN1Bo CDKN2B cuya funcién es la detencion del ciclo ceftifar
Las mutaciones y/o deleciones @8MAD2y SMAD4 estan directamente relacionadas con
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la ontogenia del tumor, constituyendo la pérdidal8g uno de los eventos iniciales
involucrados en la transicién de adenoma a adeciocana de coloh®. Todas estas
alteraciones en los componentes de esta cascaskidkzacion bloquean la via TGF-
actuando como promotores del desarrollo tumdtaRecientemente, algunos estudios han
demostrado la existencia de una estrecha relaoitbe esta la via de sefializacion de TGF-
By un mayor grado de progresién tumoral, invasiémetastasis®, en las que estarian
implicados diferentes mecanismos. En este sentidbe sefalar que varios estudios
refieren su implicacién en el proceso de transi@pitelio-mesenquima (EMT) al inducir

expresion de Snail, Slug y Twigt*®’

2.4.6.Via de senalizacion de Notch.

Las proteinas involucradas en la via de sefafinadé Notch se expresan
de forma habitual en las células de la zona basalad criptas intestinales, siendo
esenciales para una correcta maduracion del epiteéstinal. En términos generales, son
proteinas que estan involucradas en la regulacénasl células progenitoras y en el
proceso de diferenciacion celular, sobre todo smédulas caliciformés®,

En esta via a menudo es activada a través de ldeviBGFR y en ella las
proteinas ligando (Delta-like y Jagged) se unea pokcion extracelular de las proteinas
transmembranas Notch (Notchl-4) induciendo su a@opnoteolitica con la liberacion
posterior de su porcion intracelular (NICD); estagfmento intracelular se trasloca al
nacleo donde induce la expresion de reguladoresdrigcionales de la familia HES, que
dirigen la proliferacion celular durante la embgéagsis. Ademéas también modulan la
actividad de algunos genes reguladores del cidwlace y de HER2, y promueven la
activacion de las vias de sefializacion dedBR PI3K. La inactivacion de esta via en las

células progenitoras conlleva una diferenciacid@leaada y prematut&.

En el CCR, la via de sefializacion Notch podriarastalicada en los estadios
iniciales de la enfermedad y concretamente, eralgsicion de tejido intestinal normal a
adenoma, encontrandose alterada en el 75% dedos®aNo obstante, hoy se reconoce
que esta via no solo participaria en el procesoageinogénesis, sino que podria jugar
también un papel importante en la progresion deloty interviniendo en el proceso de

invasion tisular al favorecer el cambio fenotipguee sufren las células tumorales en la
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EMT, reflejado en un aumento de la expresion deepras involucradas en el proceso
EMT como CD44, Slug y Smad3 en tumores que asoaisraciones en la via de

activacion de NotcHf°

2.4.7.Via de senalizacion Hedgehog.

Aunque la via de sefializacion de Hedgehog (Hhjeseubrio y estudio
primeramente debido al importante papel que des@anpaurante el desarrollo
embrionario, mas recientemente se ha puesto defiesamisu implicacién en una gran
variedad de tumores y en el mantenimiento de |edasémadre de algunos tejidds>*>
La via de sefalizacion Hh es compleja y se hartifaewo tres genes Hedgehog (sonic
Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) y desert Héadg (DHH)), dos genes Patched
(PTCH1 y PTCH2) y 3 genes GLIGLI1, GLI2 y GLI3). Normalmente, la via de
sefalizacion de Hh esta regulada negativamentelpgen supresor de tumorB§CH1
gue inactiva la proteina de la familia Frizzled,d®thed (SMO). Cuando los ligandos de
Hh (entre ellos SHH) se unen a PTCH1, contrarrdstamhibicién de SMO e inician una
cascada de sefales que resulta en la activacitos dactores de transcripcion GLI (GLI1
y GLI2), que promueven la transcripcion de geneglicados en el crecimiento y
proliferacion celular, angiogénesis, remodelamiedi® la matriz extracelular y la
homeostasis celular, tales comidYCy BCL2, las proteinas WN¥F? o los factores de
transcripcion de la familia de Forkhé®t Por lo tanto, esta ruta es fundamental en la
regulacion, crecimiento y organizacion de los pasohistologicos de diferentes 6rganos,
particularmente de los gastrointestinales.

En el CCR se ha observado que la sobre-activa@@sth via de sefalizacion en
células progenitoras tumorales confiere un fenati@gs proliferativo asociado a un mayor
crecimiento tumoral, a la vez que una mayor capacitvasivd’®. Asi, a modo de
ejemplo, varios estudios han puesto de manifiest existe un aumento gradual de la
expresion de las proteinas Smo y Glil por IHQ en tdansicion adenoma-
adenocarcinonf&’, y han correlacionado la sobre-expresién de Giil la presencia de

invasion linfatica del tumor y con la progresiénldenfermedad®.

62



2.4.8.Via de senalizacion de NF-kB/IKK.

El factor nuclear potenciador de las cadenas kgdwppa de las células B
activadas (NReB) es un complejo proteico que controla la trapidn del ADN. NF-kB
se encuentra en la mayoria de tipos de célulasatesny esta implicado en la respuesta
celular frente a estimulos como el estrés, lasquit@ms, radiacion ultravioleta, LDL
oxidadas y antigenos bacterianos o vifdlesEl NF«B juega un papel clave en la
regulacion del sistema inmune, concretamente d@ntunidad innata, y la respuesta
inflamatoria asociada a la misfffa En este sentido, se ha descrito que los pacientes
Ell tienen un mayor riesgo de desarrollar CCR, ttuyendo estos casos aquellos en los
gue la activacion de esta via de sefalizacion i@mdayor relevancia en el desarrollo del
tumor®. La activaciéon de NKB -RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (N&B1) y
p52/p100 (NFR<B2) habitualmente esta asociada a fosforilacioriadproteina quinasa
IKK, y mediante este mecanismo, la se produce liguitihaciéon y degradacién del
inhibidor de NF«kB I«kp, en el citoplasma; como consecuencia, se libedéngtro p50/p65
que se trasloca al nucleo donde activa la trangonpde genes diana. Asi, se cree que la
activacion constitutiva de NkB/IKK iniciada por citocinas pro-inflamatorias corndlF-
a 0 IL-1, podria provocar un incremento en la traipston de genes involucrados en la
proliferacion celular CCDN1, CMY(, genes con actividad anti-apoptética de la famili
de BCL2y genes involucrados en la amplificacion de Ipuesta inflamatoria (COX-2)
208 Ademas de haberse relacionado con la ontogemiarél, esta via de sefializacién se
ha involucrado también en la progresion del CCRysalciarse con una mayor actividad
angiogénica cuando se detectan niveles elevadd$raeB. En la actualidad, se desarrolla
una busqueda de farmacos que actuen sobre molémildE«B, no sélo para el manejo
de enfermedades inflamatorias sino también pasa@durante el tratamiento de tumores

colorrectales resistentes a radio y quimiotef3pfa’
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de sefializacién intracelular

5 atica de las prirpales vias

on esquemal

Figura 12: Representaci

involucradas en el desarrollo, mantenimiento y progesion del CCR esporadico.

IGF

Receptorde la
familia Frizzled

/ I

Receptor de
insulina

EGF

Receptor de
tirosin-kinasa

}

g Axina PI3K «—— Ras
E APC RAF
< \ — PTEN
(%]
é Axina ApPC
o [-catenina AKT v
3] ' MEK
: :
e & IKK
Z
E Proteosoma
S v
mTOR ERK
-catenina i J
0 5 ! N ¥
g & i Mdm2 =
g [B-catenina & L “Na Factoresde
> Tcf transcripcion

Dafio DNA

SHH DHH

Estréscelular

\

TGF-B Delta-like Jagged IL-1 TNF
IHH
SMO
Receptor Notch PTCH Receptor Receptor
TGF-B IL-1 TNF
\ /
| IKK
PI3K :
Smad2 v IkBau o
Smad3 I NICD NF-kB1 (p65)
ma f
: Gli (pS0) IkBa
Smad4 ] ! i NF-kB2 RelA
: : : = (p52)
: | : i b
| i i ! i
I ! 1 i '
: i : ! i
v v i ¢ ¢
Complejo Factoresde M
Smad Gli NF-«kB1 NF-kB2

transcrlpqon

£ IL»QMJMIJA ﬂﬂ»@@aﬂﬂ»@ﬂb ﬂb@w@»ﬂbﬂh@@@ %@ﬂﬂ?@@»ﬂﬂ»@@@@@@ﬂﬂ»@»@@ﬂ

Proliferacién celular
Crecimiento tumoral
Invasion tisular
Diferenciacién celular

Proteina Kinasa Otraenzima

Resistencia a la apoptosis

Proliferacién celular
Crecimiento tumoral
Invasion tisular
Angiogénesis

Factorde transcripcion

— Activacion

Proliferacién celular
Crecimiento tumoral
Invasion tisular
Diferanciacion celular

Proliferacién celular
Crecimiento tumoral
Invasidn tisular
Angiogénesis
Inmunosupresion

Proliferacién celular
Crecimiento tumoral
Invasion tisular
Angiogénesis
Metdstasis

Invasion
Metdstasis

-=® Traslocacién — Inhibicién



En condiciones fisiologicas, todas las vias delgft@dn anteriormente descritas
interaccionan entre si con el fin de regular prosede proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular, y mantener una homeostasisidnal equilibrada a nivel del
epitelio intestinal. La presencia de alteraciones adguna de ellas, conlleva una
desregulacion de las interacciones normales ydetafion de alguna de estas funciones
celulares, incluyendo el incremento descontroladdas células tumorales, asociado a
alteraciones en la diferenciacion celular y tisylda creacion de un microambiente (ej.
respuesta inmune) que promueve, no solo el maniemtiony expansion del tumor, sino

también su capacidad de invasién local y de disarséna distanct’.
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2.5. IMPLICACIONES CLINICAS DE LAS

ALTERACIONES GENETICAS DEL CCR.

2.5.1.Implicaciones de las vias de progresion para la deteccion

y prevencion del CCR.

La colonoscopia de cribado es mas eficaz paraelepcion de la CCR izquierdo
gue derecho, y se cree que esta diferencia se algledominio de la progresion del
adenoma-carcinoma por la via convencional en @nczquierdo, comparada con la via
de progresién del adenoma-carcinoma serrado eroleh aerecho. El fracaso de la
deteccidon y prevencion del cancer de colon dergumrece estar relacionado con las
dificultades que existen en la identificacion ermdpica de las lesiones serradas asi como
por sus caracteristicas moleculdtésLos pdlipos serrados son mas dificiles de extirpa
completamente, y también tiene un mayor riesgo rgresion por la adquisicion de

alteraciones en la reparacion del ADN e inestadmlide microsatélites.

2.5.2.Marcadores prondsticos genéticos.

2.5.2.1. Estudio de proteinas reparadoras del ADN (MMR)

De las alteraciones moleculares estudiadas, lahqusurgido como marcador
pronéstico de mayor utilidad es la presencia de Wil pérdida de funcién de MMR, ya
gue se puede determinar de manera sencilla y cbajarcoste, mediante técnicas de IHQ.
Multiples estudios han puesto de manifiesto dqaeleficiencia de MMR es un marcador
predictivo de un buen pronéstico, independientemelet otras variablé¥, y esto puede
ser debido a que los tumores con MSI presentan miagpuesta linfocitaria peritumoral.
Esto tiene relevancia para la enfermedad en esthdi@ que se ha visto que la
quimioterapia adyuvante basada en 5-FU no es edeetn estos pacienté$ Dado el
pronéstico favorable y la falta de beneficio dgu@mioterapia adyuvante basada en 5-FU,
muchos autores sugieren que los pacientes conrcaokerectal en estadio Il con un
fenotipo MSI-H no deben ser tratados con quimigieraadyuvant€® Las guias de

manejo clinico actuales incluyen la incorporaciéhestado MMR junto con otros factores
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clinicos y patoldgicos para identificar subgrupespdcientes que no obtendran beneficios

potenciales de la quimioterapia adyuvéhte

2.5.2.2. Alteraciones genéticas con implicacion prondstica

A pesar de los grandes progresos que se han obtenith identificacién de las
alteraciones genéticas involucradas en el desardgl CCR, las alteraciones genéticas
generadoras de fenotipos celulares mas agresivdasertapas mas avanzadas de la
enfermedad, son mucho mas desconocidas. Conag fiwvanzar en el conocimiento de las
alteraciones genéticas involucradas la progresla@&nfermedad se han llevado a cabo
diferentes estudios genéticos, utilizando una gdarersidad de técnicas, desde la
citogenética convencional (CC) hasta las técnieaseduenciacion masiva o arrays de alta
densidad, en las que se han analizado de formdt&imaa los tumores primarios y las
metéastasis del mismo paciefife!>#15417-28Est0s resultados han mostrado la existencia
de cariotipos complejos presentes ya en los tumpresarios, asociados a fenotipos
celulares mas agresivos, donde al menos se detadtaraciones en 7 regiones
cromosémicas ya sean numeéricas o estructuraleméadale la presencia de mas de un
clon tumoral en la mayoria de los tumores metastasinalizadgs*#>#%#7 28 dema4s,
estos estudios han permitido identificar tantoaldsraciones presentes en el clon tumoral
que comparten el tumor primario con las metasté®paticas, como las nuevas
alteraciones (adquiridas) en las muestras meteatagrobablemente como consecuencia
a la adaptacion al nuevo microambiente tumoral lgueélula neoplasica coloniza el
hlfgad619,220,22:ll.

Mediante el andlisis del numero de copias cromosasnijFigura 13) con técnicas
de hibridaciénin situ fluorescente sobre nucleos interfasicddS§H) se han observado
deleciones de los brazos cromosdmicos 17p y 18gpa® ganancias del cromosoma 7 o
de las regiones cromosomicas 8q, 13q y 20q; tolis ateraciones presentes de forma
sistematica (80% de los casos) tanto en tumoresapgns como en las correspondientes
muestras metastasiéas Mientras que la ganancia de 1q y pérdidas derdgiones
cromos6émicas 1p, 9p, 11q, FfYse detectan de forma preferente en las muestras
metastasicas. Estos hallazgos se han confirmadeamedécnicas de alta densidad, asi,
con arrays de polimorfismos de nucledtido unico RSN han sido identificadas

alteraciones cromosémicas adquiridas en las meigistep presentes en tumores primarios
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(deleciones del cromosoma 4 y de 10q, asi como g@saan 5p y €%

). Cabe senalar
gue en todas estas regioreeemosomicasse ubicangenes involucrados en procesos
proteodlisis MMP2), adhesior(CEACAMY) angiogénesisANGPT2) diseminacior(ID1 y
BCL2L1)y crecimiento celula(ERBB2)asi comootros genes asociado la adaptacion

223 En esta misma linease han estuddo las

celular al microambiente hepat
alteraciones gendmicas en las diferentes formasastésicas; asi, en las metast
ganglionarese han encontra con mayor frecuencia pérdidas de los cromosomq y
21qg en comparaciéon con los tumores primarios, masmju en lasmetastasis fpaticas,
se observdun numero aun mayor de alteraciones, caracterizpdasleleciones en Ic
brazos cromosomicos 2q, 5q, 8p, 9p, 10qg, 11p y Ylganancias de las regior
cromosomicas 1q, 11q, 12qter, 17-21, 19 y 22q en comparacion con sus tum
primarios. Estodallazgos sugiert que la diseminacion tumoral linfatica y hematdg

representa vias independientes en el proceso dsidémvtumors

Figura 13 Representacion esquematica de un cariotipo de unrhor metastasico sincronicc
de un CCR indicando las alteraciones cromosdmicaséas frecuentes (rojo, pérdidas y azu
gananciag (adaptado de ‘ayagués et af?).
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Dentro de las primeras investigaciones relacionadasla identificacion de las
alteraciones genéticas involucradas en el procestastasico del CCR se encuentra el
estudio del estado mutacional del gdRASen muestras pareadas de tumor primario y
metastasis, no solo por la importancia que tieneeleabordaje terapéutico de estos
pacientes sino también por la implicacion en elceso de carcinogénesis. Diferentes
estudios evidenciaron la gran concordancia entestedo mutacional d€éRASentre los
tumores primarios y las metastasis pareadas coantlo la presencia de esta alteracion
genética como uno de los eventos primarios quendadenan la enfermeddd®*’
También se han realizado estudios comparativog €0@R primarios y sus metastasis
sincronicas, evaluando la correlacion existente ebnestado mutacional de genes
seleccionados tanto por su importancia a niveldgiob del tumor como del abordaje
clinico de los paciente&KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CATP53 concluyendo que existe
una gran concordancia entre las mutaciones dedossiRASYy PIK3CA entre el tumor
primario y la metastasis, mientras que las mutasateTP53son mas frecuentes en las
muestras metastasiéds En contraposicion a estos resultados, diversdsresi han
encontrado discrepancias en el estado mutacionedtde genes entre tumores primarios y
sus correspondientes metastasis, observandose rama apncordancia del estado
mutacional del geiKRASentre tumores primarios y sus metastasis y not&s genes
analizadosNRAS BRAFy PIK3CA)?**°. Estas discrepancias no solo se han detectad® entr
los tumores primarios y las metastasis hepatioas,gqeie también se han visto en muestras
de ganglios regionales metastasftos

Con las nuevas técnicas de secuenciacidon masiva serroborado en muestras
pareadas tumor primario y metastasis la elevadeotdancia del estado mutacional de la
mayoria de los genes analizados, detectando réssltliscordantes en las mutaciones en
los genesTP53, SMAD4y PTEN,lo que subraya la importancia tanto de estos ggmes
las vias de sefializacién que controlan en el poocetastasicg’??®

A nivel gendmico también se han descrito las atterees detectadas en los
niveles de expresién de los genes involucradosrecepos de angiogénesis, adhesion y
migracion celular, empleando microarrays de altasuiad. Por ejemplo, se ha observado
una relacién directa entre los elevados nivelesGieA y genes involucrados en los
procesos de adhesién, o angiogénesis, con fenotipesastasicos (Tabla ).
Recientemente, otros estudios han puesto de nenoifiénomalias en los niveles de

expresion génica mediante arrays de alta densidaeimitiendo identificar no solo
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diferencias en la expresion entre el tejido intedtnormal y los tumores primarios, sino
también diferencias en los niveles de expresioncgé&ntre las metastasis hepaticas y sus
correspondientes tumores primarios, emergiendodale sefalizacion TF@-como una

de las vias candidatas a desempefiar un papel anforn el proceso metastasico de la

enfermedatf’

Tabla 6 Genes con alteraciones en sus niveles de expresiaplicados en el proceso
metastasico (adaptado de Katayama et af?)

EXPRESION GEN ALTERADO CARACTERISTICAS DEL GEN PROCESO AFECTADO
A MMP-7 Matriz metaloproteasa. Matrilisina
A MMP-2,-9 Matriz metaloproteasa. Gelatinasa
v MMP-1, -8, -13 Matriz metaloproteasa. Colagenasa Protedlisis
4 TIMP-1 Inhibidor MMP
A Activacién del sistema plasmin-
UPAR plasmin6égeno
4 ICAM-1 Superfamilia de las inmunoglobulinas
A
VCAM-1 Superfamilia de las inmunoglobulinas
E-CADHERIN Cadherina Adhesion celular
v CD44 Receptor acido hialurénico
4 CEA Molécula adhesion. Glicoproteina
4 VEGF Factor de crecimiento o
. Angiogénesis
A PD-ECGF Factor de crecimiento
A TRIAL-R Recepto de membrana Supervivencia
4 CXCR4 Receptor de membrana para citosina Migracion

¥ infra-expresion, 4: sobre-expresion

2.5.3.Implicaciones clinicas de la heterogeneidad genética a

del CCR a nivel intra-tumoral

Hoy se conoce que el CCR es una enfermedad congrdim que se incluye un
grupo amplio de tumores, muy heterogéneo desdangbple vista biolégico y clinico, e
incluso con una variabilidad en la tanto en la supencia como en la respuesta a los
distintos tratamientos administrados, incluso em@isos que comparten caracteristicas

histopatoldgicas similaré$?*? Los anélisis genéticos han mostrado ademas cuie lo
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tumores de distintos pacientes presentan tambiéiiepegenomicos diferentes y con
combinaciones de alteraciones genéticas muy vadgahle podrian en gran medida, ser las
responsables de explicar la heterogeneidad cliimoégica observada'?*>%*® En este
contexto, hay que tener en cuenta ademas la esigtéa heterogeneidad celular dentro de
un mismo tumor, donde con mucha frecuencia coexiditerentes clones de células

tumoraleg®?*’..

Los trabajos iniciales a este respecto estabagidbs a la caracterizacion de
clones portadores de distintas alteraciones cromiass, identificados mediante CC. Asi,
en los primeros trabajos realizados, al analizotes epiteliales malignas mediante CC,
se evidencid la coexistencia de distintos subclaleesélulas tumorales, siendo cada uno
de ellos portador de diferentes alteraciones croma=$>® Esta heterogeneidad genética
frecuentemente se traduce en heterogeneidad mgidaldo cual obliga a que los estudios
en los que se basa el diagnostico y clasificacitatopatologica del tumor tengan
obligatoriamente que realizarse sobre diferentesi@@es del tumor para poder asi
establecer de forma mas precisa el grado histaogias prevalente dentro del

mismd=>223’

Posteriormente, el estudio de la heterogeneidacttigandel CCR a nivel
intratumoral, se centré en el andlisis y comparadi@ los perfiles citogenéticddy
moleculares en distintas regiones del tumor. Coosesstudios se concluye que en cada
CCR existen: i) alteraciones cromosomicas primartaso aquellas alteraciones presentes
en todas de las células neoplasicas de un mismortymque posiblemente estan
relacionadas con los eventos iniciadores de laimmagénesis y ii) aquellas alteraciones
genéticas que se detectan en una proporcion d@élldas neoplasicas del tumor que serian
fruto de la inestabilidad cromosomica en las célalemorales a nivel local, y base de la
generacion de heterogeneidad genética a nivetumiaral. También se han investigado
las posibles diferencias entre distintas zonashd®iesmo tumor analizando la variabilidad
genética y gendmica existente entre las célula@& localizadas en la zona periférica
del tumor y aquellas ubicadas en la zona centiainisano, a nivel de célula individual,
constatandose que los CCR presentan una gran ¢eteidad a nivel intratumoral con
distintos perfiles de expresion en las diferenéggones analizad&s. Asi se ha observado
gue, mientras que en las regiones periféricasdlatas expresaban genes relacionados con

la division, la adherencia y la migracion celulamo parte de la adaptacion del tumor al
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microambiente tumoral, las células de la zona ekl tumor expresaban un perfil de

genes implicados en la regulacion de la prolifénacielular.

Los estudios mas recientes en los que se analizatémogeneidad genética del
CCR a nivel intratumoral, se han centrado en establla posible relaciéon clonal existente
entre las distintas lesiones neoplasicas presentes tejido tumoral de cada paciente. En
este sentido, diferentes estudios han sugerido dpterminados perfiles genéticos
compartidos por los clones de células tumoraleseptes en el tumor primario de
pacientes con CCR y en sus correspondientes netastacilitaria el desarrollo de un
fenotipo invasivo y un comportamiento clinico mageaivd’®**t Nuestro grupo de
investigacion, empleando técnicas de FISH, ha poeéstablecer la existencia de una
relacion directa entre la presencia de clones talesrcon cariotipos complejos en el
tumor primario y la existencia de metéstasis hepatisincronicas. En este estudio, se
constata la presencia de clones de células tunsorale perfiles genéticos superponibles a
los del propio tumor primario, asociadas a la ajp@mi de nuevas alteraciones genéticas
caracteristicas de fenotipos mas agresivos de CGRleg/ la adaptacion de las células

tumorales al nuevo microambiente tisular del higad6?

Ademas, la heterogeneidad intratumoral tambiéretigrplicaciones en lo que se
refiere a la respuesta al tratamiento como veremmwsla siguiente secciof. La
coexistencia en un mismo tumor de células sensiple8ulas resistentes al tratamiento
esta asociado con la existencia de diferentes €ldaecélulas tumorales portadores cada
una de ellos de determinadas alteraciones gendjioades hacen invulnerables a los
tratamientos administrados, una de las principedesas de resistencia al tratamiento y de
progresion de la enfermedad. Por todo ello, sinadad estudio de la heterogeneidad
genética del CCR a nivel intra-tumoral, constituy® de los pilares fundamentales sobre

los que asienta la terapia personalizada del fytara esta enfermeddd
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2.6. FACTORES MOLECULARES PREDICTIVOS DE

RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Los factores que predicen la respuesta al tratamgeden ser de dos tipos. En
primer lugar, marcadores que predicen la respumstada en factores del huésped que
determinan la biodisponibilidad y la actividad dayjente terapéutico administrado
(farmacogendmica) y en segundo lugar, marcadorsadba en las caracteristicas del

propio tumor (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de marcadores moleculares predictis de respuesta a tratamiento en
pacientes con CCR (adaptado de Od%®

Objetivo clinico Marcador molecular

Beneficio de la quimioterapia en enfermedad est:

. Estabilidad de microsatélites
Il de alto riesgo.

Respuesta a fluorouracilo Estabilidad de microsatélites

Alta expresion de timidilato sintetasa

Respuesta a irinotecan Alta inestabilidad de microsatélites

Amplificacién de EGFR
KRAS nativo

Expresion de Amphiregulin
Expresion de Epiregulin

Respuesta a Cetuximab

Respuesta a quimio y radioterapia preoperatoria TP53nativo

2.6.1.Respuesta a fluorouracilo

El fluorouracilo ha sido el pilar de la quimiotei@®CCR por mas de 3 décadas y
ha sido objeto de numerosos estudios para ideatiiiomarcadores de quimiosensibilidad
y resistencia. De estos, el marcador mas validadel @€stado mutacional de los genes
reparadores del ADN (MMR), estudiado mediante taside secuenciacién o por IHQ
Se ha encontrado que el estado mutacional de MN#Rassciado con la respuesta a 5-FU
en terapia adyuvarft®. En combinacién con el buen prondstico asociadp ko
deficiencia de MMR, el uso del estado MMR para idear a los pacientes que
probablemente no se beneficiaran de la quimiotarsgiesta convirtiendo en estandar para

el tratamiento de la fase Il y Ill del CER
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2.6.2.Respuesta a irinotecan

El estado mutacional de MMR se ha asociado coresauesta al irinotecan,
habiéndose descrifguela alteracion en el sistema MMR predice la respuakirinotecan
cuando se afade a 5-FU, en un ensayo controlagaaiientes con enfermedad en estadio
111%**. Una hipétesis para este mecanismo esta relaciooan la sensibilidad de células
con alteracion en MMR a las roturas de ADN, coodasecuente induccion de la apotosis,

provocado por irinotecan.

2.6.3.0tras alteraciones predictivas de respuesta a la
quimioterapia

Se ha centrado mucha atencion en alteraciones apolatosis y en cOmo estas
pueden afectar a la respuesta del paciente a maiaarapia. Entre todos los potenciales
marcadores predictivos, el gaiP53 ha sido uno de los mas ampliamente estudiados,
habiéndose detectado alteracionesT&®3 hasta en el 60% de los adenocarcinomas de
colon y rect6*®. En condiciones normales, la proteina codificantagste gen, es un factor
de transcripcién que desarrolla un papel muy ingmbet en la regulacion del ciclo celular
y en la muerte celular programada o apoptosis.rBogeestudios han demostrado que las
mutaciones d& P53 pueden estar asociadas con resistencia a unala@rae agentes
quimioterapéuticos; sin embargo, lamentablemerits e&tos ain no han sido validados y

no hay acuerdo sobre la utilidad clinica de esteat®f*’.

2.6.4.Factores predictivos de respuesta a inhibidores de EGFR

2.6.4.1. MUTACIONES EN RAS
Como hemos visto en secciones anteriores, las o enRASpredicen una
falta de eficacia para los agentes que se dirijeacaptor EGFR. En consecuencia, los
tumores corKRASYy NRASmutados no responden al tratamiento anti-EGFR.elbsayos
iniciales que se realizaron en CCR con Cetuximalio@@erpo monoclonal que inhibe al

receptor de EGFR) requerian la demostracion mezdidi®® de la expresion de EGFR en
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tejidos tumorales para determinar qué pacientediganabeneficiarse de este tratamiento.
Sin embargo, se observo que no habia relacion ehgredo de respuesta al tratamiento y
los niveles de expresion de EGFRY que algunos pacientes respondian bien incloso e
ausencia de expresion de EGfRIo que sugirié que este anticuerpo podia terestef
sobre niveles indetectables de expresion de EGE®bie otras proteinas de sefalizacion.
La activacion de la cascada de sefalizacion de E€3Riha via bien descrita que conduce
a la tumorgénesis del colon. Las mutaciones enrgsgenefRASy BRAFconducen a la
activacion constitutiva de EGFR, incluso cuande ésta bloqueado (Figura 14).

Aproximadamente el 40% de CCR muestran mutacioctdgeoras en el codon
12, 13 0 61 en el oncog&RAS y se ha demostrado que la presencia de esta igrutac
esta altamente asociada con la resistencia a lisuampos anti-EGFR, Cetuximab y
Panitumumab®?**?°2 De la misma forma, las mutaciones a nivel de JBAS también

influyen en la respuesta a la terapia anti-EGER

La dltima guia actualizada sobre biomarcadores entdees para la evaluaciéon
del CCR de la American Society for Clinical Patlgglod ASCP), College of American
Pathologists (CAP), Association for Molecular Péblgy (AMP), y la American Society
of Clinical Oncology (ASCO) recomienda el estudal dstado mutacional de los genes
KRASy NRAS analizando los codones 12 y 13 del ex6n 2, caléfey 61 del exén 3y
codones 117 y 146 del exdn 4, en aquellos pacietites CCR metastasico que se
consideren candidatos para la terapia con anti-EGER Por lo tanto, la presencia de
una mutacién tanto eiKRAS como en NRAS contraindica el uso de anticuerpos
monoclonales frente EGER*>"?°%2% También es importante tener en cuenta el tipo de
mutacion presente en el tumor ya que varios esudgimieren que los tumores con
mutaciones G13D pueden responder a cetuxital] mientras que los ultimos estudios
indican que las mutaciones en G12D se asocianpaamdstico adverso, aunque su valor

como factor pronéstico en la enfermedad avanzadargsovertido.

2.6.4.2. MUTACIONES EN BRAF
BRAF codifica uno de los principales efectoreskiRASy se encuentra mutado
entre el 5-10% de pacientes con CCR. De maneragma la activacion d€RAS las

mutaciones d8RAFtambién podrian dar como resultado la sefializamdstitutiva de la
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via posterior a EGFR vy, por lo tanto, predecirdsistencia a Cetuximab. Sin embargo, el
estudio de las mutaciones &RAF tiene utilidad limitada como factor prondstico y
predictivo ya que en la actualidad aun no hay éssuslficientes para recomendar el uso
del estado mutacional ®RAF como biomarcador molecular predictivo de la resfaua
inhibidores de EGFR”. Existen resultados contradictorios en cuantoeaieficio de la
terapia anti-EGFR en pacientes con CCRR&snativo pero coBRAFmutado, mientras
gue los primeros trabajos proporcionaron algundesdia de que las mutacionBRAF
confieren resistencia al cetuxinfab®®’ en estudios mas recientes no se ha encontraron
esta asociaciéf®?** En la actualidad, el estado de la muta®&AF no se debe utilizar
para guiar la terapia con cetuxifi&lF®®, aunque el beneficio con terapias anti-EGFR
parece ser muy dudoso. No obstante, la 8° edi@da dlasificacion TNM considera que
las mutaciones dBRAF tienen significado tanto prondstico (evidencianikel 1) como
predictivo (evidencia de nivel £*** La guia de la European Society of Medical
Oncology (ESMO) recomienda el estudio mutacional BRAF para la evaluacion
pronosticd’. En este sentido, se esta explorando el posilgel pie farmacos inhibidores
de BRAF. A diferencia de lo que sucede en los nostes, los anti-BRAF solos no son
eficaces en CCR. Existen datos preclinicos quesgeigique la sobreexpresion de EGFR
pudiese actuar como mecanismo de escape a loBRA# en CCR. Existen datos
preclinicos y clinicos iniciales prometedores cas tombinaciones de Anti-BRAF +
Anti.EGFR®?®" Estd pendiente de estudiar la posible utilidad deo de

inmunomoduladores en CCR con BRAF mutado cuandsaean a MSI.

2.6.4.3. MUTACIONES EN PIK3CA Y PTEN

Estudios retrospectivos y no randomizados sugiepen otros biomarcadores
podrian ser predictores de una menor eficacia eétega de anticuerpos monoclonales
anti-EGFR, tales como la presencia de mutacionesl exén 20 de PIK3CA, o niveles
bajos o pérdida de expresion de PTEN (Figura 1#). eétnbargo, ninguno de estos
biomarcadores ha sido adecuadamente validado @tie@sprospectivos y a dia de hoy no
son de utilidad clinica, aunque su papel debeniaaslarado en el futuro con el fin de
seleccionar mejor a los pacientes que se van ditianelel tratamiento con anti-EGFR.
PIK3CA se encuentra mutado aproximadamente en un 15%Cée Se ha demostrado

gue la mutaciorPIK3CA y la posterior activacion de la via AKT desempeiianpapel
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importante en la carcinogénesis colorrectal. Lasamones en PIK3CA se han asociado
con mutaciones en KRA%S y 2%, Algunos estudios han encontrado que las mutasidee
PIK3CA se asocian con resistencia al tratamiente EBFR'’®, mientras que en otros
ensayos clinicos no se han encontrado diferefitiaas mutaciones en los exones 1, 9, y
20 suponen mas del 95% de las mutaciones conabédlgenla evidencia actual sugiere
qgue solo las mutaciones del exdon 20 estan asoc@mata resistencia a la terapia anti-
EGFR en pacientes cdéRASno mutadd’? Las mutaciones del exdn 9 B#K3CA se
asocian con mutaciones ERASY no tienen un efecto independiente sobre la @acdel
cetuximaB’®. Se necesitan mas estudios para establecer lagories pronosticas y
predictivas de las mutaciones del exon-9 y del €®rde PIK3CA Ademas, se ha
sugerido por algunos estudios retrospectf?g$* que las mutaciones éHK3CA podrian

predecir en CCR eficacia del tratamiento con 4aichdil salicilico, aunque en otros

IHQ) se consideran biomarcadores emergentes ytaaesomendado su estudio

de manera rutinaria, aunque pueden emplearse apasnelinico?’.
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Figura 14. Representacion esquematica de anticuerpomonoclonales y de las vias de
sefializacion intracelular mediada por el receptor dl factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). Posibles mecanismos de resistencia a la tpia dirigida a EGFR. (Adaptado de
Han et al.2™).
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2.7. TECNICAS DE ANALISIS GENOMICO

A pesar de que cada vez se comprende mejor lagrasig molecular del CCR y
que las técnicas de biologia molecular son massdotes en la practica rutinaria, la IHQ
es considerada la técnica “gold standard”; aderhasiraero de anticuerpos disponibles
para el patélogo cada vez es mayor. Las técnic#id@en el CCR se pueden utilizar para
la caracterizacion fenotipica del tumor (tipo dmteo neuroendocrino, estudio y
caracterizacion de metastasis, etc.). El uso nexsiénte de la IHQ esta aplicada en el
estudio de una enfermedad metastasica en la gi@€Rles un posible tumor primario. Los
organos donde metastatiza el CCR con mayor fre@eaon el higado y los pulmones;
ambos 6rganos pueden producir tumores con mor#lsigiilar al CCR o ser asiento de
metastasis de otros 6rganos, y en estos casoQla@sHundamental para la tipificacion del
tumor. En algunos casos, la IHQ también puede pcapwar informacion valiosa para el
pronéstico, ya sea de forma independiente o commairtador sustituto para una ruta
especifica de carcinogénesis, como la inestabiltadnicrosatélites mediante el estudio
de las proteinas MMR. En este sentido, se hanrrddado varios marcadores
inmunohistoquimicos y moleculares con fines pranosty terapéuticos . Actualmente,
los marcadores con utilidad clinica que puedendestse a través de las técnicas IHQ
incluyen la caracterizacién de p27, p53, timidilsittasa’® y EGFR’".Se ha sugerido que
la ausencia de expresion de p27 es factor de maabgtico, particularmente en el estadio
Il del CCR, pudiendo ayudar a seleccionar pacieqgtes se beneficiaran de la terapia
adyuvante. La expresion nuclear de p53 tambiérs@eiaacon una SG mas corta y podria
ser util como factor predictor independiente erigraes en los que el CCR es metastasico
a los ganglios linfaticos regionaldsa sobreexpresion de la timidilato sintasa tamlsién
ha asociado con un mal prondstico y resistencaacmiimioterapia con 5-flourouracilo. En
la misma linea, varios autores han puesto de neatofigue la expresion de EGFR también
es un indicador de mayor probabilidad de metasyadisminucion de la supervivencia, e
incluso varios estudios han sefialado que la inmeactividad también se asocia con la
respuesta clinica a la terapia con cetuxfffatsin embargo, esta Ultima asociacién no
siempres ha podido ser validada. La pérdida deesir de SMAD4 (DPC4) también se
asocia con un pronéstico adverso en el €&RNo obstante, la inmunotincién con
SMAD4 no tiene utilidad diagnéstica porque tambim puede observar pérdida de

expresion en otros carcinomas, incluido el panéfédsa inestabilidad de microsatélites
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también se puede estudiar mediante técnicas dedi@e se evalla la expresion de las
proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PM&%28! | a mutacién o ausencia de expresion
(consecuencia de la metilacion del promotor) desegienes producen la ausencia de
expresion de una o mas de las proteinas (inmum@incegativa), mientras que la

positividad de la tincion se traduce que la expresie la proteina es normal y que no se
ha producido mutacién. En este sentido, la IHQ Bsmeétodo sensible (> 90%) y

extremadamente especifico (casi el 100%) para tdetatefectos en las proteinas
reparadoras del ADN.

La alta expresion de SATB2 evaluada por IHQ es arcador independiente de
buen prondstico en CCR y puede modular la serddilia la quimioterapia y la

radiacion®?

Por otra parte, la IHQ es una técnica importantea pa validacion de
biomarcadores ya que permite la visualizacion threle la expresion del biomarcador en
el tejido estudiado, ademas los estudios de IHQwazavalidados pueden introducirse

facilmente en la préctica clinica.

Los estudios genéticos y gendmicos en CCR han peéama caracterizacion de
ciertas alteraciones genéticas claves en la génegsogresion de la enfermedad,
proporcionando ademas informacion de gran utiligeda conocer y descifrar la
heterogeneidad genética/molecular a nivel intrasnain de este tipo de cancer. Los
primeros trabajos destinados a la caracterizacédetgca del CCR emplearon técnicas de
CC, basadas en el estudio del cariotipo de lasasélumorales®?®® Estos estudios
arrojaron luz de las principales alteraciones crimtcas caracteristicas de la patologia,
permitiendo asi, identificar las alteraciones respbles de la enfermedad (alteraciones
primarias) y las anomalias responsables de la gsagr de la misma (alteraciones
secundarias) y con ello poder establecer patroaevaolucion clonal a nivel intra- e inter-
tumoraf®*?*3 Estos métodos, aunque permiten la obtencién devisidn global de las
alteraciones citogenéticas presentes en la calatartl, presentan una baja sensibilidad
debido a la necesidad de obtener metafases, laseua acentuada debido a la baja tasa

proliferativa de los tejidos tumoralds vitro™*

y la posibilidad de que ocurra una
seleccion clonal en cultivo. Otra de las limita@srde la CC radica en el hecho de que
solamente permite el analisis de las células tule®igue se encuentran en matafase, las

cuales constituyen < 1% de la celularidad globaltw®or. Las técnicas d&ISH se han
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convertido en una de las técnicas mas empleadaslgpa@aracterizacion genética de los
procesos tumorales, permitiendo realizar los estudin necesidad de realizar cultivos
celularesn vitro para la obtencién de metafases. Gracias al uddetentes fluorocromos
la iIFISH permite la deteccion simultanea de variagadtenes genéticas presentes en la
célula tumoral de forma individual. L&ISH aunque no permite obtener una informacion
global del genoma es aplicable tanto en metafas®® @n nucleos interfasicos de forma
rapida sensible y objeti?®2%°?®7 Una variante mas reciente déf&SH es la hibridacién
gendmica comparada (CGH). Se fundamenta en ladhitiin competitiva de 2 moléculas
de ADN, el control o referencia y el tumoral, ambwarcados con diferentes fluorocromos
y dependiendo de la prevalencia de alguno de lssfldorocromos, se interpretaran los
resultados. Su principal ventaja radica en queegoiere células en division, nos aporta
informacion de ganancias y pérdidas cromosomicasdieel genoma. Por el contrario, no
detecta reordenamientos, inversiones y otras alteras de tipo equilibrado. Su principal
limitacion esta relacionada con la sensibilidadied&cnica ya que requiere una infiltracion
tumoral >40%%2%92% posteriormente surgen los microarrays de SNPs, aumbina
CGH y genotipado de SNPs sobre la misma platafoperanitiendo el analisis simultaneo
del nimero de copias de ADN y del genotipo congnaa resolucion. Esta aproximacion
permite detectar regiones cromosomicas que suf@d. INo obstante, también presentan
ciertas inconvenientes ya que requiere de un equ@mdo costoso, de personal
experimentado para su interpretacion, no permietificar traslocaciones y requiere al
menos la presencia de un 30% de células tum6iafés®®® La Tabla 8recoge las

principales ventajas y limitaciones de las difegsriecnicas de analisis genético descritas.

81



Tabla 8. Ventajas y limitaciones de las técnicas dmalisis genético.

TECNICA VENTAJAS LIMITACIONES

Requiere de metafases (cultivos in vitro)
Informacion global del genoma Informacién restringida a células en metafase
Detecta alteraciones numéricas y estructuralBesolucion limitada

Técnica laboriosa

CcC

Deteccién simultanea de varias alteraciones
iFISH genéticas
Deteccién de traslocaciones e inversiones

No aporta informacion global del genoma
Resolucion limitada

Sensibilidad limitada (>40% de células

Informacion global del genoma tumorales)
aCGH Deteccién de ganancias y pérdidas No detecta reordenamientos equilibrados
cromosOmicas Equipamiento complejo y de elevado coste
Elevada resolucion (<1Mb) Analisis e interpretacion de los resultados
complejo

Sensibilidad limitada (>20% de células
tumorales)

No detecta reordenaminetos equilibrados
Equipamiento complejo y de elevado coste
Andlisis e interpretacion de los resultados

Informacion global del genoma

Deteccién de ganancias y pérdidas
SNPs cromosémicas

Deteccion LOH

Elevada resolucion (<2.5Kb)

complejo
Elevada sensibilidad Coste elevado
NGS Posibilidad de andlisis simultdneo de multipl&quipamiento complejo y de elevado coste

genes y de secuenciacion completa del gendndlisis bioinformatico complejo

CC: Citogenética convencional; iFISH: hibridacion iitu sfluorescente en interfase; CGH: hibridacion @eita

comparada; SNP: polimorfismos de nucle6tido UnM@S: secuenciacion masiva de nueva generacion.

Los avances tecnoldgicos ocurridos en las ultimesadis en el campo de la
secuenciacion del ADN han dado como fruto las t&mide secuenciacion masiva de
nueva generacion (NGS), las cuales permiten reakeguenciaciones del genoma
completo, el exoma completo y secuenciacion diaigientrandose en una seleccion de
genes involucrados en la carcinogénesis, prograsitatamiento del CCR™. Diferentes
investigaciones se han centrado en el analisis antliesta tecnologia de los genes
involucrados en la respuesta al tratamiento antHEGKRAS, NRAS, BRAF vy
PIK3CA**???" y también se han desarrollado paneles de mas dge que pueden

diagnosticar y estratificar desde el punto de \pstaéstico a los pacientes con CER
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IIl. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la actualidad se conoce que el cancer color¢Ci@R) esporadico es una
neoplasia histoldgica genéticamente heterogéneahstante, la informacion disponible
acerca de los patrones genéticos de evolucion Icioda los mecanismos moleculares
implicados en la enfermedad (ya sea en su desaryopfrogresion biolégica o en su
transformacion maligna) y su comportamiento cliniceigue siendo limitado,
especialmente en lo que se refiere a la identificacle biomarcadores con utilidad
prondéstica y de posibles dianas terapéuticas. &fjaiere especial relevancia en el CCR
dado que este constituye un tumor cuya presentatidiagndstico tipicamente ocurre ya
en estadios avanzados de la enfermedad. De heabta tin 30% de los pacientes se
presentan de inicio como tumores metastasicosd{eddd) y del resto, principalmente los
diagnosticados en estadios Il o lll, entre el 2@50an a progresar a estadios mas
avanzados y posteriormente a metastasis. En este@dlsela SG a 5 afios es de
aproximadamente el 50%, llegando a ser del 10%osrnpécientes con enfermedad a
distancia. Todo ello condiciona que el CCR contiotiestituyendo una neoplasia maligna,

con una elevadisima tasa de mortalidad a los 5 afos

Un nuamero creciente de estudios indica que el coamiento clinico y
biolégico de una neoplasia depende en gran medaldasl alteraciones genéticas
subyacentes y de las interacciones entre las séuhaorales y el microambiente que las
rodea, traducidas a su vez en distintos perfilegtyms, que para el CCR, siguen sin
conocerse en profundidad, especialmente en lo queefiere a las distintas vias de
evolucion clonal existentes a nivel intra-tumorsb@adas a tratamiento. En este sentido,
para el empleo de los nuevos tratamientos basadekwso de anticuerpos monoclonales

frente al gerEGFR es imprescindible el conocimiento del estado siateal de los genes
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KRAS NRAS PIK3CA BRAFy TP53debido a su valor predictivo negativo de respuesta
Solo un porcentaje de estos pacientes se benefid@an esta terapia debido
fundamentalmente a la presencia de mutacione&RAS que se encuentran en la
literatura en alrededor de un 40%, dependiendaasleséries analizadas. Ademas, en el
momento de iniciar este estudio se desconociapadta prondstico del estado mutacional

de estos genes.

Actualmente, las mutaciones de estos genes seaevadibre el ADN extraido del
tejido tumoral correspondiente al tumor primaribien a metastasis (reseccion tumoral o
biopsias) embebido en parafina y fijado con fornealisin tener en cuenta la
heterogeneidad genética entre las diferentes nagestmorales presentes en cada uno de
los pacientes (tumor primario, ganglios y metastasipaticas). Las mutaciones en estos
genes pueden aparecer de novo, como resistertcaaahiento del tumor primario o bien
estar presentes en un pequefio clon, no detectabé ®imor inicial. Estos hallazgos
podrian explicar las altas tasas de recaida y uosores refractarios tratados con

anticuerpos monoclonales.

Existen diferentes metodologias para el abordajeesdes estudios si bien la
secuenciacion masiva mediante el empleo de padeigglos se postula como la técnica
de eleccion en nuestros dias dada su alta sedaihilespecificidad y el descenso de los
costes. Ademas, la utilizacion de técnicas que pemnel analisis de las alteraciones
cromosomicas a nivel de células individuales, enlmpacion con técnicas moleculares de
analisis global del genoma y su perfil de expresidos permitira profundizar en el
conocimiento de la heterogeneidad genética y deitkes de evolucidén clonal existentes,
tanto a nivel intratumoral en cada paciente, comuval inter-tumoral entre distintos
pacientes con CCR, proporcionando asi informaciawnecpara determinar el impacto de
las distintas alteraciones genéticas en el comp@tao bioldgico, histopatoldgico,

clinico y prondstico del CCR.
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Ante estos antecedentes, en el presente trabapordbnos hemos planteado
comoobjetivo general profundizar en el conocimiento de la heterogenegkatetica del
CCR, con especial énfasis en las vias de evoludaral presentes a nivel intra-tumoral
asociadas al estado mutacional de los genes irdpBoan la via de sefalizacion EGFR, y
su impacto en el comportamiento clinico y biolégam la enfermedad. Para ello hemos

delineado cuatrobjetivos especificos

1. Establecer la incidencia del estado mutacionalodegenesKRAS, NRAS,
BRAFy TP53mediante técnicas de secuenciacion masiva enanigaasnplia de pacientes
de Castilla y Ledn diagnosticados de CCR esporadico

2. ldentificar, estudiando las mutaciones mas fremseen CCR mediante de
arrays de baja densidad, la presencia de diferentedones de células neoplasicas a nivel
intra-tumoral y establecer las posibles relacioessutivas existentes entre ellos, con el
fin de identificar las vias de evolucion clonal gaetes en el CCR (tumor primario,

metastasis hepaticas y ganglios linfaticos metiasis)s

3. Determinar, mediante arrays de expresion (ARNmiARMNS) y técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ), los perfiles de expresitinlas proteinas méas frecuentemente
alteradas en CCR, tomando como modelo la compararifre tumores metastasicos vs.

Nno metastasticos.

4. Establecer la posible asociacion existente enrarlataciones detectadas en
KRAS NRAS BRAFy TP53Yy los perfiles de expresion con el comportamiesiinico,
biolégico y evolutivo del tumor, con especial éigasn la identificacion de aquellas

anomalias asociadas a una menor supervivencia.
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IV. MATERIALES, METODOS Y
RESULTADOS

En esta seccidn de la memoria se describen lo®rmiasi y los materiales y
meétodos empleados, asi como los resultados obtemeidaelacion con cada uno de los
objetivos planteados, mediante la inclusién de #&tculos cientificos originales
redactados y publicados como consecuencia deljdralealizado. Cada uno de los
articulos referidos esta precedido de un brevemresuen castellano que facilita una

revision rapida de la informacién contenida ennlesmos.
Los articulos incluidos en este apartado son:

1.Combined assessment of the TNM stage and BRAF oot

status at diagnosis in sporadic colorectal canatets.

José Maria Sayagués3pfia Del Carmert, Maria Del Mar Abad, Luis
Antonio Corchete, Oscar Bengoechea, Maria Fernaxtiiuaga, Maria Jesus
Baldeodn, Juan Jesus Cruz, José Antonio Alcazariavargoso, Marcos Gonzalez,
Jacinto Garcia4, Luis Mufioz-Bellvis, Alberto Orfao,and Maria Eugenia
Sarasquete.

*These authors have contributed equally to thiskvamd they should be
considered as first authors

Oncotarget, 8 de Mayo, 2018
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2. Spatio-temporal tumor heterogeneity in metast@RC tumors: a

mutational-based approach.

Sofia del Carmen José Maria Sayagués, Oscar Bengoechea, Maria
Fernanda Anduaga, José Antonio Alcazar, Ruth Gedasnto Garcia, Alberto
Orfao, Luis Mufioz Bellvis, Maria Eugenia Sarasquete Maria del Mar Abad.
Oncotarget, 28 de Septiembre, 2018.

3. Clinicopathological features and prognostic icgiions of EGFR
protein expression in sporadic colorectal tumorsrré€lation with copy number
status, mRNA levels and miRNAs regulation.

Sofia del Carmen Luis Antonio Corchete, Ruth Gervas, Alba
Rodriguez-Carrefio, Maria Garcia-Mufoz, José Ant@&laazar, Jacinto Garcia,
Oscar Bengoechea, Maria Eugenia Sarasquete, LuimoMBellvis, José Maria
Sayagués and Maria del Mar Abad.

Scientific Reports 2019; enviado
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1. Articulo 1: “Evaluacion combinada del estadio
TNM y el estado mutacional del gen BRAF en
pacientes con cancer colorrectal esporadico en el

momento del diagnostico”

OBJETIVOS: EIl impacto prondstico del estado mutacional del ¢g€RAS,asi
como de aquellos genes que participan en la viGREBRAF, NRAY TP53 en cancer
colorrectal (CCR) esporadico continua siendo coefitido, en particular con respecto a
su impacto en la supervivencia y el pronéstico alenfermedad. El objetivo de este
estudio fue explorar la frecuencia de estas mutasi@n el tumor primario, correlacionar
dicha frecuencia con las caracteristicas clinicastepatologicas del tumor y finalmente
determinar su potencial impacto en el prondsticdaerecurrencia temprana de pacientes
con CCR.

MATERIAL Y METODOS: Para llevar a cabo este estudio, disefiamos un pane
customizado de amplicones para la identificacidmuftnea de mutaciones en los genes
KRAS NRAS(exones 2, 3 y 4BRAF (ex6n 15) yTP53 (region codificante completa)
mediante técnicas de secuenciacion masiva en uia de 87 pacientes con CCR
esporadico y en una muestra de ADN control (Quativeé Multiplex DNA reference
standard, Horizon Discovery, Cambridge, UK) paravalidacién y determinacion de la
sensibilidad.

RESULTADOS: EI panel amplific6 con éxito los 53 ampliconesn cona
profundidad media de lecturas de 2400x en todamiasstras analizadas y de la muestra
de ADN control. El andlisis de la muestra contretrpitio detectar la variante KRAS
G12D presente en una frecuencia alélica del 6%rebtemy seis de los 87 casos (53%)
mostraron mutaciones en al menos uno de los gestesliados, siendo el gen mas
frecuentemente mutadiP53 (53%), seguido dKRAS(28%), BRAF (7%) y NRAS(1%).

Las mutaciones en el gdfRAS fueron detectadas con mayor frecuencia en tumores
localizados en el colon derecho (p=0.049), bieerdiiciados (p=0.035) y en ausencia de

invasion linfovascular (p=0.05). A su vez las midgaes del geBRAFse asociaron a una
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histologia pobre o moderadamente diferenciada Q23), presencia de carcinomatosis
peritoneal (p=0.006) e inestabilidad de microst®l{p=0.007). Las mutaciones ER53
fueron mas frecuentes en varones (p=0.05). Desdantd de vista prondstico, el estado
mutacional deBRAFy el estadio TNM en el momento de diagndsticododas Unicas
variables con valor pronostico independiente eandélisis multivariante, con un impacto
adverso sobre la supervivencia libre de enferm¢8a#) y la supervivencia global (SG).
De acuerdo con estas variables, los pacientessiciron en tres grupos pronosticos con
diferentes tasas de SLE (porcentaje libre de psignea los 2 afios del 91% frente al 77%
frente al 0%, respectivamente, p <0,0001). Estéatzgd fue validado en una serie
independiente de pacientes con CCR (n=553) de ke h@miblica de datos GEO
(GSE39582).

CONCLUSIONES: La secuenciacion masiva es una herramienta @éngible
para la deteccion de las distintas variantes preséam muestra tumoral en el momento del
diagnoéstico en pacientes con CCR. La evaluaciénbowada del estadio TNM vy las
mutaciones dBRAF en el momento del diagndstico proporciona infordrag@rondstica

independiente para la deteccion de grupo de pasi@oin recurrencia temprana.
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ABSTRACT

The prognostic impact of KRAS mutations and other KRAS-related and non-
related genes such as BRAF, NRAS and TP53, on sporadic colorectal cancer (sCRC)
remain controversial and/or have not been fully established. Here we investigated
the frequency of such mutations in primary sCRC tumors and their impact on patient
progression-free survival (PFS) and overall survival (0S). Primary tumor tissues from
87 sCRC patients were analysed using a custom-built next generation sequencing
(NGS) panel to assess the hotspot mutated regions of KRAS/NRAS (exons 2, 3 and
4), BRAF (exon 15) and TP53 (all exons). Overall, mutations in these genes were
detected in 46/87 sCRC tumors analyzed (53%) with the following frequencies per
gene: TP53, 33%; KRAS, 28%; BRAF, 7%; and NRAS, 1%. A significant association
was found between KRAS mutations and right side colon tumor location (p=0.05),
well-differentiated tumors (p=0.04) and absence of lymphovascular invasion
(p=0.05). In turn, BRAF-mutated tumors frequently corresponded to poorly-
or moderately-differentiated sCRC (p=0.02) and showed a higher frequency of
peritoneal carcinomatosis (p=0.006) and microsatellite instability (p=0.007). From
the prognostic point of view, the BRAF mutational status together with the TNM
stage were the only variables that showed an independent adverse impact on patient
outcome in the multivariate analyses for both PFS and OS. Based on these results a
scoring system was built and patients were classified into three prognostic subgroups
with different PFS rates at 2 years: 91% vs. 77% vs. 0%, respectively (p<0.0001).
Additional prospective studies in larger series of sCRC patients where mutations in
genes other than those investigated here are required to validate the utility of the
proposed predictive model.
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INTRODUCTION

Sporadic colorectal cancer (SCRC) ranks the third
most common type of cancer worldwide. both in men
and women, and the fourth leading cause of cancer-
related death |1, 2]. In the last decades. the introduction
of targeted therapies has led to great progress in tumor
response to treatment and patient survival in many cancer
types. including sCRC, but only sclected subgroups of
patients within a given tumor type may benefit from these
novel agents (e.g. anti-EGFR and anti-VEGF therapies)
based on better responses to therapy and a significantly
improved outcome [3]. At present. the prognostic impact of
KRAS mutations. and of mutations in other KRAS-related
and unrelated genes such as NRAS and TP53 frequently
mutated in sCRC, remains controversial. particularly as
regards their impact on patient progression-free survival
(PFS) and overall survival (OS) [4-6]. Despite this, the
presence of KRAS and NRAS gene mutations. currently
precludes administration of anti-EGFR directed therapies
in sCRC patients: this translating into a lack of benefit
of such novel therapies in this large subgroup of sCRC
patients [7]. In turn. preliminary data suggests that the
activating BRAF V600E mutation that occurs in a smaller
fraction (5-10%) of sCRC patients who lack KRAS
mutations. might be associated with a worse patient
outcome [8] and significantly shorter OS rates. [9, 10].
Similarly, NRAS mutations occur in only a small fraction
(1-6%) of all colorectal tumors [11] and they have been
associated with reduced response to monoclonal antibody
therapies [12]. its potential prognostic value among early
stage tumors, still requiring further confirmation in larger
series of unselected sCRC patients. Finally, despite TP53
mutations are frequently detected in colorectal tumors
(~40% of cases), their specific prognostic impact on the
outcome and survival of sCRC patients, still remains
controversial.

Since 2013. the European Medicines Agency
(EMEA) requires that exons 2-3-4 of both KRAS and
NRAS are investigated prior to usage of novel targeted
(e.g. anti-EGFR) therapies. From the onward. the
number of molecular targets required to be analyzed in
sCRC tumors has further expanded and 1t 1s expected
to increase even more in the near future. Because of
this (and other reasons) Sanger sequencing and other
traditional sequencing approaches that interrogate the
tumor DNA for specific variants of one (or a few) genes
arc being progressively replaced by next-genecration
sequencing (NGS). NGS allows simultancous analysis
of multiple gene targets with higher sensitivity, and at
lower cost. using reduced amounts of DNA [13]. Thus,
an NGS-based approach for simultancous evaluation of
KRAS. NRAS. BRAF, and TP53 gene mutations in hot-
spot regions suitable for implementation into routine
diagnostics in sCRC patients would be mostly welcome.

Other genes that are recurrently mutated in sCRC and that
have been associated to tumor response to therapy and/
or the outcome of sCRC patients such as the SMAD4
and PIK3CA genes present in ~10-35% and 10%-20% of
cases. respectively [14-16]. were not considered in the
gene panel built for this study.

In the present study. we designed an NGS-based
approach for simultancous identification of hotspot
KRAS., NRAS. BRAF and TP53 genc mutations in 87
primary sCRC tumors and evaluated the prognostic impact
of the mutations identified in patient PFS and OS. Overall,
the BRAF V600E mutation emerged as an independent
prognostic factor for both PES and OS, together with the
TNM stage. based on the combined assessment of both
parameters at diagnosis a prognostic score was built for
stratification of sCRC paticents into 3 risk groups with
significantly different PFS rates.

RESULTS

Patient characteristics

Overall, 87 patients diagnosed with sCRC at the
HUS (51 males and 36 females: median age of 72 years,
ranging from 38 to 91 years) were studied. Median follow-
up at the moment of closing the study was 19 months
(range: 8 to 36 months). According to the histological
type, 80 cases corresponded to adenocarcinomas, 4
cases to signel ring cell carcinomas, 2 cases (o mucinous
adenocarcinomas and one case to a neuroendocrine
tumor. According to tumor grade, 24 cases were classified
as well-differentiated tumors, 49 as moderately- and
7 as poorly-differentiated carcinomas. In all cases.
histopathological grade was systematically confirmed in
a second independent evaluation by another experienced
pathologist. The most relevant clinical and laboratory data
for each individual sCRC patient studied are summarized
in Table 1.

Eighty-five patients underwent complete tumor
resection (R0). while the remaining two cases showed
positive tumor tissue margins to be affected (one
patient showed microscopical and one macroscopical
involvement). Adjuvant treatment was administered to
34/87 cases (39%) including: Xelox in 17/34 patients
(50%), Capecitabine in 12 cases (35 %). Tomox in another
2 (6%), Tomudex in 1 case (3%). Utefox in another patient
(3%) and cisplatin etoposide in the remaining case (3%).

NGS quality control

The custom NGS panel here designed, successfully
amplified the 53 targeted amplicons, (covering the
corresponding 5.3kb) with a mean depth of 2400x reads
in all tumor samples analyzed (Supplementary Table 1).
The reference sample, which included several mutations
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Table 1: Clinical and biological characteristics of sporadic colorectal cancer (sCRC) patients analyzed in this study

(n=87)
Disease features Distribution
Age (vears)’ 72 (38-91)
Gender
Female 36 (41%)
Male 51 (59%)
Site of primary tumor
Right colon 44 (51%)
Left colon 39 (44%)
Rectum 4 (5%)
Histological type
Adenocarcinoma 80 (92%)
Signet ring cell carcinoma 4 (5%)
Mucinous adenocarcinoma 2 (2%)
Neuroendocrine tumor 1 (1%)
Grade of differentiation®
Well-differentiated 24 (30%)
Moderate-differentiated 49 (61%)
Poorly-differentiated 7 (9%)
Histopathologic tumor classification
pTis 3 (3%)
pTl 3 (3%)
pT2 20 (23%)
pT3 48 (56%)
pT4a 10 (12%)
pT4b 3 (3%)
Histopathologic lymph node status
pNO 46 (53%)
pN1 25 (29%)
pN2 16 (18%)
Metastatic status
MO 68 (78%)
Ml 19 (22%)
TNM stage at diagnosis
Stage 0 3 (3%)
Stage 1 16 (19%)
Stage 11 27 (31%)
Stage 111 35 (40%)
Stage IV 6 (7%)

(Continued)
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Disease features

Distribution

Tumor size (cm)”
CEA serum levels’
<5 ng/ml
>5 ng/ml
Lymphovascular invasion
No
Yes
Perineural invasion
No
Yes
Adjuvant treatment
No
Yes
Local recurrence
No
Yes
OS (months)’

4(0.3-13)

3.5 (0.5-35)
47 (62%)
29 (38%)

68 (78%)
19 (22%)

635 (75%)
22 (25%)

43 (61%)
34 (39%)

69 (79%)
18 (21%)
19 (3-37)

Results expressed as number of cases (percentage) or "as median (range). °In 7 patients the grade of differentiation was
not determined because of a histological type not corresponding to an adenocarcinoma: 2 signet ring cell carcinomas, 4
mucinous colorectal adenocarcinomas and one neuroendocrine tumor; CEA: carcinoembryogenic antigen; OS: overall

survival.

Table 2: Variant allele frequencies (VAF) observed for the most common BRAF (V600E), KRAS (G12D, G13D)
and NRAS (Q61K) mutations identified in the reference sample (Quantitative Multiplex DNA reference standard
(Horizon Discovery, Cambridge, UK)) used in this study by our NGS approach

Variant alleles detected by NGS

Gene Mutation Altfjr;(]lt;e i Total Read depth VAlf;flﬁtécSted E“I;::I:Cd
BRAF V600E 600 6607 9.1% 10.5%
KRAS GI3D 269 1733 15% 15%
KRAS GI12D 175 1854 9.4% 6%
NRAS Q61K 141 829 17% 12%

NGS: next generation sequencing; VAF: variant allele frequency.

Expected VAF (last column) was estimated according to the manufacturer information based on the number of copies of the
mutation per microliter and the input of reference sample added to the reaction.

interrogated by our custom panel —e.g. KRAS (G12D and
G13D). NRAS (Q61K) and BRAF (VGOOE)- was also
successfully analyzed. the variant allele frequencies (VAF)
detected by NGS being very similar to the expected VAF
as estimated by the DNA input (Table 2). According to
these results. our panel allows detection of variants at low
VAF as confirmed by the detection of KR4S G12D variant
(6% VAF).

Frequency and type of KRAS, NRAS, BRAF and
TP53 mutations detected

Overall. mutations were detected in 46/87 cases
analyzed (53%). The P33 gene was the most frequently
mutated gene (29/87 tumors; 33%). followed by the
KRAS (mutated in 24/87 tumors; 28%) and BRAF (6/87
tumors: 7%) genes. while the NRAS gene was mutated
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Table 3: Overall distribution of the KRAS, NRAS, BRAF and TP533 gene mutations detected by next generation
sequencing in the 87 colorectal cancer patients analyzed

Gene status N. of cases (%) Exon location Mutation (N. of cases)
KRAS
Wild type 63 (72%)
Mutated 24 (28%)
G12D(7). G12V(5).
B G12A(4). ((}1)25(1)_ (gl;D(Z)
Exon 3 Q61H(1). Q61L(1)
A146P(1). A146T(1),
Exon 4 K(l-)l'fE(l) )
NRAS
Wild type 86 (99%)
Mutated 1(1%)
Exon 3 QolK(l)
BRAF
Wild type 81 (93%)
Mutated 6 (7%)
Exon 15 V6OOE (6)
TP53
Wild type 58 (66%)
Mutated 29 (33%)
Exon 4 LI1IR (1). Gl12del (1)
C135F (1), P152AfsTerl4
(1). R156H (1). R158C
Exon 5 (1). VI73L (1). R175H (3).
H178PfsTer47 (1). c.376-
2A>G splice (1)
Q1927 (1), R1967 (1),
Exon 6 L201GfsTer47 (1), S215R
(.
R248W (2), R2480Q (1).
Exon 7 C275Y (1), N2471 (1).
T253PfsTer92 (1)
R282W (3), R273C (1),
Exon 8 C277VisTer68 (1). V272M
(1
Exon 10 S366A (1)

Results expressed as number of cases (percentage).

in only one case (1%). The specific VAF for each
individual mutation identified is listed in Supplementary
Table 2. Regarding the individual hotspot mutations
identified, KRAS G12D (8% of cases) and G12V (6%)
corresponded to those showing the highest frequencies.
followed by BRAF V60OE (7%) and the 7P53 R282W
(3%) and R175H (3%) variants (Table 3). Thirty-two
cases (37%) showed one single mutation (the most
common being KRAS). while 14 cases (16%) had two
genes affected. Coexisting 7P53 and BRAF mutations

were present in four cases (5%) whereas 7P53 and
KRAS were simultancously mutated in 10 (11%)
patients (Figure 1). As expected. no single case carried
(simultancously) KRAS and BRAF mutations (Figure 1).

Association between the mutational profile of
sCRC tumors and other features of the disease

Once sCRC patients with and without mutations
in the EGFR-pathway were compared. similar disease
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features were observed for the two patient groups, for
most parameters analyzed including therapy (Table
4). Despite this, tumors with KRAS mutations were
more frequently localized in the right colon (p=0.05).
corresponded to well-differentiated tumors (p=0.04)
and displayed no lvmphovascular invasion (p=0.05). In
contrast BRAF mutated sCRC tumors were significantly
associated with a poorly- or moderately- differentiated
histopathology (p=0.02). peritoneal carcinomatosis
(p=0.006) and microsatellite instability (p=0.007). In
turn. patients who displayed 7753 mutations showed
a greater prevalence in males (p=0.05). No further
statistically significant associations were found between
the mutational status of KRAS, NRAS, BRAF and TP53
and patient age. the histological subtype of the tumor.
tumor stage. presence of lymph node involvement
and metastases., tumor size. CEA serum levels and
the presence of perineural invasion. For these later
variables that did not achieve a statistically significant
association, a post-hoc power estimation was performed
which showed limited power (<0.8) to detect potential
associations due to small sample size (Supplementary
Table 3).

From all mutations identified only the BRAK
mutational status showed a statistically significant
association with the microsatellite status with 2/48
microsatellite stable (MSS) patients (4%) and 3/6
microsatellite instable (MSI) cases (50%) being BRAF-
mutated (p=0.007).

Prognostic impact of the KRAS, NRAS, BRAF
and 7P53 mutational status

In total. 74/87 patients were included in survival
analyses. The other 13 patients were excluded because
they had sCRC tumors other than adenocarcinoma (n=7),
died within the first 30 days after surgery (n=4) and/or
did not undergo complete resection of the tumor (n=2).
From the prognostic point of view. the BRAI mutation
was the only mutation that had an adverse impact on
PFS (median 2-year PFS of 60% vs. 79% for wild type
BRAF tumors; p=0.05) (Table 5) and OS (median 2-year
OS of 80% vs. 94% for wild type BRAF: p=0.001). Other
clinical. biological and histopahologic characteristics of
the disease that displayed a significant adverse influence
on PFS in the univariate analysis included: female gender
(2-vear PFS rates of 63% vs. 90% in males: p=0.03).
advanced TNM stage (2-year PFS rates of 0% for stage [V
vs. 75% for stage I1I and 91% for stages 0-11 : p<0.001),
and the tumor grade of differentiation (2-year PFS rates
of 95% for well-differentiated vs. 77% for moderately-
and 33% for poorly-differentiated tumors: p=0.03). the
presence of lymphovascular involvement at diagnosis
(2-year PFS rates of 54% vs. 83% for cases who showed
no lymphovascular invasion: p=0.004), and perincural
invasion (2-year PFS rates of 62% vs. 83% for cases who
had no perineural invasion; p=0.03) (Table 5). Multivariate
analysis of prognostic factors showed that the TNM stage
at diagnosis, together with the BRAF mutational status

(14)

NRAS
(1)

TP53
(15)

BRAF
(2)

Figure 1: Venn diagram showing the distribution of KRAS, NRAS, TP53 and BRAF mutations in the 87 sporadic
colorectal cancer (sCRC) patients analysed in this study. The number of mutated cases for each mutational profile 1s shown

between brackets.
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Table 4: Mutational status of the KRAS, NRAS, BRAF and TP53 genes and their association with other clinical,
biological and histopathological features of sporadic colorectal cancer (sCRC) patients (n=87)

KRAS

NRAS

o 2 \ i N. of A s BRAF P53
Variable Categories Cases (%) Ml.;t;t;on P-value Mlzlt;IJmn P-value Mutation (%) P-value Mutation (%) P-value
) (]
Age (years) <72 43 (49) 14 (33) NS 1(2) NS 2(5) NS 18 (42) NS
=72 44 (51) 10 (23) 0(0) 4(9 11 (25)
Gender Male 51 (39 12 (24) NS 1(2) NS 3(6) N8 21 (41) 0.05
Female 36(41) 12 (33) 0(0) 3(8) 8(22)
Site of primary : 5 i
TR Right Colon 44 (51) 17 (39) 1(2) 5(11) 14 (32)
Left Colon 39 (45) 7(18) 0.05 0(0) NS 1(3) NS 15 (38) NS
Rectum 4(4) 00 0(0) 0(0) 0(0)
Histological type  Adenocarcinoma 80 (92) 24 (30) 1(1) 5(6) 27 (44)
Signet ring cell . .
o 4(5) 0(0) NS 0(0) NS 0(0) NS 1(25) NS
Mucinous 2(2) 00 0(0) 1(2) 1(30)
adenocarcinoma
Neuroendocrine
tumor 1(L) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Grade of .
differentiation Well 24(30) 12 (50) 0(0) 0(0) 11 (46)
Moderadate 49 (61) 10 (20) 0.04 1(2) NS 3(6) 0.02 13 (27) NS
Poor 7(9) 2(29) 0 (0) 2(29) 3 (43)
TNM Stage at
dingriosis 0 3(3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
I 16 (19) 5(31) 0(0) 2(0) 5(31)
I 27(31) 11 (41) NS 14 NS 0(0) N8 8(30) NS
1 35 (40) 7(20) 0 (0) 3(9) 13 (37)
v 6(7) 1(17) 0 (0) 1(17) 3(50)
pN NO 46 (53) 16 (35) 1(2) 2(4) 13 (28)
Nl 2529 5(20) NS 0 (0) NS 3(12) NS 9 (36) NS
N2 16 (18) 3(19) 0(0) 1(16) 7 (44)
Metastases No 68 (78) 21 (31) NS 1(2) NS 3 (16) NS 23 (34) NS
Yes 19 (22) 3(16) 0(0) 3(4) 6(32)
Peritoneal 2 < - =
caneliGitatods No 80 (91) 23(29) NS 1(1) NS 34 0.006 27 (34) NS
Yes 7(9) 1(14) 0 (0 3(43) 2 (29)
Tumor size 4cm 39 (40) 9(23) NS 1(2) NS 2(5 NS 13 (33) NS
=4 cm 48 (60) 15 (31) 0 (0) 4(9) 16 (34)
CEA serum levels <5 ng/ml 50 (40) 13 (26) NS 0(0) NS 4(8) NS 19 (38) NS
>5 ng/ml 31 (60) 10 (32) 1(3) 1(3) 8 (26)
Lymphovascular » r
s No 68 (78) 22 (32) 0.05 1(2) NS 4(6) NS 22 (32)
Yes 19 (22) 2(1D) 0(0) 2(11) 737 NS
(Contimied )
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N.of KRS IRAS BRAF TPs3

Variable Categories Cases (%) Mutation P-value Mutation P-value Mutation (%) P-value Mutation (%) P-value
(Ya) (%)

Perineural " ; &

Invasion No 65 (75) 21 (32) NS 0(0) NS 4(06) NS 19 (29) NS
Yes 22(25) 3(14) 1(3 2(9 10 (46)

Microsatellite .

instability No 48 (89) 16 (33) NS 0(0) NS 2(4) 0.007 21 (44) NS
Yes 6(11) 0(0) 0 (0) 3(50) 1(17)

Adjuvant therapy No 42 (55) 16 (38) NS 1(2) NS 3(7) NS 13 (31) NS
Yes 34 (45) 7(21) 0(0) 2(6) 13 (38)

‘Results expressed as median (range) or as #number of cases (percentage), NS: statistically no significant differences detected (p ».05). CEA:
carcinoembryonic antigen.

Table 5: Clinical, biological, genetic and therapeutic characteristics of sporadic colorectal cancer (SCRC) patients
(n=74) with an impact on progression-free survival (PFS) and overall survival (OS)

PFS oS
Variable N % 2-year Univariate Multivariate HR % 2-year Univariate  Multivariate HR
PFS analysis analysis (95% CI) 0s analysis analysis (95% CI)
Age
<72 years 40 81% NS 100% NS
=72 years 34 74% 84%
Gender
Male 41 90% 0.03 NS 93% NS
Female 33 63% 94%
Site of primary tumor
Right colon 37 75% NS 88% NS
Leftcolon 34 82% 97%
Rectum 3 67% 100%
TNM stage at diagnosis
Stage 011 42 91% <0.001 0.001 2-’:"(916)” 97% 0.02 NS
Stage I11 26 75% 88%
Stage [V 6 0% 80%
Grade of differentiation
Well 22 95% 0.03 NS 91% NS
Moderate 46 T7% 97%
Poor 6 33% 83%
CEA serum levels
<5 ng/ml 45 80% NS 96% NS
>5 ng/ml 24 T5% 2%
Tumor size
<4 cm 44 83% NS 100% 0.005 NS
>4 cm 30 T0% 81%
Lymphovascular invasion
No 60 83% 0.004 NS 95% NS
Yes 14 54% 84%

(Continued)
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PFS oS
Variable % 2-year Univariate Moultivariate HR % 2-year Univariate  Multivariate HR
PFS analysis analysis (95% CI) 0Ss analysis analysis (95% CI)
Perineural invasion
No 57 83% 0.03 NS 93% NS
Yes 17 62% 93%
Microsatellite instability ¥
No 43 72% NS 92% 0.01 NS
Yes 5 60% 40%
BRAF
Wildtype 69 79% 0.05 0.045 - 17;’)4 94% 0.001 0.02 4‘42%7‘
Mutated S 60% 80%
KRAS
Wild type 50 68% NS 90% NS
Mutated 24 77% 100%
NRAS
Wild type 73 77% NS 93% NS
Mutated 1 100% 100%
P53
Wildtype 47  81% NS 93% NS
Mutated 27 77% 83%
Adjuvant therapy
No 40 84% NS 97% NS
Yes 34 70% 96%

"Results expressed as number of cases (percentage). NS: statistically no significant differences detected. (p >.035); CEA:

carcinoembryonic antigen. ¥MSI status variable was not included in the multivariate analvsis because MSI information was available

only in a subset of 54 cases.

100% 4 e TR
T Score0(n=a2)
g W . Scorel (n=24)
T
a
o 60% -
2
-
=
.% 40% - e a Score 2 (n=8)
o
g
5 20% -
ES
P<0.0001
0%
0 12 24 36

Time from surgery (months)

Figure 2: Progression-free survival (PFS) of sCRC patients stratified by the prognostic score proposed in the present
study. This prognostic score was established based on the most informative variables predicting for the PFS (TNM stage at diagnosis and
the mutational status for the BRAF gene). as follows: score 0, TNM stage 0-11: score 1. TNM stage I1I patients with wild-type BRAF'"; score

2, TNM stage III cases with BRAF mutations plus TNM stage 1V cases.
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were the only independent variables predicting for PFS
-HR=2.77. 95%CI of 1.55-4.96 (p=0.001) and HR=49.
95%CI of 1.04-23.75 (p=0.05) respectively- (Table 5).

Based on the above results, a prognostic score was
established and applied to each patient, which was based
on the TNM stage and the presence vs. absence of BRAK
mutations. Thus. patients with an early TNM stage (stage
0. I or IT) were considered low-risk patients independently
of their BRAF mutational status (score 0), whercas cases
with TNM stage III and wild-type BRAF were classified
into the intermediate-risk group (score 1) and patients
with TNM stage III and BRAF mutation and thosc
with TNM stage [V (with or without BRAF mutation).
were considered to be high-risk (score 2). As could be
expected. significantly different PFS rates were observed
for cases with score 0 vs. score 1 vs. score 2: 2-year PFS
of 91% vs. 77% vs. 0% respectively (p<0.0001) (Figure
2). Once the BRAF mutational status was excluded from
the multivariate analyses. only TNM stage maintained
statistically significance as an independent factor. Thus. no
other plausible combinations were considered. Regarding
OS. the TNM stage at diagnosis (p=0.02). the size of
the tumor (p=0.005). and the microsatellite instability
status (p=0.01) together with the BRAF mutational
status (p=0.001), were the only individual parameters
that showed an impact on patient outcome, the latter
being the only variable with an independent impact on
patient OS -p=0.022: HR of 4.4 (95% CI of 0.7-28)-
(Table 5). However, post-hoc power estimation revealed
limited power to detect additional statistically significant
differences on survival analyses due to limited sample
sizes (Supplementary Table 4).

Validation of the prognostic score in an
independent series of sCRC patients

In order to confirm the prognostic impact of the
proposed score described above. we investigated its
prognostic impact in an independent series of sCRC
patients from the public GEO database (n=533). These
patients were classified according to TNM stage and
BRAF mutational status at diagnosis into the three
previously mentioned subgroups: score 0 (n=281). score
1 (n=130) and score 2 (n=80). PFS rates were very similar
for cases with score 0 vs. score 1 vs. score 2: 2-year
PFS of 90% vs. 75% vs. 48% respectively (p<0.0001)
(Supplementary Figure 1). These results support previous
findings in our dataset.

DISCUSSION

General consensus exists about the need to
simultaneously assess multiple molecular markers for
more accurate classification and personalized treatment of
sCRC patients. In this study, we designed an NGS panel
to investigate the frequency of KRAS, NRAS, BRAF and

7P53 mutations and applied it to a series of 87 sCRC
patients, to determine the potential impact of the mutations
detected in patient outcome, and their association with the
clinical and pathological features of the disease. Overall,
our results showed a good performance of the NGS
panel (and method) used and the feasibility of its use in
routine diagnostics. Overall. the frequency and type of
the distinct mutations identified was generally concordant
with previous data from the literature [17-19]. In addition,
we observed that from the 4 genes investigated: only the
BRAF V600E mutation alone or together with the TNM
stage at diagnosis had an independent prognostic impact
both for patient OS and PFS respectively. Although
other histopathological (e.g. tumor grade, perineural and
lymphovascular invasion). clinical (e.g. age) and genetic
(e.g the microsatellite status) features of the discase
also showed to be of potential prognostic value when
individually considered. they lost their significance in the
multivariate analysis.

The frequency and significance of ARAS mutations
have been thoroughly investigated in sCRC patients,
particularly in the context of anti-EGFR therapies [17.
20, 21]. Despite this, the prognostic impact of KRAS
mutations in sCRC patients remains controversial,
Thus. while some studies have found that exon 2 (codon
13) mutations predict for a worse prognosis including
higher recurrence and shorter survival rates.[22] others
highlighted the potential value of KRAS mutations in
exons 3 and 4 (codons 61, 146 and 147) rather than in exon
2. as a predictive marker for PFS [23, 24] and OS [24, 25].
and Palomba et al. did not find a significant prognostic
impact for mutated KR4S in a large series of 1.284 CRC
patients [26]. These apparently controversial results on the
potential prognostic significance of KRAS mutations in
sCRC., are probably due to the great genetic heterogeneity
of this type of tumors, the effect of additional genetic
markers and potentially also., differences in the series
of patients analyzed [27]. In this regard. several studies
have shown discrepancies in the KRAS mutational status
of different tumoral samples from the same patient, and
among distinct techniques. For example. Li ef al, found
a discordance rate of 19% in the frequency of KRAS
mutations once studied by quantitative real-time PCR
vs. MassARRAY™ techniques. between primary tumors
and their paired metastatic lesions in Chinese patients
with sCRC |28]. In the present study. we found KRAS
mutations in around one third of the patients. particularly
among well differentiated tumors, localized in the right
colon. in the absence of lymphovascular invasion, in line
with previous observations [29-32|. However. in our
series, KRAS mutated sCRC patients showed similar PFS
and OS rates to wild-type KRAS cases.

Similarly, while some previous studies have reported
an association among NRAS-mutated patients and a shorter
OS [33]. we could not confirm these findings in our series,
due to the fact that only 1/87 patients investigated here
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showed NRAS mutation. in line with previous studies [11].
Therefore. further studies in larger series of SCRC patients
are required to establish the prognostic impact of NRAS
mutations.

As expected. the overall frequency of BRAF
mutations detected in our series was lower than that of
KRAS |23, 26]. Interestingly, patients who carried BRAN
mutations more frequently had poor-prognosis discase
features such as poor-differentiated tumors [34], presence
of peritoneal carcinomatosis [31, 35] and microsatellite
instability. as also reported by others [32, 36]. In addition
and in line with previous studies, half of the patients in our
series with BRAF mutation were found in stage III [37].
Despite this, the BRA/" mutation showed an independent
adverse prognostic impact on both PFS and OS. as also
pointed out previously by others [4, 23. 38, 39|. Further
prospective studies in larger series of patients are required
to confirm these observations.

TP353 gene mutations were detected in one third of
our cascs, a frequency that is in the lower range of that
described previously by others [40, 41]. In line with
previous observations, 7P353 mutations were associated
with female gender [42]. but showed no impact on
patient PFS and OS. In this regard. previous studies on
the potential association between 7P53 mutations and
the prognosis of sCRC have yielded inconsistent results
[43. 44] This might be due to insufficient statistical power
(in our and also other series) to detect modest survival
differences between wild-type and mutated 733 patients.
the need for longer follow-up and the potential influence
of adjuvant therapy. On top of this, it should be noted
that the non-mutated 7P33 allele of the gene could be
functional and counteract the mutated phenotype: thus,
further studies are required to investigate the potential
impact of 7P33 genetic alterations involving the other
TP53 gene -c.g. del(17p)- [45].

As far as the slightly lower mutation frequency
detected in our series, particularly KRAS, and since the
level of sensitivity achieved is good, we consider it could
be attributed to intratumoral heterogeneity (ITH). Tumor
biopsy represents a limited fraction of the tumoral clones.
simply due to spatial ITH [46].

As expected. several clinical and biological
variables showed a significant association with the
outcome of sCRC patients. Thus. female gender. advanced
disease stage at diagnosis, poorly-differentiated tumors
and the presence of lymphovascular/perineural invasion
at diagnostic surgery. together with the BRAF mutational
status. were all associated with an adverse impact on
PFS in the univariate analysis. in line with previous
studies [45, 47—49]. In contrast. only the TNM stage at
diagnosis. the tumor size. microsatellite instability and
the BRAF status showed a prognostic impact on OS (in
the univariate analysis) among our cases. Multivariate
analysis of prognostic factors showed that the best
combination of independent variables for predicting PFS

in sCRC patients were the presence of BRAF mutations
and an advanced TNM stage at diagnosis, the former also
retaining its independent prognostic value for OS. Based
on these results. we built an original scoring system that
allowed stratification of the sCRC patients analysed into
three different risk groups with significantly different PFS
rates at 2 years. Validation of this score in an independent
datasct further strengthens this evidence. Of note. in
this model. the BRAF mutational status specifically
contributed to the sub-stratification of TNM stage III
patients into intermediate vs. high-risk cases. Despite the
fact that an association has been reported between the
mutational status of genes of the £G/R signaling pathway
and the prognosis of sCRC patients [38, 50-53], to the
best of our knowledge, this is the first time that a scoring
system based on combined assessment of the TNM stage at
diagnosis and the BRA/ mutational status is proposed. for
the identification of sCRC patients undergoing complete
tumor resection who are still at high risk of recurrence of
the disease in the first 2-vears after diagnosis (score 2). If
the prognostic value of this new risk stratification model is
confirmed in prospective series of sSCRC patients it might
contribute to pave the way for trials evaluating BRAF-
targeted therapies in this specific subgroup of sCRC cases.

In summary, here we confirm the adverse
prognosis of BRAF mutations in sCRC, and point
out their utility, together with the TNM stage, for the
identification. alrcady at diagnosis. of a subgroup
of sCRC patients (TNM stage IV plus TNM stage 111
and BRAF mutated patients) who, despite following
complete resection of the tumor, still retain a high-risk
of recurrence during the first two years after diagnosis.
Additional prospective studies are required to confirm
the utility of the proposed predictive model in larger
series of homogeneously treated sCRC patients.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

Freshly-frozen sCRC tissues were obtained from
primary tumors of 87 Caucasian patients diagnosed with
sCRC. and classified according to the World Health
Organization (WHO) criteria [54]. after each patient gave
his/her informed consent to participate in this study. All
patients underwent surgical resection of primary tumor
tissucs at the Department of Surgery of the University
Hospital of Salamanca (HUS: Salamanca. Spain) belore
they had received any treatment.

Histopathological diagnosis was established by
an experienced pathologist. that ensured the selection of
sections representative of the tumor tissue with >70%
tumor cell infiltration for further genetic analyses. DNA
was extracted and isolated from freshly-frozen primary
sCRC tumor tissues. using a Maxwell® 16 System
for Genomic DNA Extraction (Promega. Mannheim.
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Germany) and quantified using a Qubit dsDNA BR assay
(Life Technologies, Carlsbad CA). A positive control
sample -Quantitative Multiplex DNA reference standard
(Horizon Discovery. Cambridge. UK)- was analyzed in
parallel to each set of samples. for validation of the custom
panel designed. and evaluation of the specific sensitivity
of cach variant call.

The study was approved by the local ethics
committee of the HUS.

Custom amplicon panel design

A custom amplicon panel for NGS analysis of the
hotspot regions of KRAS'/NRAS (exons 2. 3 and 4), and
BRAF (exon 15). was designed: additionally, the whole
TP53 coding regions were also included in the panel for
a total of 33 amplicons and 5.300bp, with an cstimated
coverage per sample of 7.000x.

Preparation of DNA libraries

DNA libraries were prepared with the Truseq
Custom Amplicon Panel (Illumina. San Diego, CA),
according to the manufacturer’s protocol. Briefly, 50-250
ng of gDNA in 10 pl water was hybridized with a pool
of oligonucleotides. Then, the unbound oligonucleotides
were removed. and extension-ligation of the bound
oligonucleotides was followed by PCR amplification. PCR
products were cleaned and their quality checked using the
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies. Santa Clara.
CA). A minimum size of the PCR product of ~275 bp was
required. Then. the DNA libraries were then quantified
using the Qubit dsDNA HS Assay Kit and the Qubit 2.0
fluorometer (Life Technologies). Subsequently. each DNA
library was diluted to a concentration of 4 nM and pooled
with the other libraries in aliquots of equal volumes. The
amplicon DNA libraries were paired-end sequenced using
a MiSeq (Illumina) instrument.

Analysis of DNA sequences

The sequence data generated were pre-processed
with the MiSeq Reporter (MiSeq integrated software.
Illumina), which uses a Burrows-Wheeler Aligner (BWA)
[55] and the Genome Analysis Tool Kit (GATK) [56] for
variant calling of single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
and short insertions and deletions (InDels). The identified
variants were exported in the VCF data file format for
further analysis using the sequencer-accompanied software
(Variant Studio. Illumina) and the Integrative Genomics
Viewer (IGV) software (Broad Institute, Cambridge,
MA). We employed the Illumina Variant studio population
frequency filters (based on the www.1000genomes.
org databasc) to exclude variants with an overall minor
allele frequency greater than 1.0%. considered common
SNPs. taking as reference the Caucasian population.

The following criteria were used to define and report a
variant: minimum coverage of 100x, minimum variant
frequency of 5%, confirmed by visual inspection using
the Integrative Genomics Viewer 16 software. Detailed
visual inspection with the IGV software was performed to
confirm the presence and the read depth of the amplicons.
Variant allele frequency (VAF) was established based on
the number of reads called for the altered allele and the
total number of reads called at that position by the Variant
Studio Software (Illumina).

External validation of the proposed score

A prognostic score based on the TNM stage and
BRAF mutational status is established. External validation
of the proposed score was performed in a previously
reported group of sCRC patients from which TNM stage
and BRAF mutational status at diagnosis and follow-
up data were publicly available at the GEO database
(accession number GSE39582) [57]. Patients included in
this external validation group showed mutated BRAF in
48/533 (9%) and were classified according to the TNM
staging system as follows: 38 patients had stage I (7.1%).
248 had stage 11 (46.5%). 186 had stage I1I (34.9%) and
61 had stage IV (11.4%).

Statistical analyses

For all continuous variables. median and mean
values and their standard deviation (SD) and range were
calculated using the SPSS software package (SPSS 22.0
Inc, Chicago, IL): for dichotomic variables, frequencies
were reported. In order to evaluate the statistical
significance of differences observed between groups of
mutated vs. non mutated patients, the Student’s T and the
Mann-Whitney U tests were used for continuous variables,
depending on whether they displayed or not a normal
distribution, respectively. For qualitative variables. the X?
test was applied (cross-tab; SPSS).

For survival analyses, patients i) who had sCRC
tumors other than adenocarcinoma (n=7). ii) those who
dies within the first 30 days after surgery (n=4), and/or
ii1) did not undergo RO resection (n=2)., were excluded
from the study. PFS and OS curves were plotted for the
remaining 74 patients according to the method of Kaplan
and Meier. and the one-sided log-rank test (one-sided) was
used to establish the statistical significance of differences
observed between survival curves (survival: SPSS).
Multivariate analysis of prognostic factors for PFS and OS
was performed using the Cox stepwise regression (forward
selection) model (regression, SPSS). For multivariate
analysis. only those variables showing a statistically
significant association with PFS or OS in the univariate
analysis. were considered. Due to the limited sample
size, post-hoc power estimation was performed for all
association and survival analyses and a power estimation
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of <0.8 was considered to be inadequate. Statistical
significance was set at p values < 0.05.
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Supplementary Figure 1: Progression free survival plot of external dataset (GSE39582) of patients according to our
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Supplementary Table 1: Number of reads of each amplicon per patient.

amplicon GENE REF SAMPLE P1 P2 P3 P4 P5

1 BRAF1 2191 1426 1493 2923 1999 1791
2 BRAF2 6650 6430 5251 9508 7817 6559
3 NRAS1 2401 3376 2965 4866 3525 3589
4 NRAS2 2331 3346 2652 5153 3450 3802
5 NRAS3 2232 3808 3508 5225 4095 3950
6 NRAS4 860 2377 2 2167 453 402
7 NRAS5 2048 3282 2640 4834 3563 3566
8 KRAS1 1934 4969 3556 4650 4058 3575
9 KRAS2 1170 2186 1424 2102 1627 1530
10 KRAS3 1141 3207 2257 3727 2988 2019
11 KRAS4 1889 3958 3270 5175 4246 3856
12 KRASS5 1815 3420 2893 3183 2866 2520
13 KRAS6 1805 3725 3108 4468 3688 3582
14 KRAS7 1591 4454 3761 4869 4026 3442
15 TP53_1 4356 5571 4591 5867 7534 8304
16 TP53_2 1431 2354 2352 1873 2686 2500
17 TP53_3 579 574 933 331 1013 647
18 TP53_4 694 1770 1930 1192 1724 1798
19 TP53_5 1516 1868 1616 1018 1236 1292
20 TP53_6 1256 1627 1707 1508 1810 1561
21 TP53_7 1483 2679 2670 1893 2078 2024
22 TP53_8 134 105 164 107 94 85
23 TP53_9 2848 2777 2572 2630 3152 3330
24 TP53_10 1054 1857 1482 2432 2850 3264
25 TP53_11 3022 6132 5571 5400 6586 6713
26 TP53_12 270 354 397 219 335 431
27 TP53_13 3964 3904 5045 3550 4501 4604
28 TP53_14 8568 9160 8284 8853 11097 12280
29 TP53_15 4950 6355 5776 5046 6404 6452
30 TP53_16 207 166 263 107 131 146
31 TP53_17 4482 4242 4231 4486 5878 6107
32 TP53_18 1989 2803 2531 1870 2089 2
33 TP53_19 3901 5311 4864 5696 7444 8569
34 TP53_20 3269 5020 4891 4525 6351 7514
35 TP53_21 2087 3090 3356 2651 3378 3964
36 TP53_22 65 88 144 58 82 87
37 TP53_23 3592 5438 5123 4707 6530 7036
38 TP53_24 2118 3603 3019 3568 4829 5341
39 TP53_25 2880 3757 3334 2967 4067 3822
40 TP53_26 763 1062 1183 633 916 976
41 TP53_27 317 299 234 145 392 197
42 TP53_28 477 1155 1210 926 1427 1204
43 TP53_29 64 113 216 75 78 119
44 TP53_30 95 162 224 114 150 180
45 TP53_31 1284 1479 1578 1746 2143 2452
46 TP53_32 4858 5987 4664 4972 6202 6790
47 TP53_33 1593 2139 2190 1524 1811 2068
48 TP53_34 2384 3631 3467 3904 4664 5093
49 TP53_35 1793 2121 2047 2578 3674 4092
50 TP53_36 3653 4711 4881 4266 5611 6335
51 TP53_37 6043 8124 6720 6581 7833 8661
52 TP53_38 41 114 71 136 175 178
53 TP53_39 3869 4057 3478 3952 5135 5779

107



amplicon GENE P6 P7 P8 P9 P10 P11
1 BRAF1 2239 2091 1253 2186 1852 1941
2 BRAF2 7467 8872 6999 7031 5745 7452
3 NRAS1 3818 3771 3905 3380 3483 3243
4 NRAS2 4115 3714 3875 3800 4049 3819
5 NRAS3 4731 4235 4661 2774 3405 3064
6 NRAS4 2187 13 734 2183 417 479
7 NRAS5 3745 3311 2727 3055 3450 2965
8 KRAS1 5036 4515 2694 2465 2742 3114
9 KRAS2 2087 1691 836 1061 1381 1595
10 KRAS3 3788 1929 2038 1649 2093 1535
11 KRAS4 5278 4742 4018 2859 3053 2919
12 KRASS 3612 3426 2253 1971 2130 2457
13 KRAS6 4739 3804 3029 2228 1369 2518
14 KRAS7 5144 4334 3193 2259 2390 2910
15 TP53_1 5949 7228 8883 5890 6690 5092
16 TP53 2 2349 2247 2344 1415 1759 1713
17 TP53 3 435 470 1207 343 416 454
18 TP53 4 1533 1753 2085 1172 1395 1207
19 TP53_5 993 1193 924 770 1219 1130
20 TP53_6 1255 1764 2015 1461 1476 1434
21 TP53_7 1765 2350 2198 1421 1705 1702
22 TP53_8 54 156 175 120 86 75
23 TP53_9 2591 2843 2079 2130 2593 2339
24 TP53_10 2155 2585 2207 2077 2601 1701
25 TP53 11 5472 5917 6200 4189 5368 4517
26 TP53_12 285 328 459 228 320 236
27 TP53_13 3502 4027 5343 4155 4145 3085
28 TP53_14 8272 10582 13473 8121 9620 7845
29 TP53_15 5152 6412 6792 4703 5458 4526
30 TP53_16 106 144 177 97 156 104
31 TP53_17 4382 5492 7168 4557 5329 4000
32 TP53_18 1965 1877 2679 1777 1054 1458
33 TP53_19 6030 7323 9080 4624 5950 4828
34 TP53_20 5003 5672 8147 3049 4602 3645
35 TP53_21 2659 3621 4461 2457 3061 2609
36 TP53_22 54 49 135 72 62 62
37 TP53_23 5170 6335 6942 4021 4746 3902
38 TP53 24 3791 4320 5433 2253 3105 2619
39 TP53_25 3008 3803 4473 2759 3059 2910
40 TP53_26 694 814 766 454 703 732
41 TP53_27 272 360 378 283 137 133
42 TP53_28 947 1337 1368 733 790 886
43 TP53_29 50 88 98 95 118 89
44 TP53_30 76 157 255 105 136 101
45 TP53 31 1685 1780 2440 1303 1586 1295
46 TP53_32 5059 5629 5690 4104 5148 4423
47 TP53_33 1479 1813 2082 1543 1856 1800
48 TP53 34 3717 4436 5257 2557 3457 2851
49 TP53_35 2808 3485 4290 2066 2657 1927
50 TP53_36 4744 5326 6921 3715 4413 3810
51 TP53_37 6489 7210 6979 5054 6754 6068
52 TP53_38 160 137 197 118 107 85
53 TP53_39 4195 4377 6608 4033 4479 4532
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amplicon GENE P12 P13 P14 P15 P16 P17
1 BRAF1 2065 2039 1641 2278 3088 2461
2 BRAF2 8094 7670 5560 8090 7845 9133
3 NRAS1 3850 3969 3202 3195 3766 7565
4 NRAS2 3719 3999 2996 3662 4503 4625
5 NRAS3 3570 4163 3175 2971 3874 4470
6 NRAS4 1656 1698 531 1153 2726 1342
7 NRASS5 3163 3652 3050 3132 4357 4694
8 KRAS1 2472 4401 2692 3066 4692 4832
9 KRAS2 1086 2210 1484 1608 3648 2188
10 KRAS3 1726 1703 2208 1435 3123 2809
11 KRAS4 3223 4478 3225 3899 3546 5258
12 KRAS5 1988 3044 2631 2338 2990 4364
13 KRAS6 3088 4056 3324 3556 4409 5571
14 KRAS7 2261 3227 2670 2882 3195 5188
15 TP53_1 6257 7733 6652 7000 5408 11765
16 TP53_2 1674 2073 1898 1827 2260 3846
17 TP53_3 439 470 463 1119 832 995
18 TP53_4 1033 1572 1190 1427 2099 2676
19 TP53_5 867 1368 1186 1077 1791 2937
20 TP53_6 1397 1873 1334 1236 1824 2863
21 TP53_7 1303 1800 1791 1479 2856 3649
22 TP53_8 100 94 126 100 162 227
23 TP53_9 2136 3537 2810 2968 4018 6093
24 TP53_10 2286 2762 2378 2476 3030 4765
25 TP53_11 3502 5117 4149 4966 6058 11524
26 TP53_12 230 336 226 326 394 589
27 TP53_13 3369 4277 4305 4582 6019 10125
28 TP53_14 7763 9841 8650 8977 10611 18942
29 TP53_15 4565 6515 5512 5228 7475 11852
30 TP53_16 81 132 145 131 423 319
31 TP53_17 5044 6059 4837 5251 6012 11153
32 TP53_18 1337 2595 1972 2197 2816 5710
33 TP53_19 5552 6293 5604 5382 5034 11534
34 TP53_20 4373 4812 3945 4154 4057 9837
35 TP53_21 2366 3446 2711 3268 3913 6438
36 TP53_22 66 66 77 87 98 202
37 TP53_23 4109 4903 3611 4396 5552 6781
38 TP53_24 2984 3537 2457 2856 2720 4360
39 TP53_25 2535 3294 2979 2884 3787 6851
40 TP53_26 515 841 674 602 1615 1800
41 TP53_27 295 188 199 229 444 443
42 TP53_28 887 1052 912 878 1519 1933
43 TP53_29 65 163 157 105 121 270
44 TP53_30 81 141 186 120 110 503
45 TP53_31 1526 1890 1359 1425 2103 3082
46 TP53_32 4464 5935 4976 4716 7823 11774
47 TP53_33 1205 1864 1408 1687 3639 3995
48 TP53_34 3046 3797 3181 3230 3667 7022
49 TP53_35 2668 2934 2218 2191 2732 4602
50 TP53_36 3747 4822 4023 3958 4752 9434
51 TP53_37 5407 7723 6753 6401 8970 14755
52 TP53_38 138 135 135 125 224 196
53 TP53_39 3770 4331 3890 4254 3283 7678
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amplicon GENE P18 P19 P20 P21 P22 P23
1 BRAF1 1807 2443 2119 1985 2086 5253
2 BRAF2 5673 6737 8384 7627 6209 17165
3 NRAS1 3722 3755 4733 4389 3763 5956
4 NRAS2 3788 3832 4558 4577 4268 5620
5 NRAS3 3346 3269 4229 4507 3543 5039
6 NRAS4 513 581 701 1984 1779 463
7 NRAS5 3450 3266 4208 4296 3533 5219
8 KRAS1 2565 3021 3978 4193 3619 5490
9 KRAS2 1388 1598 1992 2088 1874 3299
10 KRAS3 1653 1327 2474 3003 2513 3969
11 KRAS4 2657 3387 3962 3966 3288 5734
12 KRASS 2637 2116 2938 3085 2643 4427
13 KRAS6 3351 2962 3514 3983 3289 5779
14 KRAS7 3013 2844 3526 3611 2795 5119
15 TP53_1 5489 5363 7115 7293 6428 8110
16 TP53_2 2083 1930 2450 2418 2205 3006
17 TP53 3 574 427 568 519 575 741
18 TP53 4 1537 1258 1673 1673 1656 2452
19 TP53 5 1683 1127 1484 1737 1432 1944
20 TP53_6 1360 1609 1893 1846 1820 1876
21 TP53_7 1906 1596 2301 2095 2098 2603
22 TP53_8 100 116 134 139 123 115
23 TP53_9 3662 2786 3801 4073 3266 4683
24 TP53_10 2757 2262 2972 3302 2732 4017
25 TP53_11 5859 5116 6560 7263 6178 8079
26 TP53_12 360 265 280 392 293 433
27 TP53_13 5648 4147 5351 5338 5378 7113
28 TP53_14 10069 7692 10481 11470 9396 12957
29 TP53_15 6149 5240 7441 7420 7061 9176
30 TP53_16 177 104 166 181 153 258
31 TP53_17 5732 4378 6329 6520 5480 7128
32 TP53_18 2566 2191 2633 3023 2761 3374
33 TP53_19 5967 4926 6498 7198 6050 7393
34 TP53_20 4860 3817 5342 5767 4727 6244
35 TP53_21 3298 2836 3572 3834 3616 4821
36 TP53_22 66 72 87 102 96 136
37 TP53_23 3908 4368 5601 5907 5178 6676
38 TP53 24 2436 2734 3423 3897 2741 3690
39 TP53_25 3454 2735 3856 3717 3286 4541
40 TP53_26 1079 768 1021 1436 982 1323
41 TP53_27 174 206 174 361 290 421
42 TP53_28 1204 854 993 1311 1041 1360
43 TP53_29 177 77 110 106 99 139
44 TP53_30 230 105 137 224 129 166
45 TP53 31 1576 1389 1829 2001 1771 2381
46 TP53_32 5962 4965 6779 7432 6758 8573
47 TP53_33 2178 1997 2275 2245 2345 3055
48 TP53 34 3633 3261 4352 4791 4154 5208
49 TP53_35 2493 2223 3089 3372 2703 3391
50 TP53_36 4713 4123 5541 5970 5445 6882
51 TP53_37 7981 6584 8864 9235 8456 10566
52 TP53_38 123 116 137 153 121 173
53 TP53_39 3891 3328 4645 4880 4143 5139
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amplicon GENE P24 P25 P26 P27 P28 P29
1 BRAF1 1590 2439 1868 2609 3195 2713
2 BRAF2 8159 8630 7686 9342 13987 9792
3 NRAS1 3855 4301 5169 5341 6135 4071
4 NRAS2 3997 4342 5095 4025 6061 5139
5 NRAS3 3460 3885 3923 3664 5695 4343
6 NRAS4 1615 3663 218 198 2912 2445
7 NRAS5 2917 3422 3634 2927 4921 3673
8 KRAS1 4047 3424 4160 3331 5167 4453
9 KRAS2 1738 1697 2289 1573 2416 2330
10 KRAS3 2979 2379 3124 2162 2503 3382
11 KRAS4 3716 2810 3839 3120 4492 3934
12 KRAS5 3290 2508 2967 2965 4215 3239
13 KRAS6 3295 3332 4236 3905 4738 4510
14 KRAS7 3381 2837 3392 3098 3885 3441
15 TP53_1 6980 6692 8357 7786 11938 8133
16 TP53 2 1926 2299 3023 2632 3342 2787
17 TP53_3 703 1500 1675 886 984 2769
18 TP53 4 1849 2334 2262 2191 2765 2411
19 TP53 5 1125 1470 1496 1728 1993 1693
20 TP53_6 1658 1778 1706 1795 3076 1651
21 TP53_7 2852 2032 2502 2825 4242 2407
22 TP53_8 164 117 101 198 297 131
23 TP53_9 2144 3260 3701 3406 4349 3476
24 TP53_10 2202 3040 2975 2819 4460 2921
25 TP53_11 4371 6065 6822 6094 8696 6179
26 TP53_12 300 455 435 359 608 419
27 TP53_13 4265 5743 5596 5597 6796 5767
28 TP53_14 10876 12790 14239 11819 17915 12874
29 TP53_15 7545 9270 9627 7551 12758 9318
30 TP53_16 198 160 262 174 302 274
31 TP53_17 5917 7079 7404 6991 9755 7904
32 TP53_18 2553 2609 3091 2360 3872 3440
33 TP53_19 6987 7859 9687 7927 12054 8407
34 TP53_20 4986 5996 6033 6087 8688 5701
35 TP53_21 3904 4029 5009 4253 6637 4773
36 TP53_22 95 172 181 73 144 155
37 TP53_23 5891 6970 7725 6233 9301 7110
38 TP53 24 2552 3503 3716 3447 4897 3784
39 TP53_25 2807 3113 3749 3623 5546 3639
40 TP53_26 1216 1630 1656 1542 2138 1831
41 TP53_27 249 412 256 431 696 462
42 TP53_28 933 1474 1606 1406 2025 1492
43 TP53_29 235 233 258 183 237 212
44 TP53_30 198 100 121 103 177 111
45 TP53_31 1624 1870 2023 1903 2617 2112
46 TP53_32 6445 7638 9268 8072 11021 8885
47 TP53_33 1665 2602 2701 2517 3262 2785
48 TP53_34 2704 3522 4334 3625 5271 3639
49 TP53_35 3399 3295 4076 3465 5390 3601
50 TP53_36 5555 6746 7381 6515 10483 7187
51 TP53_37 7632 9817 10693 9369 13596 10225
52 TP53_38 191 189 184 165 290 240
53 TP53_39 4017 4573 4833 4603 6709 4500
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amplicon GENE P30 P31 P32 P33 P34 P35
1 BRAF1 3576 2702 3608 2223 2341 2378
2 BRAF2 13015 10588 11062 6591 8804 7510
3 NRAS1 5992 2840 4756 3035 5033 5191
4 NRAS2 5758 3267 5589 3857 4777 5063
5 NRAS3 5360 2302 4345 2525 4409 4653
6 NRAS4 221 2134 106 2127 2358 2076
7 NRAS5 4529 3142 3719 2255 3664 3634
8 KRAS1 4902 2303 3608 2822 4394 4192
9 KRAS2 2519 1308 1877 1522 2377 2015
10 KRAS3 3522 1825 2405 1558 1946 2968
11 KRAS4 3744 2987 2963 2788 3727 3693
12 KRASS 3247 1541 2866 2367 3559 2689
13 KRAS6 4616 3793 4064 3024 4056 4210
14 KRAS7 3692 1474 2943 2602 3134 3184
15 TP53_1 7926 6445 5306 5922 7372 9122
16 TP53_2 2992 1827 1500 1974 2247 2427
17 TP53_3 1439 348 500 702 779 1938
18 TP53 4 2471 910 1158 1244 1850 2422
19 TP53 5 1477 478 862 1109 1664 1812
20 TP53_6 1887 1258 1243 1232 1911 1729
21 TP53_7 2757 1233 1713 2118 2518 2259
22 TP53_8 206 115 151 106 129 77
23 TP53_9 3782 2107 2072 2462 3196 3812
24 TP53_10 3077 2410 1907 1957 2532 3211
25 TP53_11 6774 3759 3538 3816 5102 6224
26 TP53_12 523 248 198 202 256 356
27 TP53_13 6012 4160 3743 3863 4791 6229
28 TP53_14 13093 9572 8073 10785 11727 14383
29 TP53_15 9368 4849 5442 5954 8320 9960
30 TP53_16 247 105 174 136 269 291
31 TP53_17 6757 4939 5284 5360 7046 8532
32 TP53_18 3217 1198 1778 2177 2927 1950
33 TP53_19 8574 5980 4847 5750 7117 8780
34 TP53_20 6038 5165 3519 3574 5152 5884
35 TP53_21 4707 2783 2483 2911 3982 4774
36 TP53_22 115 89 112 72 128 148
37 TP53_23 7344 4865 4187 4404 5319 6930
38 TP53 24 3608 2174 2100 2111 2921 4042
39 TP53_25 3839 1825 2354 2806 3415 4056
40 TP53_26 1827 783 832 1106 1589 1894
41 TP53_27 363 174 200 340 233 315
42 TP53_28 1583 764 483 970 1211 1516
43 TP53_29 205 71 146 173 218 167
44 TP53_30 132 103 73 86 87 170
45 TP53 31 2135 1375 990 1173 1782 2214
46 TP53_32 9280 4726 4931 5658 7803 9325
47 TP53_33 2789 1484 1697 2281 2405 3114
48 TP53 34 4010 2739 2369 2569 3329 4002
49 TP53_35 3769 3959 2382 2296 2840 3939
50 TP53_36 7524 4305 3585 4532 6240 7232
51 TP53_37 10013 6100 5683 6664 9067 10339
52 TP53_38 159 207 120 98 134 212
53 TP53_39 4783 3324 3059 4490 3967 5230
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amplicon GENE P36 P37 P38 P39 P40 P41

1 BRAF1 1393 2689 3186 2695 2836 3191
2 BRAF2 5552 8991 11483 11249 9208 9608
3 NRAS1 5971 5247 6763 4939 6194 5843
4 NRAS2 5205 5482 6124 2400 5920 6494
5 NRAS3 4779 4730 5444 2454 6223 5501
6 NRAS4 2184 2216 58 1 108 103

7 NRAS5 3696 4445 4473 1998 4452 4344
8 KRAS1 2988 4179 6414 4149 6125 6107
9 KRAS2 1540 2260 2954 1833 3859 3394
10 KRAS3 2585 2941 1898 2930 4006 4224
11 KRAS4 2826 3597 5194 3626 4165 4782
12 KRAS5 3273 3122 4247 3015 4010 3953
13 KRAS6 4240 4777 6719 2016 5881 5572
14 KRAS7 3110 3225 4448 3541 5369 5470
15 TP53_1 9780 8798 13466 9177 6529 7698
16 TP53 2 2697 2507 3956 3220 2994 2896
17 TP53_3 2264 1632 2958 905 1663 1644
18 TP53 4 2689 2389 2844 2049 3362 3369
19 TP53 5 2349 2072 576 1818 2913 2630
20 TP53_6 2111 1936 2136 2334 3012 2961
21 TP53_7 3281 2816 2854 2991 4559 3802
22 TP53_8 170 154 137 234 199 180

23 TP53_9 4253 3683 4817 3510 5130 4717
24 TP53_10 3671 3352 4486 3318 3505 3608
25 TP53_11 7044 6285 7692 7783 9105 8740
26 TP53_12 544 437 599 563 591 521

27 TP53_13 6377 6620 8819 6430 7410 7581
28 TP53_14 16427 14089 20554 15355 14185 14558
29 TP53_15 11194 9517 12607 9340 11241 10900
30 TP53_16 432 363 320 174 681 659

31 TP53_17 9914 8257 12461 9958 8285 8642
32 TP53_18 4430 3687 4396 3216 3858 2244
33 TP53_19 10781 8056 12484 9226 6918 7438
34 TP53_20 7450 5860 8819 8117 5582 6766
35 TP53_21 6381 4908 6199 5115 4610 5451
36 TP53_22 265 140 129 161 251 275

37 TP53_23 6829 6558 9886 6514 8751 8726
38 TP53 24 3431 3524 5096 3824 4223 4207
39 TP53_25 5146 3999 5646 4057 5007 4673
40 TP53_26 2492 1875 2169 1762 2829 2395
41 TP53_27 243 297 599 201 879 727

42 TP53_28 1911 1380 1992 1582 2249 1907
43 TP53_29 451 262 234 219 319 276

44 TP53_30 330 133 124 231 113 134

45 TP53_31 2009 2116 2737 2300 2373 2645
46 TP53_32 10083 9020 11543 9263 10700 11013
47 TP53_33 3492 3127 3444 2814 4694 4138
48 TP53 34 4386 3901 5575 4192 4635 4584
49 TP53_35 4306 3284 5723 4572 3197 3326
50 TP53_36 8188 6298 9338 7546 7488 7475
51 TP53_37 12429 10769 14009 11446 12086 12130
52 TP53_38 260 188 292 154 382 310

53 TP53_39 5826 4872 7664 5697 5235 5407
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amplicon GENE P42 P43 P44 P45 P46 P47
1 BRAF1 2545 2932 2759 3094 2676 3885
2 BRAF2 9732 11090 9953 11899 10911 12190
3 NRAS1 5597 6586 5882 7085 6479 6706
4 NRAS2 5866 6431 5449 7059 6120 6614
5 NRAS3 6174 6568 5596 7224 6511 5448
6 NRAS4 2530 211 2690 2767 20 3164
7 NRAS5 4643 4746 4289 5082 4741 5221
8 KRAS1 5840 6394 5195 7016 7080 5547
9 KRAS2 2886 3305 3022 4554 3512 2412
10 KRAS3 3750 4504 3631 4937 4593 2867
11 KRAS4 4428 4672 4126 5625 5091 6638
12 KRAS5 3694 4022 3797 4476 4722 3865
13 KRAS6 5536 5983 5601 6953 7094 6530
14 KRAS7 5007 5760 4734 7171 5848 4564
15 TP53_1 8496 9135 9454 9359 8376 10000
16 TP53_2 3320 3399 3185 3537 2943 3004
17 TP53_3 1244 1108 1515 1025 993 760
18 TP53_4 3220 2947 3020 3205 2789 2563
19 TP53_5 2023 2488 2725 3090 2284 1534
20 TP53_6 2808 3264 2448 2059 3007 2764
21 TP53_7 3473 3875 3576 4003 3728 2991
22 TP53_8 186 299 204 104 208 234
23 TP53_9 4215 4854 4636 4748 4436 5369
24 TP53_10 3462 3788 3732 3855 3092 4022
25 TP53_11 8466 9954 9681 12100 8818 7906
26 TP53_12 458 535 474 564 470 710
27 TP53_13 6580 7482 8005 7935 6892 8771
28 TP53_14 13785 16348 15918 16702 14524 14597
29 TP53_15 10966 12716 12457 11663 10956 10597
30 TP53_16 432 450 466 535 388 164
31 TP53_17 8228 9687 9400 8178 9348 11830
32 TP53_18 3669 4626 2948 4688 4221 3564
33 TP53_19 7758 9249 9956 8118 9289 11251
34 TP53_20 6079 7295 7489 6589 7230 8899
35 TP53_21 4768 5410 5860 5459 5471 5276
36 TP53_22 212 171 254 227 165 155
37 TP53_23 8548 9397 8838 5931 8407 9114
38 TP53_24 4578 5485 4338 4853 4253 4715
39 TP53_25 4442 5051 5312 5712 4593 6327
40 TP53_26 2205 2419 2524 2556 2465 1034
41 TP53_27 684 592 537 747 472 574
42 TP53_28 1945 2204 2164 2455 1939 1229
43 TP53_29 182 162 260 132 201 171
44 TP53_30 112 117 238 52 125 198
45 TP53_31 2596 2774 2567 2725 2432 3283
46 TP53_32 10242 12063 11535 12412 10629 12259
47 TP53_33 3438 3630 3968 4053 3472 3534
48 TP53_34 4688 5510 5093 5801 4603 6872
49 TP53_35 3827 4552 4323 4463 3770 4936
50 TP53_36 7652 8703 9315 9712 8524 10839
51 TP53_37 12062 13886 13531 13587 12236 12123
52 TP53_38 233 245 233 368 175 229
53 TP53_39 5243 6119 5712 5948 5772 9223
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amplicon GENE P48 P49 P50 P51 P52 P53

1 BRAF1 4132 3891 2067 1911 2396 4286
2 BRAF2 9897 10085 5953 5185 5556 11716
3 NRAS1 5803 4472 3774 3651 3303 6708
4 NRAS2 6481 4891 3441 3226 2918 8378
5 NRAS3 5392 3640 3349 3242 2819 7216
6 NRAS4 2762 455 1727 415 1615 3814
7 NRAS5 4834 3912 2550 3052 2399 6373
8 KRAS1 5371 4576 3612 4045 3257 5977
9 KRAS2 3113 2412 1668 1706 1939 2561
10 KRAS3 3375 2744 2347 1412 1609 3759
11 KRAS4 4165 4001 2957 3049 2612 5480
12 KRASS 3802 3402 2678 2880 2375 4182
13 KRAS6 5149 4358 3225 4069 2870 5413
14 KRAS7 4481 3777 2774 3299 2412 4835
15 TP53_1 6400 4050 4510 3339 4368 9530
16 TP53 2 2792 1856 2297 1504 2077 3788
17 TP53 3 1036 826 1531 658 828 1383
18 TP53 4 2385 1553 1896 1180 1706 3093
19 TP53 5 2299 1344 1402 815 1552 1949
20 TP53_6 2289 1244 1312 975 1440 2972
21 TP53_7 2415 1720 1775 1415 1927 3613
22 TP53_8 165 140 157 124 141 324

23 TP53_9 4917 3191 3290 2640 3404 6238
24 TP53_10 3327 1945 2272 1683 2184 5096
25 TP53 11 7322 3790 3988 3098 4564 8803
26 TP53_12 574 308 307 202 261 655

27 TP53_13 8438 4171 5027 4020 4714 9480
28 TP53_14 10657 6116 6731 5213 6732 15250
29 TP53_15 9688 5981 7179 4886 6938 12294
30 TP53_16 223 179 155 97 167 262

31 TP53_17 7990 4389 5257 3818 4581 10843
32 TP53_18 3802 2389 2594 1984 2945 4168
33 TP53_19 7081 4564 5364 4220 5057 10032
34 TP53_20 6097 3466 4199 3552 3828 8777
35 TP53_21 4419 2767 3191 2338 2982 6407
36 TP53_22 174 81 103 74 103 214

37 TP53_23 7985 4341 4821 3375 4964 11394
38 TP53 24 3670 1987 2478 1914 2478 5810
39 TP53_25 5070 2940 3641 2473 3551 6191
40 TP53_26 1258 769 899 581 950 1273
41 TP53 27 387 224 190 179 210 588

42 TP53_28 1053 595 635 420 693 1358
43 TP53_29 231 132 174 161 132 220

44 TP53_30 179 138 147 134 128 217

45 TP53_31 2171 1267 1700 1240 1428 3490
46 TP53_32 9465 5584 6756 4920 6492 12609
47 TP53 33 3654 2003 2227 1488 2108 4018
48 TP53_34 5113 3077 3660 2611 3306 7725
49 TP53_35 3188 1719 2099 1602 1973 4440
50 TP53_36 7593 4190 5571 4191 5410 10522
51 TP53_37 11131 6546 7435 5227 7481 12993
52 TP53_38 115 92 137 75 127 315

53 TP53_39 5605 3113 3723 2667 3436 6802
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amplicon GENE P54 P55 P56 P57 P58 P59
1 BRAF1 3639 3591 2107 3440 3249 4076
2 BRAF2 9768 7916 4652 6528 6653 7448
3 NRAS1 4606 4601 2989 4932 4618 5594
4 NRAS2 5637 4788 3077 4326 4681 5768
5 NRAS3 4344 4334 2781 3889 4363 5958
6 NRAS4 378 326 410 2369 1935 4769
7 NRAS5 4563 3966 2542 3926 3731 4630
8 KRAS1 4035 4738 3336 4334 4219 6847
9 KRAS2 1664 3041 2370 3914 2106 4173
10 KRAS3 2389 3075 1969 3052 2604 3943
11 KRAS4 4533 3951 2237 3576 3713 4617
12 KRASS 2789 2569 1562 2276 2633 3586
13 KRAS6 4692 4477 2966 4648 3699 5392
14 KRAS7 3319 4083 2624 3677 3741 5322
15 TP53_1 8298 5665 3071 5058 5458 5920
16 TP53_2 2880 2560 1822 2508 2465 3081
17 TP53_3 793 803 1010 1257 928 2038
18 TP53 4 2136 2103 1418 2691 1994 2615
19 TP53 5 1168 1949 1651 2634 1716 3028
20 TP53_6 2438 1819 1222 1709 1713 2114
21 TP53_7 2476 2416 1580 2668 2139 2505
22 TP53_8 231 143 139 145 132 128
23 TP53_9 4071 4523 3202 4594 3978 5622
24 TP53_10 3897 2852 1709 2521 2933 3163
25 TP53 11 5746 7105 4062 5938 5714 6833
26 TP53_12 583 426 270 382 447 489
27 TP53_13 7532 6876 4314 6145 6133 7424
28 TP53_14 13032 11117 5856 9608 9896 11467
29 TP53_15 8004 9416 5840 8743 8056 10200
30 TP53_16 212 182 206 537 216 264
31 TP53_17 9795 6596 3568 5177 5946 6258
32 TP53_18 2550 3419 1967 3311 2757 4641
33 TP53_19 9437 5832 3369 4959 5958 6281
34 TP53_20 7618 4497 2890 3711 4766 5271
35 TP53_21 4560 3001 2292 2661 3183 4022
36 TP53_22 119 145 110 228 124 184
37 TP53_23 8550 5894 4130 6067 6137 6717
38 TP53 24 4232 2865 1687 2475 3081 3752
39 TP53_25 4696 4398 2736 4319 3921 4718
40 TP53_26 733 1317 1226 1843 1145 1988
41 TP53_27 181 419 316 672 403 525
42 TP53_28 880 1003 767 1256 897 1295
43 TP53_29 139 138 130 165 108 177
44 TP53_30 237 104 73 81 87 135
45 TP53 31 2528 1980 1495 1994 2244 2091
46 TP53_32 9472 9203 5718 8732 8118 9667
47 TP53_33 2790 3407 2561 4312 2768 3935
48 TP53 34 5774 4372 2498 3918 4147 4964
49 TP53_35 4834 2798 1541 2077 2530 2582
50 TP53_36 9022 6552 3821 5061 6253 7571
51 TP53_37 9018 9880 6221 8624 8467 10423
52 TP53_38 247 125 110 186 156 150
53 TP53_39 7835 4249 2321 3471 3980 4153
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amplicon GENE P60 P61 P62 P63 P64 P65
1 BRAF1 3376 2691 3701 2229 3520 2239
2 BRAF2 6556 5718 6382 7186 7488 5604
3 NRAS1 4723 3978 5148 4293 4909 3426
4 NRAS2 5360 3705 4368 4280 4663 2984
5 NRAS3 4326 3676 4817 3629 4617 2727
6 NRAS4 4568 554 3962 224 4833 427
7 NRAS5 4219 3174 3647 3427 3890 2933
8 KRAS1 5273 4060 5277 4491 5548 3704
9 KRAS2 4297 3128 3177 3071 4227 2575
10 KRAS3 3253 2511 3023 2993 3536 2526
11 KRAS4 4874 3163 3631 3602 3659 2605
12 KRASS 3757 2336 2794 2793 3712 2143
13 KRAS6 4705 3912 4368 3800 4664 3191
14 KRAS7 4242 3372 3751 3576 4219 2953
15 TP53_1 5975 3912 5022 4689 4628 3570
16 TP53 2 2835 1786 2588 1787 2685 1760
17 TP53 3 933 1424 2095 1143 2235 826
18 TP53 4 2175 1855 2369 1894 2803 1680
19 TP53 5 2722 2130 2570 1947 3172 1871
20 TP53_6 2052 1106 1768 1177 1820 1239
21 TP53_7 3063 1765 2340 1537 2552 1979
22 TP53_8 81 68 91 48 111 83
23 TP53_9 6227 3720 4772 3728 5282 3420
24 TP53_10 3115 1767 2212 2198 2671 1746
25 TP53 11 7108 5082 5850 6192 6691 4216
26 TP53_12 466 337 440 389 505 304
27 TP53_13 7827 4710 6606 5670 6795 4056
28 TP53_14 10314 7232 9330 9026 9382 6332
29 TP53_15 9348 6272 8035 6653 8386 5932
30 TP53_16 337 258 263 242 368 213
31 TP53_17 5697 4083 5620 3865 5304 3387
32 TP53_18 4348 2949 4007 3221 3653 2388
33 TP53_19 5724 4073 5290 4371 5131 3564
34 TP53_20 4916 3064 4292 3566 4174 2774
35 TP53_21 3677 2398 3156 2731 3295 2256
36 TP53_22 238 139 176 122 228 124
37 TP53_23 5412 3778 6171 3503 6021 4515
38 TP53 24 2581 2160 2964 1823 2572 1941
39 TP53_25 4673 3437 4336 3847 4877 3235
40 TP53_26 2008 1561 1773 1079 2297 1282
41 TP53_27 452 336 471 238 591 373
42 TP53_28 1183 978 998 898 1382 779
43 TP53_29 168 99 162 85 161 135
44 TP53_30 111 60 95 81 75 80
45 TP53 31 1952 1300 1639 1263 1844 1296
46 TP53_32 9886 6329 7000 7781 8226 5631
47 TP53 33 4375 3003 3691 2767 4108 2575
48 TP53_34 4369 3200 3848 3271 3898 2691
49 TP53_35 2155 1633 2067 1944 2173 1664
50 TP53_36 7229 4477 6151 5488 5718 3783
51 TP53_37 10600 6308 8148 7558 8471 6374
52 TP53_38 141 82 116 71 137 107
53 TP53_39 4097 2302 3551 3818 4158 2803
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amplicon GENE P66 P67 P68 P69 P70 P71
1 BRAF1 3654 2363 4197 4871 3542 2142
2 BRAF2 8571 5777 9440 12545 8873 8256
3 NRAS1 5766 4052 6015 8608 5347 4921
4 NRAS2 4782 3605 6005 7611 5011 5393
5 NRAS3 4959 3182 5339 6958 4501 3980
6 NRAS4 968 2078 5675 4427 357 3101
7 NRAS5 4825 3332 5223 6738 4378 4063
8 KRAS1 6149 4448 7669 9233 5745 4488
9 KRAS2 4086 3241 4959 7574 3234 2631
10 KRAS3 4018 2723 4613 6332 3714 2852
11 KRAS4 4348 3114 5153 7196 4007 3664
12 KRAS5 4129 2889 4535 5752 3411 3032
13 KRAS6 5561 1773 6244 8749 4473 5001
14 KRAS7 4641 3353 5696 7572 4427 3334
15 TP53_1 5951 4191 6991 8359 5660 6969
16 TP53_2 3372 2136 3548 3891 2688 2593
17 TP53 3 1423 595 1503 1371 1871 1290
18 TP53 4 2808 1998 3007 3973 2484 2001
19 TP53 5 2913 2114 2878 4442 1921 1846
20 TP53_6 2421 1355 2543 2438 1781 1086
21 TP53_7 3287 2172 3348 4529 1923 2089
22 TP53_8 199 44 192 159 106 85
23 TP53_9 5905 3964 6514 8317 5006 2807
24 TP53_10 3123 2078 3756 3830 2704 3070
25 TP53 11 6811 5185 7928 10476 6667 7480
26 TP53_12 452 388 436 671 401 333
27 TP53_13 7685 5295 8956 9760 7165 5533
28 TP53_14 10822 7794 13060 14797 10451 13021
29 TP53_15 9884 6251 11478 12614 9047 7879
30 TP53_16 422 213 387 649 191 237
31 TP53_17 5799 3937 6359 7645 5548 6069
32 TP53_18 3795 3211 4292 5372 3604 1841
33 TP53_19 5860 4077 6782 7760 5735 6449
34 TP53_20 4881 3220 5598 6572 4629 5579
35 TP53_21 3716 2868 4279 5229 3516 4337
36 TP53_22 236 123 235 317 175 128
37 TP53_23 7382 3664 7770 8137 6321 4371
38 TP53 24 3016 2116 3427 3690 2612 2612
39 TP53_25 5002 3332 5620 7354 4798 4076
40 TP53_26 2127 1561 2298 3892 1505 1357
41 TP53_27 570 464 577 904 449 309
42 TP53_28 1279 858 1515 2193 1067 1550
43 TP53_29 154 129 209 229 150 122
44 TP53_30 116 52 129 115 109 42
45 TP53 31 2017 1233 2192 2865 1698 2254
46 TP53_32 9627 6966 11253 13314 8609 9356
47 TP53_33 4373 2773 4770 6573 3412 2427
48 TP53 34 4725 3240 5295 6539 4029 3730
49 TP53_35 2698 1937 2983 3372 2312 4018
50 TP53_36 6927 5134 7951 9138 6613 6765
51 TP53_37 10489 7202 12442 14085 9268 9101
52 TP53_38 172 114 242 288 113 211
53 TP53_39 4664 3318 6256 6000 4559 5086
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amplicon GENE P72 P73 P74 P75 P76 P77
1 BRAF1 1671 2874 4541 5496 2243 1986
2 BRAF2 4113 8578 12698 16284 6032 5063
3 NRAS1 2514 4814 4626 8224 3556 2746
4 NRAS2 2794 5559 6453 8646 3698 3536
5 NRAS3 2179 3869 5044 5808 2956 2368
6 NRAS4 918 3235 2525 3000 2107 1919
7 NRASS5 2482 4507 6111 7648 3343 2774
8 KRAS1 2236 4359 5852 8327 3215 2696
9 KRAS2 1576 2618 3804 4586 2089 1593
10 KRAS3 1806 3250 3099 5872 2297 1663
11 KRAS4 1687 4005 5371 8184 2654 1903
12 KRAS5 2050 3075 4685 6811 2337 1812
13 KRAS6 1552 4982 6670 5726 3306 2628
14 KRAS7 1807 3623 4219 5651 2352 1877
15 TP53_1 3261 8210 7532 14306 5062 3722
16 TP53_2 1583 3171 2942 5463 2001 1760
17 TP53_3 463 482 1531 1114 1199 645
18 TP53_4 1125 2088 1784 2831 1766 1361
19 TP53_5 962 1600 1534 2519 1228 1194
20 TP53_6 1160 2301 2298 2514 1394 1312
21 TP53_7 1491 3111 2593 3944 2036 1891
22 TP53_8 130 132 192 269 124 158
23 TP53_9 1745 3417 3365 6216 2693 2300
24 TP53_10 1774 3885 3327 6740 2354 1924
25 TP53_11 2932 7213 5919 10528 4462 3611
26 TP53_12 163 420 298 831 334 226
27 TP53_13 3196 6090 6115 10917 4742 3947
28 TP53_14 6115 13246 12044 22215 9033 7207
29 TP53_15 4562 8738 8673 14588 6506 5575
30 TP53_16 144 241 334 387 206 308
31 TP53_17 3735 8006 7140 14808 5641 4766
32 TP53_18 1485 2868 2950 2412 2423 1556
33 TP53_19 4024 7966 7647 15335 5308 3819
34 TP53_20 3216 5310 5807 11693 4042 2894
35 TP53_21 2326 4324 4749 8965 3434 2391
36 TP53_22 67 70 110 244 87 88
37 TP53_23 4277 6207 6688 12807 5009 4260
38 TP53_24 1664 3766 3290 5954 2140 1764
39 TP53_25 1818 4059 3832 6705 2943 2246
40 TP53_26 748 1547 1851 2494 1149 796
41 TP53_27 282 445 419 549 397 326
42 TP53_28 801 1690 1363 2561 1045 952
43 TP53_29 140 171 152 327 91 159
44 TP53_30 102 91 96 345 60 104
45 TP53_31 1437 2637 2251 4479 1687 1393
46 TP53_32 4101 9204 8737 15228 6031 4988
47 TP53_33 1677 2784 2914 4711 2201 1967
48 TP53_34 1841 4525 4130 7827 2865 2239
49 TP53_35 1954 4688 3980 8020 2741 2298
50 TP53_36 3213 7134 6271 12751 5172 3638
51 TP53_37 4987 10251 9988 17769 7410 5925
52 TP53_38 157 287 199 498 168 121
53 TP53_39 2512 5481 5056 9305 3579 3551
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amplicon GENE P78 P79 P80 P81 P82 P83

1 BRAF1 2298 6702 2685 3147 2101 2940
2 BRAF2 5527 18009 7135 7637 5313 8530
3 NRAS1 3498 7420 4182 4559 2913 5105
4 NRAS2 4346 7816 4736 5440 3131 5727
5 NRAS3 2747 5901 4246 3981 2595 4336
6 NRAS4 1118 2859 1481 1413 2673 2417
7 NRAS5 3011 6463 3913 4148 2621 4279
8 KRAS1 3778 6983 4557 4677 3181 5014
9 KRAS2 2687 3979 2608 2944 1874 3527
10 KRAS3 2347 2412 2679 3158 2205 3017
11 KRAS4 2834 5705 3601 3470 2130 4305
12 KRASS 2183 4619 2941 2868 1959 3175
13 KRAS6 3716 7226 4404 4536 2799 5203
14 KRAS7 3026 4651 3469 3226 2184 3102
15 TP53_1 3936 5379 6174 6217 4064 5893
16 TP53_2 1642 2243 2307 2354 1749 1984
17 TP53 3 532 729 516 768 1327 461

18 TP53 4 1487 1659 1729 1970 1609 2110
19 TP53 5 1544 1657 1628 2008 1329 1894
20 TP53_6 1502 1839 2000 1989 1309 665

21 TP53_7 1996 2561 2820 3100 1987 1701
22 TP53_8 62 172 154 204 131 27

23 TP53_9 2651 3066 3383 3504 2324 2598
24 TP53_10 2042 2919 3437 3153 2117 3202
25 TP53 11 4281 5545 6147 5991 3914 8667
26 TP53_12 285 314 351 501 259 330
27 TP53_13 4073 5019 5518 5913 4170 7138
28 TP53_14 7493 9885 12111 11411 7937 13917
29 TP53_15 5136 7327 8284 8067 5980 6668
30 TP53_16 375 323 221 412 293 382

31 TP53_17 4499 5892 7353 6889 4671 4941
32 TP53_18 2269 2188 2820 2909 2327 627
33 TP53_19 3730 5150 6476 5937 4080 4978
34 TP53_20 2859 4118 4573 4845 3298 4251
35 TP53_21 2857 3452 3874 4931 2842 4107
36 TP53_22 85 77 103 146 95 101

37 TP53_23 3780 5144 5591 6069 4260 3374
38 TP53 24 1933 2546 3423 2960 1921 2556
39 TP53_25 2610 423 3501 3486 2531 4702
40 TP53_26 1133 213 1567 1598 1096 1295
41 TP53_27 457 233 489 303 349 126
42 TP53_28 1012 1096 1402 1398 1009 1280
43 TP53_29 89 57 83 182 101 149
44 TP53_30 37 124 73 150 59 45

45 TP53 31 1401 255 1913 2088 1401 2245
46 TP53_32 5728 1043 8087 8158 5334 9412
47 TP53_33 2517 334 2603 3391 2102 2106
48 TP53 34 2692 435 3740 3834 2293 3610
49 TP53_35 1962 2608 3697 3299 2192 3546
50 TP53_36 3928 780 5952 6000 4299 5923
51 TP53_37 5742 1072 9006 8795 6117 9180
52 TP53_38 181 17 275 259 159 197
53 TP53_39 3313 527 5237 4808 3606 4508

120



amplicon GENE P84 P85 P86 P87
1 BRAF1 2173 2707 4817 3676
2 BRAF2 5195 8243 14281 9944
3 NRAS1 2783 4455 7531 5410
4 NRAS2 3567 5516 9879 6430
5 NRAS3 2615 3906 7175 4966
6 NRAS4 606 1202 6598 3196
7 NRAS5 2867 4356 7765 4905
8 KRAS1 3036 4536 9073 5613
9 KRAS2 2246 3001 5918 3648
10 KRAS3 2126 3254 5859 4025
11 KRAS4 2314 4165 7323 4891
12 KRASS 2350 2904 5306 4005
13 KRAS6 3498 5171 9224 6767
14 KRAS7 2423 2991 5667 3754
15 TP53_1 3644 5558 9648 7894
16 TP53 2 1659 2354 3760 3042
17 TP53 3 1096 339 2324 581
18 TP53 4 1521 1887 3263 2491
19 TP53 5 1456 1589 3551 2178
20 TP53_6 1252 827 1740 1492
21 TP53_7 1633 1926 3187 2945
22 TP53_8 103 50 124 90
23 TP53_9 2400 2106 4085 4022
24 TP53_10 2136 3430 5121 4566
25 TP53_11 4132 7852 12919 9444
26 TP53_12 289 299 498 505
27 TP53_13 4040 6295 12045 7975
28 TP53_14 7436 12926 19622 15927
29 TP53_15 5260 4905 9975 8125
30 TP53_16 253 317 733 335
31 TP53_17 4155 4644 7482 7486
32 TP53_18 1819 3047 5991 4059
33 TP53_19 3838 4663 7395 7170
34 TP53_20 2901 3888 7681 5741
35 TP53_21 2523 3489 6278 5166
36 TP53_22 77 95 248 117
37 TP53_23 3875 2545 4639 5371
38 TP53_24 1884 2466 4514 4027
39 TP53_25 2361 3979 7160 5168
40 TP53_26 1095 1093 2058 1870
41 TP53_27 345 377 710 508
42 TP53_28 926 1191 2497 1761
43 TP53_29 97 89 211 180
44 TP53_30 67 37 72 104
45 TP53_31 1415 2158 3321 2812
46 TP53_32 5336 8756 14531 11285
47 TP53 33 2196 1820 4465 3284
48 TP53 34 2355 3213 5551 4959
49 TP53_35 2283 3448 4482 4651
50 TP53_36 3504 5272 8953 7475
51 TP53_37 5831 9278 14361 12423
52 TP53_38 109 176 386 254
53 TP53_39 2601 4022 6591 5093
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Supplementary Table 2:KRAS, BRAF, NRAS and TP53 variants detected anit tkegiant allele frequency (VAF) per tumor/case analyzed,
the administered treatment and microsatellite status.

KRAS RIS BRAF BRAF NRAS DT TP53 S Microsatellite

PATIENT variant allele variant allele variant allele variant allele Treatment instability
burden burden burden burden

Patient 1 Al46P 44 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 2 Al46T 15 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine
Patient 3 G12A 34 Wild-type 0 Wild-type 0 R273C 26 NO
Patient 4 G12A 36 Wild-type 0 Wild-type 0 S215R 38
Patient 5 G12A 36 Wild-type 0 Wild-type 0 R175H 32 Xelox NO
Patient 6 G12A 41 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 7 G12D 2 Wild-type 0 Wild-type 0 L111R 3 NO
Patient 8 G12D 24 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0
Patient 9 G12D 27 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 10 G12D 39 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 11 G12D 43 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine
Patient 12 G12D 45 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 13 G12D 47 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO
Patient 14 G125 27 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0
Patient 15 G12v 13 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 16 G12v 24 Wild-type 0 Wild-type 0 T253P fsTer92 44
Patient 17 G12v 28 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 18 G12v 30 Wild-type 0 Wild-type 0 R282wW 30 NO
Patient 19 G12v 31 Wild-type 0 Wild-type 0 R156H 27 NO
Patient 20 G13D 10 Wild-type 0 Wild-type 0 R248W 9
Patient 21 G13D 42 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO
Patient 22 K147E 52 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0
Patient 23 Q61H 41 Wild-type 0 Wild-type 0 R175H 51 Xelox NO
Patient 24 Q61L 23] Wild-type 0 Wild-type 0 Cys277ValfsTer68 14 Xelox NO
Patient 25 Wild-type 0 V600E 40 Wild-type 0 C275Y 72 NO
Patient 26 Wild-type 0 V600E 30 Wild-type 0 Wild-type 0 YES
Patient 27 Wild-type 0 V600E 8,5 Wild-type 0 R158C 9 Capecitabine YES
Patient 28 Wild-type 0 V600E 20 Wild-type 0 Wild-type 0 YES
Patient 29 Wild-type 0 V600E 32 Wild-type 0 R196* 84 Xelox
Patient30  Wild-type 0 V600E 6 Wild-type 0 V272M 1,8 NO
Patient 31 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 His178ProfsTer3 42 Capecitabine NO
Patient 32 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R282W 23 Xelox NO
Patient 33 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Q192* 85 NO
Patient 34 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 G112- 68 NO
Patient 35 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Pro152AlafsTer14 63 Xelox NO
Patient 36 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 N2471 74 NO
Patient 37 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Leu201GlyfsTerd7 50
Patient 38 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type Wild-type 0 Tomox
Patient 39 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 c.376-2A>G SPLICE 54 NO
Patient 40 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 V173L 89 Xelox
Patient 41 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R248Q 21 Tomudex NO
Patient 42 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 YES
Patient 43 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 C135F 17 NO
Patient 44 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO
Patient 45 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO
Patient 46 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 47 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0
Patient 48 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 YES
Patient 49 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 50 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R175H 1,5 NO
Patient 51 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R282W 48 Xelox NO
Patient 52 Wild-type 0 Wild-type 0 mutado 2,5 Wild-type 0
Patient 53 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 54 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO
Patient 55 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO
Patient 56 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO
Patient 57 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0
Patient 58 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
Patient 59 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0
Patient 60 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO
Patient 61 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO
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Supplementary Table 3: Ad-hoc statistical power estimation for the Chi-Square and Fisher exact tests used to estimate
the significance of potential association between the distinct gene mutations identified in our patient cohort and the
clinical and biological characteristics of the disease

KRAS mutational status
Variable Categories N. of Cases (%) KRAS mutation P-value Power (1-f§)
Right Colon 44 (51) 17 (39)
Site of primary Left Colon 39 (45) 7 (18) 0.05 1.00
tumor
Rectum 4 (4) 0(0)
Well 24 (30) 12 (50)
Grade of
AC ¥
differentiation Moderadate 49 (61) 10 (20) 0.04 1.00
Poor 7 229
; ; No 68 (78 22 (32
Ly mp_hox ascular (78) (32) 0.05 0.43
Invasion Yes 19 (22) 2 (11)
BRAF mutational status
Variable Categories N. of Cases (%) BRAF mutation P-value Power (1-§)
Well 24 (30) 0 (0)
Grade of
2 - 3 :
e Moderadate 49 (61) (6) 0.02 1.00
Poor 7 2(29)
; No 80 (91 34
Pent.oueal _ oD ) 0.006 0.79
carcinomatosis Yes 7(9) 3 (43)
- 115 No 48 (89 2(4)
MICTO'S&-?.ICHIIC (89) ( 0.007 0.75
instability Yes 6(11) 3 (30)
TP53 mutational status
Variable Categories N. of Cases (%)  TP353 mutation P-value Power (1-p)
Male 51 (59) 21 (41)
Gender 0.05 0.54
Female 36 (41) 8(22)

Bold letters indicate adequate statistical power (Power (1-f)> 0.8).
Only variables that displayed a statistical significant association with the mutational status of the different genes
investigated are included in this table. Other clinical and biological disease features statistically not significantly associated
with the mutational status for the investigated genes showed a statistical power below the established threshold of >0.80.,

due to small sample size.
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Supplementary Table 4: Statistical power calculation for progression free survival (PFS) and overall survival (OS)

based on the log-rank test

Progression free survival

Variable N. of cases % 2-year PFS P-value Power (1-p) (2-tail)
Gender
Male 41 90%
0.03 0.77
Female 33 63%
TNM stage at diagnosis
Stage 0/1/11 42 91% 043
Stage 111 26 75% <0,001 NAN
Stage IV 6 0% NAN
Grade of differentiation
Well 22 95% 041
Moderate 46 77% 0.03 0.94
Poor 6 33% 0.82
Lymphovascular invasion
No 60 83%
0.004 0.73
Yes 14 54%
Perineural invasion
No 57 83%
0.03 0.49
Yes 17 62%
BRAF
Wild type 69 79% )
0.05 0.20
Mutated 5 60%
Overall survival
Variable N. of cases % 2-year OS P-value Power (1-p) (2-tail)
TNM stage at diagnosis
Stage 0/1/11 42 97% 0.31
Stage 111 26 88% 0.02 045
Stage IV 6 80% 0.08
Tumor size
<4 cm 44 100%
0.005 0.00
>4 cm 30 81%
Microsatellite instability
No 43 92%
0.01 0.97
Yes 5 40%
BRAF
Wild type 69 94%
0.001 0.24
Mutated 5 80%

NAN: it is not possible to calculate this value.

Bold letter indicate adequate statistical power (Power (1-f)> 0.8).

125



126



2. Articulo 2: “Heterogeneidad del estado
mutacional de KRAS, NRAS., PIK3CA y BRAF en
muestras pareadas de tumores primarios,
ganglios linfaticos y metastasis hepaticas
obtenidas de pacientes con cancer colorrectal

metastasico”.

OBJETIVOS: A dia de hoy es bien sabido que las mutaciontégdoras en los
genesKkRASy NRASse asocian con una respuesta deficiente a |lgsasranti-EGFR en
pacientes con cancer colorectal (CCR) metastasktdemas, se ha visto que
aproximadamente la mitad de los pacientes con C&RK&ASnativo (no mutado) no
responden a estas terapias. Esta ausencia desespl&atamiento podria deberse a que
la decision terapéutica se basa en el perfil momatidel tumor primario, sin considerar la
posibilidad de que coexistan pequefios subclonegldéas tumorales con mutaciones en
RAS en otras muestras tumorales del paciente, igandjhfaticos mestastasicos o

metastasis hepaticas.

MATERIAL Y METODOS: En este trabajo analizamos el perfil mutacional de
los geneKRAS, NRAS, BRAFPI3BKCAmediante PCR especifica de alelo en formato de
microarrays de baja densidad en muestras paread28 timores primarios, 16 ganglios
metastasicos y 34 muestras de metastasis hepgtmaedentes de 26 pacientes con CCR
metastasico no tratados (n = 76 muestras) .

RESULTADOS: De manera global se detectaron un total de 37 aiun@s en
las 76 muestras tumorales analizadas (11 en tumpresarios, 9 en metastasis
ganglionares y 17 en metastasis hepaticas). Lasacmoes mas frecuentemente
encontradas en tumores primarios fueKiRAS (15%) y PISBKCA (15%), seguidas por
NRAS (8%) y BRAF (4%). La distribuciébn de las mutaciones enconsada las 16
metastasis ganglionares analizadas fue la siguiehtenuestras (25%) presentaron
mutaciones en el gelkRAS 3 (19%) en el gelNRASy 1 mutacion en cada uno de los

genesPI3KCA y BRAF (6%). Como era de esperar, la mutacidbn mas praealen las
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metastasis hepaticas fue en el gRAS (35%), seguido de los genB$3KCA (9%) y
BRAF (6%). De los 26 pacientes estudiados, 15 (58%}raros una concordancia global
entre las mutaciones detectadas en las metastagjanares y las metastasis hepaticas en
comparacién con el tumor primario, lo que sugiarausencia de evolucién clonal. Por el
contrario, los 11 pacientes restantes (42%) no navast concordancia entre los perfiles
mutacionales identificados entre los tumores piimsar y las muestras
ganglionares/metéastasis hepdaticas, sugiriendo daepcia de evolucién clonal a nivel

inter-tumoral.

CONCLUSIONES: En este estudio confirmamos la presencia de difese
perfiles mutacionales entre tumores primarios, statés ganglionares y metastasis
hepaticas. Estos hallazgos sugieren la necesidegbtizar el analisis mutacional en todas
las muestras tumorales disponibles de los pacieoieCCR metastasico antes de tomar
decisiones terapéuticas con anticuerpos monocleaalk-EGFR.
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ABSTRACT

It is well known that activating mutations in the KRAS and NRAS genes are
associated with poor response to anti-EGFR therapies in patients with metastatic
colorectal cancer (mCRC). Approximately half of the patients with wild-type (WT)
KRAS colorectal carcinoma do not respond to these therapies. This could be because
the treatment decision is determined by the mutational profile of the primary tumor,
regardless of the presence of small tumor subclones harboring RAS mutations in
lymph nodes or liver metastases. We analyzed the mutational profile of the KRAS,
NRAS, BRAF and PI3KCA genes using low-density microarray technology in samples of
26 paired primary tumors, 16 lymph nodes and 34 liver metastases from 26 untreated
mCRC patients (n=76 samples). The most frequent mutations found in primary tumors
were KRAS (15%) and PI3KCA (15%), followed by NRAS (8% ) and BRAF (4%).
The distribution of the mutations in the 16 lymph node metastases analyzed was
as follows: 4 (25%) in KRAS gene, 3 (19%) in NRAS gene and 1 mutation each in
PI3KCA and BRAF genes (6%). As expected, the most prevalent mutation in liver
metastasis was in the KRAS gene (35%), followed by PI3ZKCA (9%) and BRAF (6%).
Of the 26 cases studied, 15 (58%) displayed an overall concordance in the mutation
status detected in the lymph node metastases and liver metastases compared with
primary tumor, suggesting no clonal evolution. In contrast, the mutation profiles
differed in the primary tumor and lymph node/metastases samples of the remaining
11 patients (48%), suggesting a spatial and temporal clonal evolution. We confirm
the presence of different mutational profiles among primary tumors, lymph node
metastases and liver metastases. Our results suggest the need to perform mutational
analysis in all available tumor samples of patients before deciding to commence anti-
EGFR treatment.
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INTRODUCTION

Sporadic colorectal cancer (SCRC) is the third most
frequently diagnosed cancer worldwide and the third most
common cause of cancer-related death | 1]. Approximately
300,000 new cases of sSCRC are reported cach year and
200,000 patients (67% of cases) die from cancer-related
complications. most of them as a consequence of the
metastatic process (i.e.. mostly liver metastasis) [2]. In
recent years, therapies with anti-EGFR agents targeting
the metastatic process have improved sCRC outcome.
but only a subset of selected patients benefit from these
treatments [3]. It is well known that activating mutations
in the ARAS (35% of cases) and NRAS (1-3%) genes are
associated with poor response to anti-EGFR therapies,
which rules out anti-EGFR-directed therapy as an option
for these patients [4]. The BRAF V600E mutation occurs
in 10-15% of metastatic CRC (mCRC) cases [5]. but does
not predict resistance to anti-EGFR therapies. However,
BRAF mutation is a strong marker of poor prognosis in
mCRC [5]. Genetic events in additional nodes of the
EGFR pathway. such as PI3KCA exon 20 mutations, may
also confer resistance to anti-EGFR therapies [6. 7]. In
addition. up to 50% of the patients with wild-type (WT)
KRAS colorectal carcinoma do not respond to this therapy.
possibly because the decision to treat is determined by
the mutational profile of the primary tumor, regardless
of the presence of small tumor subclones harboring RAS
mutations in lymph nodes or liver metastases. The most
recent European Society for Medical Oncology (ESMO)
guidelines for the management of patients with metastatic
sCRC recommend that RAS mutation testing be performed
in either primary tumor or liver metastasis samples,
tissue from other metastatic sites, such as lymph node
metastases., may be used if neither a primary tumor nor a
liver metastasis sample are available [8]. Most studies have
employed primary tumor samples from sCRC patients to
define the mutations of KRAS, NRAS. BRAF and PISKCA
genes [9, 10]. However, apparently contradictory results
have been reported about the concordance between the
mutational status of these genes in primary (umors and
their corresponding liver metastases. Thus. while several
papers report full concordance between primary tumors
and liver metastases [11-13]. others have found up to 31%
[14] of discrepancies. In addition, studies comparing the
mutation distribution in primary tumors and lymph node
metastases in the same patient are scarce [15. 16]. Our
research group has recently provided detailed information,
obtained from the use of FISH and high-density single-
nucleotide polymorphism (SNP) array techniques. about
the clonal heterogeneity and genetic diversity within a
given tumor, whereby different abnormalities coexist
in the same tumor sample (intratumoral heterogeneity)
[17]. However, the precise patterns of intratumoral clonal
evolution estimated from the mutational profile of the
genes associated with the EGFR signaling pathway. and

their relationship with the neoplastic clones present in
primary vs. lymph node metastases vs. metastatic tumor
samples (intertumoral heterogeneity) remain controversial.
It is important to identify intratumoral and intertumoral
heterogeneity since both could affect the response to
targeted therapies.

Here. we analyzed the mutational profile of KRAS.
NRAS, BRAF and PI3KCA genes using low-density
microarray technology in samples of 26 paired primary
tumors, 16 lymph nodes and 34 liver metastases from 26
untreated mCRC patients (n=76 samples). Our aims were:
(1) to identify mutational profile differences between
paired primary vs. lymph node metastases vs. multiple
liver metastases samples that might explain resistance to
therapies n WT primary tumor, and (2) to describe the
spatial intratumoral heterogeneity and temporal clonal
evolutionary processes.

RESULTS

Mutation frequencies and intratumoral and
intertumoral genetic heterogeneity

In all DNA samples a successful amplification of
the mutant or WT allele was obtained by PCR. Mutations
in at least one of the analyzed genes and/or one tumor
sample (primary tumor. lymph node metastases or
liver metastases) were found in 13 patients (50% of
cases). Overall. 37 mutations were detected in the 76
tumor samples (11 in primary tumors, 9 in lymph node
metastases and 17 in liver metastases). The mutations
found in primary tumors were most frequently of the
KRAS and PI3KCA genes (cach with 4/26 cases: 15%).
followed by those of the NRAS (2/26; 8%) and BRAF
(1/26:; 4%) genes. The mutations in the 16 lymph node
metastases were distributed as follows: 4 (25%) in KRAS.
3 (19%) in NRAS and 1 in each of the P/3KCA and BRAF
genes (6%). As expected. the most prevalent mutation
in liver metastases was in the KRAS gene (12/34: 35%).
followed by the PI3KCA (3/34: 9%) and BRAF (2/34: 6%)
genes.

Detailed information about each patient and
their sample mutation profile is provided in Table 1.
Of the 26 cases studied. 15 (58%) displayed an overall
concordance in the mutation status detected in the lymph
node metastases and liver metastases compared with
primary tumor (13 cases were WT and the other two had
a KRAS mutation: G12D and G12V). suggesting no clonal
evolution. In contrast. in the other 11 patients (42%), the
mulation profile differed between the primary tumor and
lymph node/metastasis samples. suggesting intertumoral
clonal evolution.

Figure 1 summarizes the hypothetical pathways of
intratumoral and intertumoral clonal evolution detected in
these samples, The mutation profile identified in primary
tumors was considered the founder clone portrait, the
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Table 1: Details of the clinical, biological and genetic characteristics and type of sample studied of each individual
metastatic colorectal cancer patient analyzed in this study (n=26)

CLINICAL FEATURES GENETIC PROFILE OF ANALYZED SAMPLES
CEA
" Age  Serum Site of Histological PT size TNM  Peritoneal Other 9 Lymph 2
Eatieiits {Gender (Years) levels PT grade (em) stage  metastasis metastases kL node LM #1 LM#2 LM A LM #4
(ng/ml)
i Right = = =
1 M alb 294 Well 38 T3NOMI No No WT - WT - - -
colon
2 M 74 1484 i:ﬁf: Well 4 T3IN2ZM1 No No WwT WT WT - -
3 M 76 40 Right o derle 55 TINIMI Mo Lung WT WT i) 5 S
colon (G12D)
Right KRAS KRAS KRAS
552 Moderate 3 N2 _ B B
4 M 62 155 ol Moderate 3 T3N2MI1 No Lung (G12D) (G12D) (G12D)
Left .. 5
5 M 69 76 colon Well 3 T3NOMI1 Yes Lung WT - WT - - -
Left ”
6 M 64 256 Well 7 T3NOMI No No WT - WT -
colon
KRAS KRAS
Left . (G12D) KRAS BRAF (G12D)
A 3 e 25 \f s -
7 M 5 - Wl 5 TauE0 e o PISK (G12D)  (V6OOE)  PI3K
(E545K/D) (H1047R)"
BRAF
Left . = . PI3K (V6OOE) KRAS PI3K KRAS
5 [ /
g 2 1 0% e Well o, DNIMLE 3o Ng (H1047R)  NRAS  (G12D)  (H1047R)* (G12DY
(G12D)
KRAS
> Left & KRAS (G12D) KRAS KRAS KRAS
233, 3 { N .
? Boow T solon el & BN N9 o (G12D) NRAS  (G12D)  (GI2D) (G12D)
(Q61K)
Left . s e
10 M 77 2449 Well 5.5 T3NIMI No No WwT - WT -
colon
Left 3 =N
11 M 61 12 Moderate 3 T2ZNOMO No No WT - WT -
colon
e Left o NRAS NRAS KRAS
2 - 5 A T: y "
12 F 75 1145 calon Moderate 9 T4N1MI Yes Lung (G12D) (Q61K) (G12V)
13 F 58 501 i'jl; Moderate 5 TAN2ZMI  Yes Lung WT WT WT - 4 .
14 M 72 454 cJ:l!nf; Poorly 4 T3INIMI Yes No WwT WT WT - - -
o Left = PI3K KRAS BRAF
8 32 , M les I 3 u E
15 F & 329 colon Poorly 4 T4NZMI1 Yes No (E545K/D)  (G12D) (V600E)
16 M 66 37 Rectum Well 85 T3INOMO No No WT - WT* - -
17 ko) 62 139 Rectum Well 4 T3NOMI No No WT WT -
% BRAF KRAS
P AR W - " "
18 M 74 64  Rectum Well 5 T3INIMO No No (VEOOE) WT (G12A)
19 M 3 5892 Rect Well 4 T3NIMO Ni Ni WT K wT*
' e ¢ : N a (ES45K/D) . . i
20 M 77 583 Rectum Well 9 3NIMI1 No No WT WT g -
‘ ' (E545K/D)
21 M 63 232  Rectum Well I TANZM1 No No WT WT WT -
22 M 64 54  Rectum Well 7 T4NOMO No No WT wT* -
KRAS KERAS
9 / o 5 / \ - .
23 M 79 08 Rectum Well 5 T4NOMI No No (G12V) (G12V)
24 F 76 1498 Rectum Moderate 25 T3NIMI No No WT WT WT WT WT WT
. PI3K KRAS
5 A 5 3 { V' - -
F 49 6.8 Rectum  Moderate 6 T3INIMI No No (ES45K/D) WT (G12V)
- o NRAS
N . ¥ s y 5 1 - : :
26 M 74 110 Rectum Moderate 5 T4NOM1 No No (Q61H) WT

Abbreviations: M male, F: female. CEA. carcinoembryonic antigen, PT' primary tumor, LM different liver metastases developed in each patient, well: well-differentiated
adenocarcinoma: moderate: moderately differentiated adenocarcinoma; poor: poorly differentiated adenocarcinoma: WT: wild-type: - not applicable. ‘metachronous sample.
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Patient 3 Patient 18

BRAF (VEOOE)

Patient 7

Patient 8

Patient 20

Patient 25

Patient 12

Pi3K
(E545K/0)

Patient 26

NRAS (Q61H)

Figure 1: Intratumoral and intertumoral mutation heterogeneity of primary colorectal carcinomas as determined
by the presence of different mutation status for KRAS, NRAS, PIK3 and BRAF genes. Only those patients with mutation
heterogeneity across the three tumor samples in one or more of the four examined genes are shown (n=11). A detailed description of all
patients (n=26) and samples (number and type) analyzed can be found in Table 1. Each circle represents a tumor cell clone detected in the
sample analyzed. Tissue origin in represented by the following pictures: ¥ for the primary tumor; ¥ lymph node: # liver metastasis. If
more than one sample per tissue was studied it is mentioned in the figure (n= number of samples).
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most common profile being characterized by the presence
of two clones (n=6). one of which harbored a mutation
in PI3KCA (n=3), BRAF (n=1) or NRAS (n=2). and the
other one being a WT clone. However, there were four
cases where the primary tumor was characterized by the
presence of only one clone (n=4) —either a WT clone
(n=3) or a mutated KRAS clone (n=1)— and another
patient with three clonal populations in the primary
tumor (a WT subclone and two subclones with KRAS
and PI3KCA mutations). With respect to the lymph node
melastasis status, all cases presented with one clonal
population; four cases were WT and six cases harbored
different mutations. Of the latter mutated cases, two
were characterized by the presence of a KRAS mutation,
and there were single cases cach of an NRAS mutation,
simultaneous BRAF/NRAS mutations, a KRASNRAS
mutation, and a PI3KCA mutation. Only one of the six
cases had a mutation concordant with its primary tumor
sample.

Considering the liver metastases. nine cases showed
one clonal population, the most frequent being a KRAS-
mutated clone (n=5), followed by a WT clone (n=2). and
BRAF (n=1) and PI3KCA (n=1) mutated clones. The two
other cases had two clonal populations. the first with
KRAS and PI3KCA mutated clones, and the second with
one clone featuring a KRAS plus PI3KCA mutation and a
second clone exhibiting a BRAF mutation.

Clonal evolution patterns

Two patterns of clonal evolution are plausible from
the evidence of these samples: (1) no evolution. when the
mutation profile in the primary tumor is the same as in the
Iymph node metastases or liver metastasis sample and (2)
linear evolution, when the primary tumor profile acquires
additional mutations during the process of migration to the
Iymph node or liver.

Regarding the transition from primary tumor to
the lymph node metastascs. five cases showed no clonal
evolution (patients 3, 7, 18, 20 and 25) and five cases
displayed lincar evolution (patients 8. 9. 12, 15 and 19).
For the cases of primary tumor to liver metastasis. no
evolution pattern was observed in three (patients 9, 19 and
26), and linear evolution was detected in seven of them
(patients 3, 7, 12. 15, 18, 20 and 25). One case showed a
mixed pattern (patient 8). whereby a WT clone acquired
a KRAS mutation that was present in two liver metastasis
samples (linear evolution) and another /3KCA-mutated
clone without any evolution.

DISCUSSION

Approximately 30% of patients with sCRC have
KRAS mutations and arc resistant to EGFR inhibitors,
and up to 50% of metastatic colorectal cancer (mCRC)
cases with KRAS wild-type (WT) do not respond to anti-

EGFR therapies [18. 19]. The presence of a KRAS WT
genotype in the primary tumors from mCRC patients does
not guarantee any benefit from EGFR inhibitors [19]. so
the availability of other factors that could predict treatment
resistance is of great importance for identifying which
KRAS WT mCRC patients will be non-responders and
who will develop resistance after an initial response.

The aim of this study was to describe the
intertumoral heterogeneity of mCRC tumors through
the mutation frequency of four key driver genes (KRAS.
NRAS. PIK3CA and BRAF) in 76 samples from 26
untreated mCRC patients at diagnosis corresponding
to 26 primary tumors. 16 lymph node metastases and
34 liver metastasis samples and then to establish the
intratumoral pathways of clonal evolution. To the best of
our knowledge. this is the first study to propose and test a
hypothetical model of intratumoral and intertumoral clonal
evolution of the most frequently altered genes (KRAS,
NRAS. PIK3CA and BRAF), comparing the mutational
status in liver metastases. lvmph node metastases versus
paired primary colorectal tumors, using low-resolution
arrays. Overall, our results show that colorectal cancers
are highly heterogeneous tumors at the intratumoral and
intertumoral genetic levels, which probably affects the
response to targeted anti-EGFR agents.

Primary tumor heterogeneity 1s a well-recognized
challenge to personalized medicine [20-22]. Previous
studies have revealed clonal heterogeneity of KRAS
mutations within primary mCRC |23, 24| and regarding
the concordance in mutation status between primary
tumors and metastatic deposits [25. 26]. However.
mutational heterogeneity across synchronous deposits
and lymph node metastases is not well described. Taking
KRAS mutations as an example., some studies showed
100% concordance between primary CRC tumors and
paired metastases [12, 13]. while others reported 4-30%
discordance [14. 15]. Losi ef al. |11] studied primary
tumors and paired metastases from 35 patients, and found
that KRAS mutations were present in 71% of cases with
100% concordance. even in the local recurrences of the
same patient. However. the literature suggests an incidence
of KRAS mutations in approximately 45% of cases with
mCRC |9, 27. 28]. In addition, the series analyzed by
Knijn et al. (n=305 patients) showed 96% concordance in
the KRAS gene status between primary (umor and paired
liver metastases [29]. This finding is consistent with
KRAS mutations mostly occurring as an carly molecular
event. On the other hand. there is increasing evidence
of a degree of discordance in the KRAS mutational
status between different tumoral samples from the same
patient. Recently, Jeantet ef al. [30] reported that 33%
of cases with spatial intratumoral heterogeneity for RAS
mutations coexisted within the same tumor with KRAS
and/or NRAS mutated and WT zones. Kosmidou e/ al.
[31] found similar intratumoral heterogeneity of KRAS
mutations (44% discordance) when they compared tumor
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center and tumor periphery. Al-Mulla ef al. [16] analyzed
KRAS status in 26 liver metastases and 31 lymph node
samples and detected an overall discordance rate of 19%
in the two subgroups compared with the primary tumor,
Furthermore, the discordance reached 30% in the series
analyzed by Albanese ef al. [14]. Likewise, Miranda ef
al. [32] found different rates of KRAS mutations in lvmph
nodes (19%). liver metastases (38%) and primary tumors
(32%) in 101 sCRC patients. The lower mutation rate in
Ivmph nodes compared with primary tumors may indicate
that neoplastic cells colonizing lymph nodes leave the
primary tumor before KRAS alterations occur, or, if it is
assumed that the primary tumor comprises different cell
clones. one of these clones is responsible for survival and
proliferation in the cells of the primary site. On the other
hand. the presence of higher rates of KRAS mutations
in liver melastases can be explained by the gradual
acquisition of mutations as a secondary alteration during
disease progression.

Other genes involved in the EGFR signaling
pathway (NRAS, BRAF and PIK3CA) have been widely
studied in primary sCRC. Mao ef al. in their review and
meta-analysis [26], examined the concordance of KRAS,
BRAF. and PIK3CA mutational status between primary
tumors and metastases, finding high concordance rates
among liver metastases with primary tumor. but low
concordance for the three biomarkers with lymph node
metastases. Baldus ef al. [15] studied 100 patients and
found major discordances in primary tumor versus
lymph node metastases. whereby 17 out of 55 patients
(31%) whose KRAS mutation profile was examined had
a discordant result. This heterogeneity was also found in
4% and 13% of cases for BRAF and PIK3CA. respectively.
As we have previously shown with FISH and high-density
single-nucleotide polymorphism (SNP) array techniques
[17]. the metastases from an individual with mCRC are
extremely similar to each other but are divergent from
the paired primary tumor. Particular clonal genetic events
present in the metastasis samples can also be found in
restricted subclones of the primary tumor, suggesting
that only some tumor cells within the primary tumor have
the ability to metastasize, as is sometimes observed in
human medulloblastoma [33]. Another explanation for
our findings is that the primary tumor may have been
resceded by a metastatic clone that had experienced
additional genetic events at the periphery. In our series.
mutations of the KRAS gene were more frequent in liver
metastases (36%) than in primary tumors (16%). The
greater incidence of KRAS mutations in liver metastases
implies that they are acquired mutations. There is a
general consensus that cancer progression arises from a
single mutated cell, followed by a clonal expansion
associated with genctic alterations. The acquisition of
these alterations can result in the emergence of new tumor
subclones with different genotypes. In this context. we
observed that 13 out of 16 WT primary tumors did not

change their molecular profile during discase progression,
which means that it is more likely that WT primary tumors
will not clonally evolve. This may be because they are
made up of a single non-mutated clone and are genetically
stable; several studies have examined prognostic
markers of outcome after liver resection for colorectal
cancer metastases and concluded that genetic stability
1s associated with a better outcome |34]. In addition, we
observed that in 5 of the 11 cases showing lincar clonal
evolution between the primary tumor and the lymph node
metastasis. four were WT clones. As previously discussed
[15, 32]. the lower incidence of mutations in lymph node
metastases indicates that these metastases are caused
by tumor clones that escape from the primary tumor in
the carly stages of the diseasc. before KRAS or other
mutations occur. In addition, clonal selection during the
metastatic process is noted. since the mutations in PIK3C4
are not observed during tumor progression (only two cases
had acquired PIK3CA mutations in liver metastases).
Clones with mutated KRAS are observed from the outset
or during the metastatic process. It is well known that
RAS and BRAF mutations are mutually exclusive [35], but
our study shows that the presence of either a KRAS or a
BRAF mutation in primary tumor or at metastatic siles.
does not preclude the presence of the other mutation in
a different location. The presence of distinct mutations
among samples of the same patient suggests that there
might be different tumor clones in a primary tumor and as
the disease progresses the mutational profile of the clones
is modified.

Since only KRAS and NRAS mutations preclude
patients from being treated with EGFR inhibitors, and
in clinical practice most mutational status studies are
performed in primary tumors [8]. in our serics. 20 of
the 26 patients would have been classified as WT, and
thereby candidates for anti-EGFR treatments. Of these
20 WT primary tumor patients, five had mutations in
KRAS or NRAS in lymph nodes or liver metastases, which
means that if only primary tumors had been analyzed
when looking for mutations in KRAS and NRAS. five
mutant, EGFR inhibitor-resistant cases would have been
misdiagnosed. The presence of different tumor clones in
a primary malignancy and at its metastatic sites, along
with clonal evolution in sSCRC might explain why some
patients do not respond to EGFR inhibitors, and confirm
the utility of evaluating KRAS and NRAS mutations not
only in primary tumors, but also at all metastatic siles.

In summary. in this study we confirm the presence
of different mutational profiles in primary tumors. lymph
node metastases and liver metastases. We believe that
the presence of acquired mutations in genes involved in
the EGFR pathway at metastatic sites could explain why
not all patients respond to EGFR. These results highlight
the need to analyze the mutations in all available tumoral
samples of the patient before deciding upon anti-EGFR
treatment. Larger studies assessing the therapeutic impact
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of the mutation portrait detected in the different tumor
samples of the same patient are needed.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

Tissue specimens from 26 sporadic colorectal
carcinomas, 16 paired lvmph node metastases and 34
paired liver metastases (n=76 samples) were obtained
from 26 patients (19 males and 7 females) before any
systemic treatment or local radiotherapy was given. The
median age was 67 years (range, 48-79 years). All patients
had undergone surgical resection of tumor tissues (primary
tumors, metastatic lvmph nodes and liver metastases) at
the Department of Surgery of the University Hospital of
Salamanca (Salamanca. Spain) between 2000 and 2013,
and they were recruited into the study after they had given
their informed consent to participate. The study underwent
institutional review and was approved by the Local Ethics
Committee of the University Hospital of Salamanca
(Salamanca. Spain).

Salient clinical and laboratory data of the 26 patients
studied arc fully described m Table 1 and summarized
in Supplementary Table 1. All tumors were diagnosed
and classified according to the WHO criteria [36] and
staged according to the TNM Classification of Malignant
Tumours (6th edition) [37]. By tumor grade. there were 16,
8 and 2 cases of well. moderately and pootly differentiated
carcinomas. The histopathological grade of all tumors
was confirmed in a second independent evaluation by an
experienced pathologist.

Eleven primary tumors were localized in the rectum
and the other 15 were in the right (caeccum, ascending or
transverse) or left (descending or sigmoid) colon. The
median size of the primary tumors was 3.3 cm (range, 2.5-
9.0 ¢cm) with the following distribution by TNM stage:
T2NOMO, 1 tumor; T3NOMO, 1; T3NOMI. 4: T3N1MO,
2: T3ANIMI., 8; T3N2MO, 1: T3N2MI., 3: T4ANOMO. 1,
T4NOMI, 2;: TANIMI, 1: and; T4N2M]1, 2 tumors. Paired
liver metastases were identified at the time of colorectal
surgery or during the first year after initial diagnosis
(n=25); the mean size of the largest liver metastases was
4.0 cm (range. 0.5-10.0 cm).

Once the histopathological diagnosis had been
cstablished. sections from paraffin-embedded tissue
samples were cut from three representative areas of
the tumor tissue with >70% tumor cell infiltration as
established by hematoxylin-eosin staining, after excluding
stroma-enriched tumor areas. In order to enrich the tumor
cells. the neighboring arcas of those containing >70%
tumor cells were then microdissected from the paraffin-
embedded tumor tissue samples by an experienced
pathologist. DNA was extracted and isolated using a
Maxwell® 16 System for Genomic DNA Extraction
(Promega, Mannheim, Germany) and quantified using a

Qubit dsDNA BR assay (Invitrogen. Life Technologies.
CA. USA).

Mutational analysis using low-density
microarray technology

After the histopathological diagnosis. primary
tumor, lymph node metastasis and paired liver meltastasis
of each patient were tested for mutations in the KRAS,
NRAS. BRAF and PI3K genes using a multiplex allele-
specific PCR-based assay, which assesses 44 mutations in
KRAS codons 12, 13, 539, 61. 117 and 146 (G12A, GI12C,
GI12D. G12R, G128, G12V, G13D, A59E, A59G. A59T.
Q61K (C>A). Q61K (C=AA). Q61L. Q6IR. Q61H(A>T).
Q61H(A>C). K117N(A>C). K117(A>T). A146P. A146V,
and A146T). NRAS codons 12, 13. 59. 61. 117 and 146
(G12D, GI12C, G128, GI2A. G12V, GI3D, GI3R, G13V,
AS9T. Q61K Q61R. Q61L. Q61H(A>C). Q61H(A>T),
K117N(G>C), K117N(G>T). Al146T and A146V)) and
BRAF codon 600 (VOOOE(T>A), VOOOE(G=AA). V600D,
V600K and V6OOR). A total of 76 assays (26 primary
tumors, 16 lymph node metastases and 34 liver metastases)
were performed using two kits based on polymerase
chain reaction amplification and array hybridization
with different probes. following the manufacturer’s
instructions (CLART® CMA-KRAS-BRAF-PIK3CA
and CLART CMA-NRAS 1KRAS kits: Genomica SAU
Technology, Madrid, Spain). Estimated sensitivity was 1%
as established by the manufacturer.

Patient and public involvement

This study analysed cancer tissues from de-linked
database. Therefore. we did not inform or disseminate
to patients the research question. the outcome measures
and the results. Patients were not involved in the study.
including in the design. recruitment and conduct of
the studv. No patient adviser was included in the
contributorship statement.

Statistical methods

Means, standard deviations (SDs) and ranges of
continuous variables, and the frequencies and percentages
of dichotomous variables were calculated using IBM
SPSS for Windows version 20.0 (IBM Corp.. Armonk,
NY. USA).
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Spatio-temporal tumor heterogeneity in metastatic CRC tumors:
a mutational-based approach

SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary Table 1: Clinical and biological characteristics of sporadic colorectal cancer (SCRC) patients (n=26)

Clinical Features Total (n=26)
Age (years)’ 67 (48-79)
Gender

Female 7(27%)

Male 19 (73%)
Site of primary tumor

Right colon 4 (16%)

Left colon 11 (42%)

Rectum 11 (42%)
Histological type

Adenocarcinoma 25 (96%)

Adenocarcinoma with signet ring cells 1 (4%)
Grade of differentiation

Well-differentiated 16 (61%)

Moderately differentiated 8 (31%)

Poorly differentiated 2 (8%)
Histopathological tumor classification

pT2 1 (4%)

pT3 19 (73%)

pT4 6 (23%)
Histopathological lymph node status

pNO 9 (35%)

pN1 11 (42%)

pN2 6 (23%)
Metastatic status

MO 6 (23%)

Ml 20 (77%)
Stage at diagnosis

Stage 1 1 (4%)

Stage ITA 1 (4%)

Stage 11B 1 (4%)

Stage 111B 3 (11%)

Stage IV 20 (77%)
Tumor size (¢cm)® 5.3 (2.5-9)
CEA serum levels’ 204 (0.8-1484)

<5 ng/ml 4 (15%)

>5 ng/ml 22 (85%)

‘Results expressed as median (range), or number of cases (percentage).
CEA: carcinoembryogenic antigen.






3. Articulo 3: “Implicaciones pronésticas de la
expresion proteica de EGFR en CCR y su
correlacion con el nimero de copias del gen,
niveles de ARNm y regulacion de la expresion
por miARN”

OBJETIVOS: EIl cancer colorrectal (CCR) esporadico es la tarceeoplasia
diagnosticada con mayor frecuencia en todo el munda segunda causa de muerte
relacionada con cancer. La mayoria de estas musstesausadas por la diseminacion
metastasica del tumor primario (principalmente iglatlo). Recientes estudios genéticos
sugieren que el potencial metastasico radica groglio tumor primario. Sin embargo,
estos hallazgos aun no han sido confirmados a mgabmico mediante técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ), técnica que habitualmesée utiliza para la clasificacion
pronéstica del CCR esporadico. El objetivo de estudio fue explorar el impacto
pronéstico de los marcadores de IHQ que tipicamsetausan en la rutina para el

diagnostico de CCR esporadico.

MATERIAL Y METODOS: Analizamos el valor prondstico de la expresion de
las proteinas alteradas mas frecuentemente emlom@mas colorrectales esporadicos de
51 pacientes con CCR (25 tumores que desarroltagiastasis hepaticas y 26 tumores no
metastasicos, con una mediana de seguimiento den@68s) utilizando técnicas de IHQ.
Ademas, en todos los casos evaluamos la expresitan rggulacion del gen EGFR
empleando arrays de alta densidad (ARNm y miARRa&ja los estudios de del nimero de
copias (CNV) del gen EGFR, se utilizaron array$Stés de 500K y técnicas de FISH.

RESULTADOS: Las Unicas diferencias estadisticamente signiigat
encontradas en la expresion IHQ entre CCR metastagi no metastasicos fueron para
MLH1 (p = 0.05), PMS2 (p = 0.02), CEA (p <0.001EGFR (p <0.001). La expresion de
la proteina EGFR se asocid con la presencia destasisi en los ganglios linfaticos (p =
0,001), metastasis hepaticas en el momento delndktigo (p <0,001) y estadios
avanzados de la enfermedad (p <0,001). Ademas, ngRomS una asociacion
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significativa entre la positividad IHQ de EGFR celnnimero de copias del gen EGFR,
determinado por FISH y arrays de SNPs, asi comoniggles de ARNm de EGFR,

detectados por arrays de oligonucledtidos. Al misimmpo, confirmamos observaciones
previas sobre miARNs candidatos de la regulaciola @spresion de EGFR, identificando
interacciones potenciales de dos mMIARNs, miR-134niR-4328, que podrian estar
implicados en la regulacion de la expresion de E@&RRtumores no metastasicos y
metastasicos, respectivamente. La expresion de E@FR 0,005) se asocid con un
pronadstico significativamente peor. El analisis tinaliante de factores prondésticos para la
supervivencia global (SG) mostré la expresion dé&FEGp=0.047) y el estadio pTNM

(p<0.001) como factores prondsticos independientes.

CONCLUSIONES: En general, nuestros resultados muestran queptasgn de

la proteina EGFR y el nimero de copias de EGFRoastastrechamente relacionados
entre si. La expresion de EGFR podria estar regylad mecanismos de amplificacion o
polisomias, observado con mayor frecuencia en tesnanetastasicos, o por miARNs
(miRNA-134) en tumores no metastasicos. Tambiéntnao®s que la expresion IHQ de
EGFR y el numero de copias de EGFR estan estrect@medacionados. La expresion de
EGFR en pacientes con CCR parece estar relaciauadan mayor potencial metastasico
y menor supervivencia, lo que proporciona inforrdacprondstica adicional al estadio
PTNM.
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Clinicopathological features and prognostic implications of
EGFR protein expression in sporadic colorectal tumors:
Correlation with copy number status, mRNA levels and

miRNASs regulation

By Sofia del Carmen, Luis Antonio Corchete, Ruth Gervas, Alba Rodriguez-Carrefio, Maria Garcia-Muiioz,
José Antonio Alcazar, Jacinto Garcia, Oscar Bengoechea, Maria Eugenia Sarasquete, Luis Mufioz Bellvis,
José Maria Sayagués and Mar Abad

Abstract: Sporadic colorectal cancer (sCRC) is the
third most frequently diagnosed cancer worldwide
and is the second most frequent cause of cancer-
related deaths. Metastatic dissemination of the
primary tumor (i.e., mostly liver metastasis) is the
main cause of death of sCRC patients. We
investigated the prognostic value of the expression of
the most frequently altered proteins in primary
colorectal carcinomas from 51 sCRC patients (25 liver
metastatic and 26 non-metastatic tumors) with a long
median  follow-up (103 months) using
immunohistochemistry (IHC) techniques. We also
evaluated the expression and regulation of the EGFR
gene using mRNA and miRNA genes by high-
throughput arrays. For studies of copy number
alteration (CNA) of the EGFR gene, 500K SNP arrays
and FISH techniques were wused. The only
statistically significant differences found between
liver metastatic and non-metastatic sCRCs were
those involving antibodies to MLH1 (p=0.05), PMS2
(p=0.02), CEA (p<0.001) and EGFR (p<0.001). EGFR
protein expression was associated with the presence
of lymph node metastases (p=0.001), liver metastases
at diagnosis (p<0.001), and advanced stages of the
disease (p<0.001). In addition, there was a significant
association between EGFR IHC positivity, EGFR
gene copy number, determined by FISH techniques

SPORADIC COLORECTAL CANCER (sCRC) is
the third most frequently diagnosed cancer
worldwide and 1s the second most common cause
of cancer-related deaths [1.2]. Approximately
300,000 new cases of sCRC are reported each year
and 200,000 (67%) of these patients die from
sCRC-related complications. Metastatic
dissemination of the primary tumor, mostly liver
metastasis, is the main cause of death of sCRC
patients [3]. It has long been believed that the
genetic/biological markers associated with the
ability of sCRC to invade distant tissues already
reside within  primary tumor cells [4.5].
Determining the markers that would help identity
patients who are at risk of harboring or developing
metastases could contribute significantly to the
development of new strategies for the diagnosis
and management of the disease.

We and others have recently shown that
metastatic sCRC-specific genomic alterations,
such as del(17p) and del(22q). are shared by
primary tumors and their paired liver metastatic
samples [5-8], but are absent from non-metastatic
sCRC tumors [6]. Notably, such genomic
alterations of sCRC are closely associated with

and SNP arrays, and EGFR mRNA levels, detected
by oligonucleotide arrays between metastatic and
non-metastatic CRC cases. At the same time, we
confirmed and extended previous observations about
the candidate miRNAs targeting EGFR expression,
identifying potential interactions of two miRNAs,
miR-134 and miR-4328, in non-metastatic and
metastatic tumors, respectively. The expression of
EGFR (p=0.005) was associated with a significantly
worse outcome. Multivariate analysis of the
prognostic factors for overall survival identified two
independent variables that predicted an adverse
outcome, the expression of EGFR (p=0.047) and
pTNM stage (p<0.001). Overall, our results show that
EGFR protein expression and EGFR copy number
were closely related to each other. The EGFR
expression could be regulated by amplification
mechanisms or high levels of polysomy, which are
frequently observed in metastatic tumors, or by
miRNAs (ie.,, miRNA-134) in non-metastatic tumors.
We also showed that the possible involvement of
EGFR expression in sCRC patients with liver
metastasis appears to be intrinsically related to
increased metastatic potential and poor outcome,
providing additional prognostic information about
the pTNM stage.

unique gene expression profiles (GEPs) [9].
Despite the exceptional utility of genomic methods
in the discovery phase of experimentation, their
use 1s limited in most hospitals since they are
expensive techniques and difficult to apply n
paraffin-embedded material. For these reasons. mn
practice, most routine diagnoses are performed
using immunohistochemistry (IHC) techniques.
These  drawbacks  hinder  the  clinical
implementation of new disease biomarkers. In this
context, [HC 1s an important technique for
biomarker validation for several reasons: 1) it
allows direct visualization of biomarker expression
in histologically important regions of the examined
tissue; 11) clinical laboratories typically perform
IHC on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
sections processed by standard methods,
potentially making hundreds of millions of
specimens available for study [10]: and 1i1)
validated THC assays may be readily introduced
into chinical practice

Nevertheless. the development of miRNA
technology and deep-sequencing techniques has
provided tools for the detection and discovery of

regulatory RNA molecules [11]. Several miRNA



registry databases (miRDB v21, TargetScan 7.2,
miRWalk 3, and miRTarBase 7.0) feature details
of more than 2000 human miRNA genes, of which
134 were predicted to be potential regulators of
EGFR expression. In this study, we searched the
miRDB v21 database (http://www.mirdb.org) for
candidate miRNAs that regulate EGFR expression,
and examined whether the predicted miRNA
regulators of EGFR displayed expression levels
that were inversely correlated with expression
levels of the EGFR gene. We identified EGFR as a
potential target of miRNA-134 and miRNA-4328,
for non-metastatic and metastatic tumors,
respectively.

In the present study. we used IHC techniques to
mvestigate the prognostic value of the expression
of the proteins most frequently altered in primary
colorectal carcinomas from 51 sCRC patients (25

PATIENTS AND SAMPLES

Tissue specimens from 51 sCRC patients who
had undergone surgical resection of primary tumor
tissues between June 2000 and September 2007 1n
the Department of Surgery of the University
Hospital of Salamanca, Salamanca, Spain, were
mcluded in the study, prior to any cytotoxic
therapy being given.

In all cases, tumor diagnosis and classification
were performed according to the criteria of the
AJCC [12]. The median follow-up at the moment
of closing the study was 103 months (range: 1-172
months). About half the patients (n=25; 49%)
developed liver metastases during the first 8
months after colorectal surgerv (n=16). or later,
during follow-up (n=9). The other 26 patients
(51%) were non-metastatic sSCRC cases, selected
on the basis of the absence of metastatic
dissemination after a minimum follow-up of 5
years. Patient clinical, laboratory and follow-up
data are summarized in Table 1.

The study was approved by the local ethics
committee of the University Hospital of
Salamanca, and informed consent was given by
each participant before entering the study.

Tissue microarray (TMA.) Paraffin blocks
containing formalin-fixed primary tumors were
obtained from all patients. In each case, a 0.6-mm
diameter core biopsy was taken from the tumor in
the paraffin blocks using a tissue microarray
mstrument. Tissue cores from each specimen were
assembled on recipient paraffin  blocks and
embedded. Two colon cancer TMAs were
prepared using a Beecher MTA-1 Manual Tissue
Microarrayer, incorporating tissue selected by a
pathologist from histological sections. One TMA
contained samples from metastatic tumors and the
other contained non-metastatic cases. Cores of
normal tissue were added and all tumor samples
were included in triplicate in both TMAs.

liver metastatic and 26 non-metastatic tumors)
with a long median follow-up. We also analyzed
the expression and regulation of the EGFR gene by
mRNA and miRNA genes using high-throughput
arrays. Copy number alteration (CNA) of the
EGFR gene was examined using 500K SNP arrays
and FISH techniques. Overall, our study revealed
that EGFR protein expression and copy number
are closely related and that EGFR expression, as
shown by IHC, is an independent prognostic factor
of overall survival (OS) in sCRC patients.

This work This work has been partally supported by grants

Jfrom the Gerencia Regional de Salud de Castilla y Leon,
Valladolid, Spain (GRS1302/4/16), and the Fundacion
Memoria de Don Samuel Solorzano Barruso, Salamanca,
Spain

Immunohistochemistry. We  performed
immunohistochemical staining on  4-pm-thick
sections of the TMA blocks. Paraffin sections were
deparaffinized in xylene and rehydrated in graded
ethanol. Microwave-induced antigen retrieval was
performed in 0.01 M ctrate buffer., pH 6.0.
Endogenous peroxidase activity was blocked using
0.3% hydrogen peroxide in methanol for 15 min.
Antibodies and reagents were included
automatically using the Leica BOND-III processor
(A. Menarini Diagnostics, San Diego, CA),
following previously published standard protocols
[13].  Sections were counterstained with
hematoxylin, dehydrated and mounted. Primary
antibodies,  dilutions,  manufacturers  and
interpretations are specified in Supplementary
Table 1.

FISH analysis. Separate FISH analyses were
performed for each TMA, one containing samples
from metastatic tumors and the other from non-
metastatic cases. The TMA slides were preheated
at 60°C overnight, then deparaffinized in xylene
and ethanol. The slides were submerged in Vysis
Paraffin Pretreatment Reagent (Vysis; Downers
Grove, IL) for 13 min at 80°C in a waterbath. After
the sections had been rinsed with deionized water,
the slides were treated with protease solution (250
mg pepsin + 62.5 ml 0.2 N HCL, pH 1.0) for 13
min at 37°C m a waterbath. After ninsing and air-
drying, 20 pl of probe was applied to each TMA
slide. A set of two probes (LSI-EGFR. spectrum
orange; CEP-7, spectrum green) (Vysis Inc..
Downers Grove, IL) was used. The slides were
coverslipped and sealed with rubber cement,
denatured for 5 mun at 75°C, and then hybridized
overnight at 37°C. Denaturation and hybridization
were performed in a Hybrite thermocycler (Vysis).
For post-hybridization washing, the slhides were
immersed in 2 X SSC with 0.3% NP-40 at 73°C in
a waterbath for 1 min. The TMA slides were air-
dried in the dark, then counterstained with 20 pl of



DAPI (Sigma. St. Louis, MO). 5 ul of Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame. CA) was used
as an antifading agent. The number of
hybridization spots per nuclei of = 200 cells per
sample was quantified using a BX60 fluorescence
microscope  (Olympus. Hamburg., Germany)
equipped with a 100x o1l objective. EGFR gene
amplification was defined as an EGFR/CEP7 ratio
> 2, m accordance with the manufacturer’s
recommendations.

Identification of copy number alterations by
SNP arrays. Data [rom two 250-K Affymetrix
SNP mapping arrays (Nspl and Styl SNP arrays;
Affymetrix, Santa Clara, CA) previously reported
by us [8] were used to analyze EGFR CNAs. The
aroma.alfymetrix algorithm was used, following
the CRMA version 2 method in R, as described
elsewhere [14] (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria; available at:
http://www.aroma-project.org. accessed 18 March
2014). The array normalization steps we used have
been described by Munoz-Bellvis ef al. [15]. Data
from the 250-K Styl and 250-K Nspl arrays were
then integrated into a single database, and raw
copy number values were calculated as
transformed log, values of the following ratios
calculated for each patient: group 1 primary
tumor=normal PB, group 2 primary tumor=normal
PB, and group 1 primary tumor=group 2 primary
tumor.

The criteria used to define single-point copy
number changes in the EGFR gene were based on
values of p<0.01 for at least seven markers per
DNA segment. and median segment values were
assigned to each probe using smoothed values. For
the idenftification of CNAs (gamns or losses), a
threshold was established based on the changes
observed in the fluorescence intensity of sequential
DNA segments for primary tumor versus PB (log,
ratio cutoff values of >0.09 and <20.09 for gains
and losses, respectively). Moderated t tests were
used to identify significant differences in copy
numbers between metastatic and non-metastatic
samples (FDR-corrected p<0.05).

Gene expression profile microarray studies.
Data from two expression arrays, Allymetrix
PrimeView Human Gene Expression and the
microRNA 3.0 Expression arrays (Santa Clara,
CA). previously reported by us [16] were used to
analyze EGFR expression. Raw GEP data were
obtained from the Gene Expression Omnibus
(GEO) database with accession number
(GSEB1582. The data are based on sets of 49,395
and 5.683 probes for the Affymetrix PrimeView
Human Gene Expression microarray and the
microRNA 3.0 microarray, respectively. For data
analysis, raw GEP data were normalized with the
Robust Multi-array Average (RMA) algorithm,
which includes sequential background correction,
intra- and inter-microarray well normalization,
probe set summarization and calculation of
expression signals [17]. Unsupervised

classification of samples and the EGFR gene was
performed by multi-dimensional scaling (MDS)
and hierarchical clustering analysis (HCA) based
on the expression signal detected for each gene of
each probe set, using Simfit statistical software
(http://www.simfit.org.uk). Clustering was carried
out using Fuclidean distances and the linkage
method  group average. Genes differentially
expressed (MIRNA and mRNA) between tumoral
and non-tumoral samples were identified by
supervised  two-class unpaiwred  significance
analysis of microarray (SAM) [ 18] based
on a ¢-value cut off of <0.01 and an absolute >2.0-
fold change cutoff.

miRNA candidates acting as regulators of the
EGFR gene in colorectal samples were identified
by Pearson correlation analysis, which determined
the significant associations between deregulated
miRNA and EGFR gene transeripts in primary
colorectal tumors, compared with non-tumoral
colorectal tissue. The psych R-package, based on
an adjusted FDR of <0.05 was used. We analyzed
134 candidate miRNAs targeting EGEFR
expression predicted from the miRDB database.
Each  potential miRNA-mRNA  interaction
identified was subsequently evaluated against
databases of experimentally validated miRNA
mteractions (TarBase 8.0 and miRWalk-database)
and miRNA target prediction tools (DIANA-
microT-CDS v5.0, miRWalk-database,
TargetScanHuman and miRecords) [ 19. 20].

Mutation  analyses  using  low-density
microarray technology. After histopathological
diagnosis. each tumor was tested for mutations of
the KRAS. NRAS and BRAF genes using a
multiplex allele-specific PCR-based assay that
assesses 44 mutations in KRAS codons 12, 13, 59.
61, 117 and 146 (GI2A. GI12C, G12D, GI12R.
G128, G12V, G13D. AS9E, A59G. AS9T, Q61K
(C=A). Q61K (C>AA), Q61L. Q61R. Q61H
(A>T), Q61H (A=C). K117N (A>C). K117(A>T),
Al146P. A146V, and A146T). NRAS codons 12,
13, 59, 61, 117 and 146 (G12D, GI12C. G128,
GI12A, G12V. G13D, GI3R, G13V, A59T, Q61K,
Q61R. Q61L, Q611 (A>C). Q6lll (A=T), K117N
(G=C), KI117N (G>T), Al46T and A146V) and
BRAF codon 600 (V6OOE(T>A). V60OE (G=AA),
V600D, V600K and VGOOR). 51 assays were
performed wusing two kits based on PCR
amplification and array hybridization with various
probes. following the manufacturer’s instructions
(CLART® CMA KRAS BRAF and CLART®
CMA NRAS 1KRAS kits: Genomica SAU
Technology. Madrid. Spain).

Statistical analyses. The mean, standard
deviation (SD) and range of all continuous
variables were calculated in SPSS v.22 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA); dichotomous variables
were reported as frequencies and percentages. To
evaluate the statistical significance of group
differences, unpaired Student’s t and Mann-
Whitney U tests were used for normally and non-
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normally  distributed  continuous  variables,
respectively. For dichotomous variables, the X’
test was used. Overall survival (OS) curves were
plotted according to the Kaplan—-Meier method,
and the log-rank test (one-sided) was used to
determine the statistical significance of the
differences between survival curves. Prognostic
factors for OS were 1dentified by multivanate
stepwise Cox regression, using forward selection,
and considering only those variables that showed a
significant association with OS 1in the univariate
analysis. Statistical significance was concluded for
values of p (or, where appropriate, Pearson-
corrected p) <0.05.

RESULTS

1. Patient characteristics. Overall, 51 patients
diagnosed with sCRC at the University Hospital of
Salamanca (38 males and 13 females; median age
of 67 vears, ranging from 38 to 83 years) were
studied.  Histologically, all  cases  were
adenocarcinomas. By tumor grade. 35. 14 and 2

cases were classified as well, moderately and
poorly differentiated carcinomas, respectively. In
all  cases, histopathological grade  was
systematically confirmed in a second, independent
evaluation by another experienced pathologist. The
most relevant clinical and laboratory data for each
individual sCRC patient studied are summarized in
Table 1.

All patients underwent complete surgical
tumor resection (R0). sCRC cases with liver
metastases were most frequently located in the
rectum (p=0.02), and tended to show a higher
frequency of lymph node metastases (p<0.001)
and abnormally higher CEA serum levels
(»<0.001) than non-metastatic patients (Table 1).
From the prognostic point of view, sCRC with
liver metastases also had a higher frequency of
deaths associated with significantly shortened
patient OS (median. 30 wvs. 100 months,
respectively; p<0.001). By contrast, no significant
differences were found between liver metastatic
and non-metastatic CRC cases with respect to
patient age. gender and histological grade (Table
1).

Table 1. Clinical and biological characteristics of patients with metastatic (n=25) and non-metastatic

(n=26) sporadic colorectal cancer (sCRC) at diagnosis.

Variable Non-metastatic sCRC Metastatic sCRC Total
(n=26) (n=25) P (n=51)
Age (years)* 67 (38-83) 67 (48-79) NS 67 (38-83)
Gender
Female 7 (27%) 6 (24%) NS 13 (25%)
Male 19 (73%) 19 (76%) 38 (75%)
Site of primary tumor
Right colon 9 (35%) 4(16%) 13 (26%0)
Left colon 14 (54%) 10 (40%) 0.020 24 (47%)
Rectum 3(11%) 11 (44%) 14 (27%)
Histopathological grade
Well differentiated 19 (73%) 16 (64%) 35 (69%)
Moderately differentiated 6 (23%) 8 (32%) NS 14 (27%)
Poorly differentiated 1 (4%) 1 (4%) 2 (4%)
Histopathological tumor classification
pT1 1 (4%) 0(0%) 2 (4%)
pT2 6 (23%) 1 (4%) 0.060 6 (11%)
pT3 11 (42%) 19 (76%) 30 (59%)
pT4 8 (31%) 5 (20%) 13 (26%)
Lymph node
involvement
pNO 26 (100%) 9 (36%) 35 (69%)
pN1 0 (0%) 11 (44%) <0.001 11 (21%)
pN2 0 (0%) 5 (20%) 5 (10%)
TNM stage at diagnosis
1 6 (23%) 1 (4%) 7 (14%)
A 1 (4%) 2 (8%) 3 (6%)
1B 17 (65%) 0 (0%) 17 (33%)
A 0 (0%) 0(0%) <0.001 0 (0%)
B 2 (8%) 1 (4%) 3(6%)
mc 0 (0%) 1 (4%) 1 (2%)
I\Y 0 (0%) 20 (80%) 20 (39%)
CEA serum levels* 4.18 (0.60-17.96) 269.22(0.84-1484) <0.001 118.63 (0.60-1484)
Number of deaths** 2 (8%) 13 (72%) <0.001 15 (34%)
OS (months)** 99.69 (71-124) 31.61 (7-96) <0.001 71.84 (7-124)

Results expressed as number of cases (percentage), except * as median (range) ** survival rate caleulated for 44 patients (26 non-
metastatic and 18 metastatic). CEA! carcinoembryogenic antigen. OS: overall survival, NS, no statistically significant differences

found between groups (p=>0.05)



2. Immunohistochemistry. All tumors were
positive for CK20 and CDX2, confirming their
enteric origin. For most primary antibodies
analyzed, sCRC with liver metastases had similar
expression profiles to those of non-metastatic
tumors; this included similar (p=>0.05) levels of
expression of MSH2, MSH6. ¢-Mye, Her2, p53. -
catenin, and Ki-67 antibodies (Table 2). The only
statistically sigmficant differences found between
liver metastatic and non-metastatic sCRCs were

those involving antibodies MLH1 (p=0.05). PMS2
(p=0.02), CEA (p<0.001) and EGFR (p<0.001).
All cases showing loss of MLHI (20% of cases)
and PMS2 (25%) expression, and absence of CEA
expression (22% of cases) were non-metastatic
tumors; most liver metastatic tumors had a positive
value of EGFR membranous expression (79% vs.
38% of non-metastatic cases). It should be noted
that none of the non-metastatic tumors showed
>35% positivity for EGFR antibody (Table 2)

Table 2. Immunohistochemical expression in patients with metastatic (n=25) and non-
metastatic (n=26) sporadic colorectal cancer (SCRC) at diagnosis.

Marker Non-metastatic Metastatic Total
sCRC (n=26) sCRC (n=25) r (n=51)
MLI1
Loss 5(20%) 0 (0%) G 5(10%)
Normal 20 (80%) 25 (100%) ’ 45 (90%)
PMS2
Loss 6 (25%) 0 (0%) 650 6 (14%)
Normal 18 (75%) 18 (100%) ’ 36 (86%)
MSH2
Loss 2 (8%) 0 (0%) NS 2 (4%)
Normal 22 (92%) 23 (100%) 45 (96%)
MSH6
Loss 2 (8%) 0 (0%) NS 2 (4%)
Normal 23 (92%) 24 (100%) 47 (96%)
c-Myc
<10% 2 (8%) 7 (29%) Mg 9 (19%)
>10% 22 (92%) 17 (71%) 39 (81%)
Her2
0/1+ 26 (100%) 23 (96%) 49 (98%)
2+ 0 (0%) 0 (0%) NS 0 (0%)
3+ 0 (0%) 1 (4%) 1(2%)
ps3
0 6(23%) 7 (29%) 13 (26%)
<10% 9 (35%) 6 (35%) NS 15 (30%)
>10% 11(42%) 11 (46%) 22 (44%)
p-catenin
Negative 18 (69%) 11 (46%) Hd 29 (58%)
Positive 8(31%) 13 (54%) 21 (42%)
CEA
Negative 11 (22%) 0 (0%) <0.001 11 (22%)
Positive 15 (88%) 24 (100%) ' 39 (78%)
EGFR
0 16 (62%) 5(21%) 21 (42%)
1-10% 4 (15%) 1 (4%) 5 (10%)
10-35% 6(23%) 4 (17%) e 10 (20%)
>35% 0 14 (58%) 14 (28%)
Ki-67
<50% 15 (58%) 19 (83%) o 34 (69%)
=50% 11 (42%) 4 (17%) ) 15 (31%)

Results expressed as number of cases (percentage); CEA: carcinoembryogenic antigen; NS: no
statistically significant differences found between groups (p=0.05).

3. Association between the
immunohistochemical profile of sCRC tumors
and other features of the disease. Fxpression of
EGFR >35% was associated with the presence of
lymph node metastases (p=0.001), liver metastases
at diagnosis (p<0.001), advanced stages of the
disease (p<0.001) and KRAS mutations (p=0.001).
In contrast, f-catenin expression was significantly

associated with microsatellite instability (p=0.007)
and NRAS mutations (p=0.01). In tum. patients
who displayed moderate or intense positivity for
CEA antibody were more frequently associated
with localization in the rectum (p=0.03), advanced
stages (stage IV. p=0.007). presence of lymph
node metastases (p=0.01), liver metastases
(p=0.003) and BRAF mutations (p=0.008). As
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shown in Table 3, c¢-Myc expression was
significantly associated with advances stages
(stage IV; p=0.03), while patients showing Ki-67
expression were significantly more likely to
exhibit microsatellite instability (p=0.03) and
BRAF mutation (p=0.04) than those without such
expression.

4. Impact of immunohistochemical profile on
patient overall survival. EGFR expression was

associated with a significantly worse outcome
(p=0.005; Figure 1 and Table 4). Advanced TNM
stage (p<0.001) and CEA serum levels greater than
5 ng/ml (p=0.008) were also associated with an
adverse impact on patient OS (Table 4).

Multivariate analysis of the prognostic
factors for OS revealed two wvariables that
independently predicted an adverse outcome:
EGFR expression (p=0.047) and pTNM stage
(p=<0.001).

Figure 1. Overall survival of sCRC patients stratified according to IHC EGFR

expression (n=49).
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Figure 2. Copy number alterations (CNAs) and EGFR gene expression levels detected in primary

tumors from patients with metastatic and non-metastatic SCRC. CNA status assessed by Affymetrix

5000K single nucleotide polymorphism (SNP)array platform (panel A) and FISH techniques [probes

for the identification of chromosome 7 centromere (7pll; green spots) and EGFR gene (7p11.2: red

spots)] (panel B). EGFR gene expression profile analyzed by oligonucleotide arrays (Affvmetrix

Prime View Human Gene Expression microarray) (panel C) and immunostaming techniques (20x) (panel

D).
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Table 4. Chinical, biological and immunohistochemical characteristics of sporadic colorectal
cancer patients (n=50) and their association with overall survival.

N Univariate Multivariate HR
analysis analysis (95% CI)
Variable
Age
<72 years 28 (55%) NS
=72 vears 23 (45%)
Gender
Male 38 (76%)
Female 13 (25%) N8
Site of primary tumor
Colon 37 (73%) NS
Rectum 14 (27%)
TNM stage at diagnosis
Stagel/TI 27 (53%)
Stage IIT 4 (8%) p<0.001 p<0.001 0.096 (0.039-0.237)
Stage IV 19 (39%)
Tumor size
<4 cm 10 (20%) :
=4 em 41 (80%) NS
CEA serum levels
<5ng 21 (48%) . o
~5ng 23 (52%) RARIR W
Microsatellite instability
No 42 (84%)
Yes 8 (16%) e
EGFR
<35% 36 (73%)
~359% 13 (27%) 0.005 0.047 3.2(1.013-10.02)
p-catenin
Negative 29 (58%) NS
Positive 21 (42%)
CEA
Negative 11 (22%) NS
Positive 39 (78%)
c-Myc
<10% 9 (19%)
=10% 39 (81%) =
Her2
Negative 49 (98%) "
3+ 1 (2%) L
Ki-67
<50% 34 (69%) ‘
>50% 15 (31%) e
P53
0 13 (26%)
<10% 15 (30%) NS
>10% 22 (44%)

Results expressed as number of cases (percentage). NS: not statistically significant (p>0.05). HR: hazard ratio.

5. EGFR protein expression and copy
number. There was a significant association
between EGFR IHC positivity, EGFR gene copy
number. as determined by FISH, and SNP arrays
and GEP. detected by oligonucleotide arrays,
between metastatic and non-metastatic CRC cases
(Figure 2) and the whole series (Table 5 and
Figure 3). Most tumors with a low level of EGFR
IHC expression (<35%) were disomic (75% of
cases, as revealed by FISH), had a normal profile
(68% of cases, demonstrated by SNP arrays) and a
low level of expression of EGFR mRNA
determined by oligonucleotide arrays (<4 log,
expression; 55% of cases), whereas all tumors with
EGFR 1IHC overexpression =35%) showed
amplifications (57%) or a high proportion of
polysomies (43%) with FISH, and most exhibited
EGFR gains (71%) in the SNP analysis. In
addition, all tumors with a high degree of EGFR
IHC positivity (=35%) were verexpressed in
oligonucleotide arrays (>4 log, expression).

6. miRNA genes potentially regulate EGFR
gene expression. In order to determine the impact
of the miRNAs on EGFR gene expression in sCRC
tumors, 134 candidate miRNAs targeting EGFR
expression predicted from the miRDB database
were combined to investigate potential correlations
between miRNAs and the EGFR gene transcript in
metastatic and non-metastatic tumors. Evaluation
of each pair of potential miIRNA-mRNA targeting
EGFR genes identified potential interactions for
two inversely correlated (absolute R>0.71;
p<0.0001) pairs of miRNA-mRNA genes. Based
on currently available miRNA target prediction
algorithms and databases, such interactions
corresponded to only two predictable interactions
for the inversely correlated miRNA-mRNA pair
(Table 6), miR-134 and miR-4328, in non-
metastatic and metastatic tumors, respectively.



Table 5. Correlation between EGFR immunohistochemical (IHC) expression. EGFR gene copy
number, determined by FISH technmiques and SNP-arrays, and GEP. detected by oligonucleotide
arrays, in patients with sporadic colorectal cancer at diagnosis.

EGFR IHC expression

<35% =35% r
FISH

Normal 27 (75%) 0

Amplification 0 8 (57%) <0.001
Polisomy 9 (25%) 6 (43%)

SNPs

Normal 21 (68%) 2(29%)

Gain 10 (32%) 5 (71%) 0.07
GEP*

< 17 (55%) 0

=4 14 (45%) 7 (100%) .00

FISH: interphase fluorescence m situ hybridization; SNP; single nucleotide polymorphism;
GEP: gene expression profile; IHC: immunohistochemistry, Results expressed as number
of cases and percentage in parentheses
*Log2 expression
SNPs arrays and GEP studies were performed in 38 cases due to sample restrictions

Table 6: mIRNA-mRNA mteractions identified in non-metastatic and metastatic colorectal patients
by Pearson correlation analysis of the expression signal identified for EGFR transcripts, detected by
the Affymetrix Primeview human gene expression array and the microRNA 3.0 expression array.

miRNA R P Classification of interaction Source of validation/prediction
Non-metastatic tumors

hsa-miR-134 st =072 <0.001 Predicted miRWalk, miRDB, MiRanda, DIANAmT
hsa-miR-3144-3p -0.53  0.006 Predicted miRWalk, mRDB, TargetScan
hsa-miR-465%-5p -0.52 0.007 Predicted miRWalk, mRDB

hsa-miR-133b -0.51  0.009 Predicted miRDB

hsa-miR-651 st -0.47 0.01 Predicted miRDB, TargetScan
hsa-miR-27a-star st -0.46  0.02 Predicted miRDB, MiRanda, TargetScan
hsa-miR-4476 -0.42 0.03 Predicted miRDB, miRWalk, TargetScan
hsa-miR-155 st -0.42 0.03 Predicted miRDB, TargetScan

hsa-miR-1227 st -0.42  0.03 Predicted miRDB, miRWalk, TargetScan
hsa-miR-3126-3p -0.42 0.03 Predicted miRDB, TargetScan

Metastatic tumors

hsa-miR-4328 -0.71 0.001 Predicted miRDB, TargetScan, MiRanda, DIANAmT
hsa-miR-651 st -0.64 0.006 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-3616-5p -0.63 0.006 Predicted miRDB, TargetScan
hsa-miR-876-3p -0.62 0.008 Predicted miRDB, miRWalk
hsa-miR-1233 st -0.61 0.01 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-548e st -0.60 0.01 Predicted miRDB

hsa-mir-302¢_st -0.59  0.01 Predicted miRDB

hsa-mir-373_st -0.55 0.02 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-3686 -0.55  0.02 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-19a-star st -0.55 0.02 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-646 -0.54  0.03 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-4504 -0.53  0.03 Predicted miRDB, TargetScan
hsa-mir-141 st -0.52  0.03 Predicted miRDB, TargetScan, miRWalk
hsa-miR-4659%a-5p -0.52  0.03 Predicted miRDB, TargetScan

R Pearson correlation coefficient.



Figure 3. Correlation between EGFR gene expression using oligonucleotide arrays and

CNA by SNP arravs in patients with sporadic colorectal cancer at diagnosis. The graphs

show the regression lines for Y as a function of X (solid line) and for X as a function of

Y (dashed line). If these regression lines are approximately perpendicular, it indicates
that X and Y are not linearly correlated. The closer the lines, the greater the correlation.
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DISCUSSION

Sporadic colorectal cancer (sCRC) patients
who do not show or develop distant metastasis are
often cured by surgical resection of the primary
tumor, with optional administration of adjuvant
therapy. However. the chances of a cure are
dramatically reduced when metastasis to the liver
or other organs occurs. Even though our
understanding of the genetic mechanisms
underlying the early stages of familal [21] and
sCRC has significantly advanced in recent years
[22], the role of IHC in stratifying patient risk is
still controversial [23-31]. In this study, we
investigated the immunohistochemical profile of
primary tumors from metastatic and non-
metastatic sSCRCs. To avoid [alse-negative non-
metastatic cases, only sCRCs with a relatively long
follow-up (median, 103 months) were selected for
the non-metastatic tumor group. Similarly, only
liver metastatic patients who had undergone
complete resection of their primary and metastatic
tumors were included in the metastatic patient
group.

Antibodies targeting the proteins most
frequently involved in sCRC [32, 33] were
specifically applied for the immunohistochemical
characterization of the two patient groups.
Previous  observations showing that liver
metastatic and non-metastatic sCRCs [34. 24]
share a similar pattern of protein expression, as
revealed by IHC, were confirmed by our finding of
similar  immunohistochemical  profiles in
metastatic and non-metastatic liver tumors for the

expression of most of the antibodies studied (e.g.,
high levels of c-Myc and p53. Her2 negativity. and
Ki-67 expression <=<50% in most cases).
Conversely, MLHI, PMS2, CEA and EGFR
expression were significantly more prevalent in, or
even exclusive to. liver metastatic tumors. These
findings are evidence of a potential role for these
four proteins in the metastasis of sCRC to the
liver.

Previous reports of immunohistochemical
analyses of metastatic disease from colorectal
tumors indicated the presence of microsatellite
instability (MSI) caused by the loss of DNA
mismatch repair (MMR) activity in 15% of sCRC
tumors [35. 36]. In line with other studies, and
using similar methods. our results showed the
presence of MSI in 16% of the sCRC cases
studied. The rate of detection of MSI was also
significantly higher in non-metastatic than in liver
metastatic cases. as has been suggested by other
groups [36-38]. Several studies have shown that
the microsatellite profile in sSCRC provides useful
prognostic  information [37], indicating that
patients with MSI neoplasms have better OS and a
modified response to conventional chemotherapy
[39]. However, the better prognosis of MSI
carcinomas 1s highly debatable: many studies
demonstrate that they have similar -clinical
behavior to microsatellite-stable (MSS)
carcinomas. and the clinical benefit has only been
observed in stage II tumors [40]. There is still no
definitive explanation of the prognostic advantage
accruing from MSI. although intense lymphocytic
infiltration, increased rate of apoptosis, and
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infrequent occurrence of allelic loss or mutation of
TP53, DCC, KRAS and BRAF in MSI colorectal
cancer have been proposed as being responsible
for their clinical behavior [41-43].

The consensus statement of the College of
American Pathologists published in 1999 indicated
that pathological TNM stage, extramural venous
invasion, and preoperative CEA serum level are
the most important category I prognostic factors
[44]. Tt 1s well established that the preoperative
CEA scrum level is an important prognostic factor
[44. 45], whereby levels greater than 5 ng/ml are
related to worse prognosis. In fact, in a recent
study, we reported the existence of highly
prevalent, abnormally high CEA serum levels
(27.5 ng/ml) in the great majority of primary
sCRC patients with synchronous liver metastasis
[6]. Consistent with the findings of previous
studies using THC techniques [31]. we observed a
significantly higher level of CEA expression in
patients with metastatic tumors than in those with
non-metastatic tumors. CEA is involved in cell
adhesion, protecting cells [rom anoikis (apoptosis
induced by the loss of anchoring of the cell to the
extracellular matrix) [46], which favors the cell’s
metastatic potential. In addition, CEA can bind to
Kupffer cells [47]. modulate the inflammatory
response in the liver, and protect tumor cells from
oxygen radicals [48]. [n vitro studies have shown
resistance of cells expressing CEA to lysis induced
by activated killer cells (LAK cells) [49]. These
biological functions of CEA may explain why
tumors with stronger expression have greater
metastatic potential.

In addition to CEA expression associated with
the metastatic process. we also found EGFR
expression to be an independent prognostic factor
of disease outcome, as previously observed
[50.51]. Previous studies employing THC analysis
[50,51] have shown an association between EGIR
expression and liver metastasis in sSCRC patients;
here. we also found that EGFR-positive tumors
had lymph node metastases and a higher TNM
category at diagnosis. Similarly, Goos ef al. [52]
reported that, in a series of 323 patients with
metastatic CRC, those who strongly expressed
EGFR had a worse prognosis. Other studies have
found a correlation between EGFR expression and
more advanced disease [51.53,54], metastatic
spread [31.55,56] and worse prognosis [57]. In
addition, Du P ef al [56] have suggested that
EGFR plays an important role in the angiogenesis
of early tumors. EGFR is associated with the
progression of colorectal carcinoma, and is a
widely used prognostic factor. However, other
authors have reported controversial results from
their IHC assessment of EGFR expression and its
correlation with sCRC prognosis. Tsai ef al. [58]
found no differences in EGFR expression between
tumors of various grades and stages, or in survival,
despite analyzing a large series of patients
(n=150). This could be because EGFR-positive
cases were classified mto three categories (1+, 2+
and 3+). rather than being measured as the

percentage of positive tumor cells, as we have
done in the present study.

We found significant correlations for EGFR
staining results, oligonucleotide expression arrays,
FISH analysis and SNP arrays. This is the first
study in  which the immunohistochemical
expression of EGFR has been validated by three
molecular techniques in metastatic and non-
metastatic tumors. In accordance with other
studies, EGFR overexpression was frequently
accompanied by gene amplification and/or a high
frequency of chromosome 7  polysomies,
especially in metastatic colorectal tumors, as found
by other researchers [55,59-61]. Furthermore, a
review of the data showed that patients with sCRC
diagnosed as EGFR-positive by FISH also
responded to treatment with cetuximab
monotherapy [60,61]. In fact. the dosage of
cetuximab that inhibited proliferation in mCRC
cell populations with amplified numbers of EGFR
copies had no effect on cell populations that did
not feature EGFR amplification. Moroni M et al.
found that eight of nine patients with objective
responses who could be assessed by FISH had a
higher EGFR copy number. suggesting that case-
selection for anti-EGFR therapy may be based on
the number of EGFR gene copies [60]. Our
findings show that gene amplification,
transcriptional upregulation, abnormal receptor
structure secondary to genetic alterations (e.g..
mutation and polymorphism) or specific miRNA
levels could be responsible for EGFR
overexpression, and therefore predictors of disease
prognosis [62.63].

Here, we also identified miR-134 and miR-
4328 as negatively regulated EGFR targets in non-
metastatic and metastatic tumors, respectively.
Previous studies have confirmed that both
miRNAs have important roles in the progression
of sCRC. These studies on the EGFR-miRNA
regulation network highlight the possibility that, in
addition to tyrosine kinase inhibitors and classical
monoclonal  antibodies for EGFR-targeted
therapies, miRNA-based therapy could be used to
target EGFR. miRNA-134 has important roles in
cancer, such as regulating cell proliferation
[64.65]. migration [64], invasion [64] and the
epithelial-mesenchymal transition [66.67]. Qin ef
al. [68], using mtratumoural injection of miR-134,
observed a reduction in the expression of EGFR in
non-small-cell lung carcinoma (NSCLC) cell lines,
suggesting that the use of miR-134 could be a
potential strategy for EGFR-targeted therapy.
Sherien ef al. [69] showed that miRNA-134 is a
potential tumor suppressor miRNA and could be
fundamental to the suppression of colorectal
cancer tumorigenesis through its ability to
coordinately regulate the EGFR signaling cascade
by independently targeting EGFR and PIK3CA. In
metastatic tumors, EGFR overexpression was
more frequently detection as a consequence of
gene amplification or a high frequency of
polysomies. Interestingly. interactions of the
inversely correlated miIRNA-mRNA pairs in the
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metastatic patient series revealed the miIRNA-4328
to be a possible regulator of KGFR expression.
Information is available about miRNA-4328 in
CRC patients: it has been previously described as
an EGFR regulator in EGFR-mutated lung
adenocarcinomas [70]. However, additional GEP
and [unctional studies, as well as direcl
comparison of non-metastatic and metastatic
tumors are needed to confirm our observations and
to provide deeper insight into the role of miRNA-
4328 in metastatic CRC patients.

In summary, in the present study, we show that
EGFR protein expression and copy number are
closely related. EGFR expression 1is an
independent adverse prognostic factor of OS in
sCRC patients. The expression of the EGFR gene
could be regulated by amplification mechanisms or
a high frequency of polysomies, as is often
observed in metastatic tumors, or by miRNAs (i.e..
miRNA-134) in non-metastatic tumors. We also
showed that the possible involvement of EGFR
expression in sCRC patients with liver metastasis
is intrinsically related to greater metastatic
potential and poor outcome, providing additional
prognostic information about the pTNM stage.
Further prospective studies are required in larger
series to confirm the utility of the proposed
predictive model.
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Supplementary table 1. Commercial antibodies used in the study.

Antibody Clone Dilution Manufacturer Interpretation
CK7 RN7 1:100 Novocastra Cytoplasmic stain
CK20 K¢20.8 Prediluted Novocastra Cytoplasmic stain
CDX2 CDX2-88  Prediluted Biocare Nuclear stain
MLH1 G168-15  1:25 BD Pharmingen Negative: no tumor nuclei stained with internal positive
MSH2 FE11 Prediluted Biocare control
MSH6 BC/44 Prediluted Biocare Positive: at least one tumor nucleus stained with positive
PMS2 MOR4G  1:50 Novocastra internal control
c-Myec Y69 Prediluted Master Diagnostica Neg_a_t “_Je' =105 0;1.T1VE nud?l
‘ Positive: =10% positive nuclei
0+: No reactivity or no membranous reactivity in any
tumor cell
1+: Tumor cell cluster with a faint/barely perceptible
membranous reactivity irrespective of percentage of tumor
cells stained
Her2 ]E;-;) gdSO:f;:? i Leica 2+: Tumor cell cluster with a weak to moderate complete,
Y basolateral, or lateral membranous reactivity, irrespective
of percentage of tumor cells stained
3+: Tumor cell cluster with a strong complete, basolateral,
or lateral membranous reactivity, irrespective of
percentage of tumor cells stained
0: no nuclei stained
p53 DO-7 1:100 Novocastra 1: 0-10% positive nuclei
2: >=10% positive nuclei
: 2 : : Negative: <30% posifive nuclei
B-catenin  Polyclonal Prediluted Master Diagnostica Positive: >30% positive auclei
CEA 12-140-1 1:100 NI I\cg_a_uvg: no s‘lamgfl cells or 1loq-spcc:_1ﬁc stain
Positive: any specific cytoplasmic stain
0: no membranous stain in any tumor cell
y . 1-10%: percentage of tumor cells with membranous stain
g i LETRETES AR 10-35%: percentage of tumor cells with membranous stain
>35%: percentage of tumor cells with membranous stain
SPT———— crommen -
Ki-67 SP6 1:100 Master Diagnostica Degative: <30% positive muclsi

Positive: =50% positive nuclei
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V. DISCUSION

En las ultimas décadas se ha incrementado de fowigble el numero de
estudios encaminados al andlisis de las caraatadstjenéticas del cancer colorrectal
(CCR), lo cual ha proporcionado importantes avanemsla identificacion de las
alteraciones genéticas mas frecuentes en estosdsifrtd”?°*2% especialmente aquellas
asociadas al tratamiento de la enfermedad. Asi misimsemejanza de lo que ocurre en
otros tumores, se ha sugerido que algunas de teia@bnes genéticas/cromosdémicas
podrian estar asociadas a la evolucibn y al compoento clinico del
CCRp9:151:263.297.298.299 g embargo, sigue existiendo una gran variduli entre los
diferentes trabajos publicados, con resultadoscasvancluso contradictorios, en relacion
con la incidencia de las alteraciones genéticas fnegsientes en el CCR. A modo de
ejemplo, las mutaciones a nivel de los gelBRASYy BRAFvarian en la bibliografia entre
el 15y el 5298, y entre el #?y 22962 de los casos analizados, respectivamente. Esta
variabilidad puede ser debida, al menos en pamegeaen algunos de estos trabajos no se
toma en consideracion la naturaleza heterogénesstde tumores, caracterizados por la
existencia de perfiles genéticos (frecuentememaiptejos, de patrones infiltrativos en los
gue se entremezclan en diferentes proporcionetaséle la mucosa normal y células del
estroma con las células tumorales dificultando dantificacion y caracterizacion de
poblaciones celulares poco representadas en latmauesnoral, ademas de la gran
diversidad de técnicas empleadas para el estudigtige de estos tumores habitualmente
enfocadas a descifrar las alteraciones globalemgho. Por este motivo, aun cuando se
hayan definido las alteraciones moleculares mauémtes en el CCR, la informacion
disponible actualmente acerca de las vias de eawoluclonal presentes a nivel
intratumoral en estos tumores, incluyendo aquetias involucran las alteraciones
genéticas mas habituales, sigue siendo muy limitadacipalmente debido a que en la
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mayoria de laboratorios el andlisis genético skesealizar en el tumor primario, sin tener
en cuenta los ganglios o bien las diferentes maesiretastasicas. Por otra parte, la gran
mayoria de los estudios disponibles hasta la feaehacentrado su objetivo principal en el
analisis de los genes que directamente estan majoigcen la respuesta a tratamientos con
anticuerpos monoclonales anti-EGFRRASY NRAS, siendo mucho mas limitada la
informacion disponible acerca del estado mutacideabtros genes involucrados también
en las via de sefializacion EGFR, tales cddfAF y TP53 o bien el estado de la

expresion de la propia proteina.

En esta tesis doctoral hemos centrado nuestroiwabjenh profundizar en la
caracterizacion genética y gendmica del CCR espar&hfocado, por un lado, al estudio
de las mutaciones de los genes mas frecuentemiatadas en estos tumores y los
patrones de evolucién clonal existentes a nivehinmoral, analizando tumor primario,
ganglios y metastasis de cada uno de los paciestadiados y, por otra parte, al estudio
de los perfiles de expresion que afectan a prateimplicadas en la transformacion
neoplasica de la mucosa normal, para finalmenterm@tar el posible impacto de las
alteraciones encontradas en el comportamientopagitibgico y la evolucion clinica de

los pacientes.
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SECUENCIACION MASIVA PARA LA DETECCION DE
MUTACIONES EN CCR ESPORADICO, CORRELACION CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICO-BIOLOGICAS DE LA ENFERMEDAD E

IMPACTO PRONOSTICO

En la actualidad existe un consenso general sabreetesidad de evaluar
simultaneamente multiples marcadores molecularesetdin de clasificar de manera
precisa a los pacientes con CCR esporadico y ppodgyorcionarles un tratamiento
personalizado. En este sentido, las metodologiaaltderendimiento, en especial las
técnicas de secuenciacion masiva, estdn cambidreszenario actual de la clasificacion
de la mayor parte de las enfermedades y adquigrecies relevancia en el CCR
esporadico, en el que no solo es importante ehdstgo, sino también el prondstico y el
tratamiento del paciente. El desarrollo de estamolegias permite abordar el analisis
mutacional de un mayor nimero de genes a unosscosie reducidos. En el presente
trabajo, disefiamos un panel de amplicones paraddatificacion simultanea de
mutaciones en los gen&RAS, NRAS, BRAJ TP53 para investigar la frecuencia de
mutaciones en una serie de 87 pacientes diagnbssican nuestro centro de CCR
esporadico, para determinar el impacto potenciallade mutaciones detectadas en
pronostico del paciente y su asociacion con lagctaristicas clinicas y patoldgicas de la
enfermedad. El panel disefiado amplificO con éxibs b3 amplicones, con una
profundidad media de lecturas de 2400x en todaslestras analizadas y de una muestra
de ADN control. La frecuencia y tipo de las difaesn mutaciones identificadas fue
concordante con los datos previamente descritoslaetiteraturd® %3 Ademas,
observamos que de los 4 genes analizados; Unicar@niutaciorBRAF V600E sola o
asociada al estadio TNM en el momento del diago@siivo un impacto pronostico
independiente tanto para la SG del paciente coma [za SLE. No obstante, otras
caracteristicas de la enfermedad, histopatolédmpasio histoldgico del tumor, presencia

de invasion perineural y linfovascular), cliniceeddd) o genéticas (el estado de los
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microsatélites) también demostraron tener un vadondstico cuando se consideraron de

forma individual, en el andlisis multivariante perdn la significacion estadistica.

La frecuencia y la importancia clinica de las migtaes a nivel del geKRASse
han investigado a fondo en pacientes con CCR cp&atmente en el contexto del uso de
terapias con anti-EGPR%"13% A pesar de ello, el impacto prondstico de lasationes
de KRASen pacientes con CCR sigue siendo controvertidmgde algunos estudios han
encontrado que las mutaciones del exdon 2 (codorpdg&jicen un prondstico adverso,
mayor riesgo de recidiva y tasas de supervivendis torta¥®, otros estudios destacan el
valor pronéstico de las mutacionesKigASen los exones 3 y 4 (codones 61, 146 y 147),
como marcador predictivo de S®3*°y SG% 2 por otro lado, otros autores como
Palombaet al, no encontraron un impacto prondstico signifiaagpara las mutaciones de
KRASen una gran serie de 1.284 pacientes con*®CRstos resultados aparentemente
controvertidos sobre la posible importancia prasastie las mutaciones d€RAS en
CCR, probablemente sean debidos principalmente grda heterogeneidad genética
presente en este tipo tumores, y a las diferercida serie de pacientes analizddb€n
este sentido, varios estudios han mostrado disoceggsmen el estado mutacional KIRAS
entre las diferentes muestras tumorales del misac@pte, y también se han observado
discrepancias entre las distintas técnicas dedimlmolecular utilizadas para la deteccion
de estas mutaciones. Por ejemploetal encontraron una tasa de discordancia del 19%
en la frecuencia de mutacionesKlRASestudiadas mediante técnicas de PCR en tiempo
real vs. genotipado de SNPs (MassARRAYentre tumores primarios y lesiones
metastasicas pareadas en pacientes chinos coA*CER nuestro estudio, encontramos
mutaciones eiKRASen un tercio de los pacientes analizados, paaticidnte en tumores
bien diferenciados, localizados en el colon dergckmm invasion linfovascular, todo ello
concordante con observaciones predias?>*3* Sin embargo, en nuestra serie, los
pacientes colkKRASmutado no mostraron diferencias significativadeeSLE y SG con

aguellos pacientes que no mostraron mutacionestergen.

De forma similar, aunque algunos estudios previens tescrito una asociacion
entre las mutaciones a nivel del g§8RASY una menor S&° no pudimos confirmar
estos hallazgos en nuestra serie, ya que, endoreastudios previd¥, solo 1 de los 87
pacientes estudiados mostré6 una mutacioMBAS Por lo tanto, consideramos que se

162



requieren mas estudios en series mas grandes i@ateacCCR para establecer el impacto

prondstico de las mutaciones en este gen.

Como era de esperar, la frecuencia global de nurtasBRAF detectadas en
nuestra serie fue menor que lakiRAS®*'° Cabe destacar que los pacientes portadores
de mutacioneBRAFcon mayor frecuencia mostraban caracteristicasogtitas adversas,
mayor frecuencia de tumores pobremente diferensiéld presencia de carcinomatosis
peritoneal**>!8e inestabilidad de microsatélites, como ha sideramrmente descrito en la
literatur&£®’>*® Ademas, y de acuerdo con estudios previos, ladvie los pacientes de
nuestra serie con mutaci®@RAF se encontraron en estadio Ill de la enferm&jata
mutacion deBRAFmostro tener un impacto prondéstico adverso indgipete de cualquier
otra caracteristica de la enfermedad, tanto par8LEB como para la SG, hecho que
también ha sido descrito por otros auttre$'*?4323 No obstante, para confirmar estas
observaciones se requieren estudios prospectivic®maes en series mas grandes de

pacientes.

Las mutaciones en el gdii*53se detectaron en un tercio de nuestros casos, una
frecuencia que se encuentra en el rango inferiodesicrito anteriormente por otros
autored®*3?> De acuerdo con observaciones previas, las muesicen TP53 se
observaron con mayor incidencia en mujgéfepero no mostraron ningin impacto en la
supervivencia del paciente. En este sentido, lasdes publicados sobre la asociacion
potencial entre las mutaciones Te53y el prondstico del CCR han arrojado resultados
contradictorio®’?® Esto podria deberse a una potencia estadisscéidiente (tanto en
nuestra como en otras series) para detectar difesemodestas de supervivencia entre
pacientes coifP53mutado y no mutado, la necesidad de un seguimimaasprolongado
y la influencia potencial de la terapia adyuvatdemas, debe tenerse en cuenta que el
alelo no mutado del genP53podria ser funcional y contrarrestar el fenotipdadao; por
lo tanto, serian necesarios mas estudios paratigaesl impacto prondstico de las
alteraciones genéticas @@53que afectan al otro g&iP53 (p. Ej. la delecion de 1775,

Ademas de las alteraciones genéticas, otras cdstici@s clinicas-bioldgicas de
la enfermedad mostraron también una influenciaifstgtiva a la hora de predecir el
pronéstico de los pacientes con CCR. Entre ell&® akestacar, el sexo femenino, el
estadio avanzado de la enfermedad en el momentalidghostico, los tumores mal

diferenciados y la presencia de invasion linfovesclperineural en la pieza quirlrgica,
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gue junto con el estado mutacioB&RAF, se asociaron con un impacto adverso en la SLE
(en el andlisis univariante), resultados que estatinea con estudios previog®30331332
Por el contrario, en el analisis univariante soigidron impacto prondéstico en la SG el
estadio TNM en el momento del diagnoéstico, el tamdél tumor, la inestabilidad de
microsatélites y el estado mutacional BRAF. No obstante, el analisis multivariante de
los distintos factores prondsticos mostré que Es@ncia de mutaciones BRAFY un
estadio TNM avanzado en el momento del diagnosticstituyen la mejor combinacion
de variables independientes para predecir SLE eremas con CCRe. En base a estas
variables, construimos un sistema de puntuacioginaii que permitio estratificar a los
pacientes en tres grupos de riesgo con tasas desi§hHlcativamente diferentes a los 2
afos. Ademas, este sistema de puntacion fue validadina serie independiente (n=533
pacientes) que refuerza aun mas esta evidenciae @Gedtacar, que en este modelo el
estado mutacional dBRAF contribuyé especificamente a la sub-estratificacde
pacientes con TNM en estadio Il en casos interogefliente a casos de alto riesgo de
recaida. A pesar de que se ha descrito la asocianite el estado mutacional de los genes
involucrados en la via de sefalizacion de EGFR yprehdstico de pacientes con
CCRP?%:333:334.335.336 asta donde sabemos, esta es la primera vee guepone un sistema
de puntuacion basado en la evaluacion combinadasiatio TNM en el momento del
diagnéstico y el estado mutacionBRAF, para la identificacibn de pacientes con
CCRsometidos a reseccion tumoral completa con tnresgo de recurrencia en los
primeros 2 afnos tras diagnostico (puntuacion 2a @émfermedadsi el valor prondstico de
este nuevo modelo de estratificacion de riesgo osdirma en series prospectivas de
pacientes con CCR esporadico, podria contribullaaar el camino para los ensayos que
evalluan las terapias dirigidas BRAF en este subgrupo especifico de casos de CCR

esporadico.
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PATRONES DE EVOLUCION CLONAL PRESENTES A NIVEL
INTRATUMORAL EN EL CCR. PERFIL MUTACIONAL EN MUESTRAS
PAREADAS DE TUMOR PRIMARIO, METASTASIS GANGLIONARES Y

HEPATICAS EN PACIENTES CON CCR.

El CCR esporadico es un grave problema sanitabaldea su elevada incidencia
y mortalidad. La cirugia es la mas eficaz de las estrategrapéeticas en este tipo de
tumor, pero en los Ultimos afios se estan investmanuevos farmacos contra
componentes diana especificos de las células tlespigue mejoran la supervivencia en
pacientes con enfermedad avanzada y recurrenaiassté sentido, el empleo del nuevo
arsenal terapéutico basado en el uso de anticuerposclonales frente al gen EGFR, el
conocimiento del estado mutacional de los g&iRASy NRASes imprescindible debido a
su valor predictivo negativo de respuesta al usalideos tratamientos. Este hecho ha
potenciado la necesidad de la implementacidén dedideterminaciones en la mayoria de
los hospitales de una manera estandarizada deetta gractica asistencial diaria. No
obstante, a pesar de estos conocimientos aproximeada el 50% de los pacientes con
CCR metastasico no presentan mutaciondsSFASy presentan resistencia al tratamiento
con inhibidores de EGF&** Por lo tanto, la presencia de un genot{®ASnativo en
los tumores primarios de pacientes con CCR metestés garantiza el beneficio de los
inhibidores de EGFR® La identificacion de otros factores que puedaedecir la
resistencia al tratamiento es de gran importanara plentificar qué pacientes con CCR
metastasico KXRASnNativo no seran respondedores y desarrollarasteesia. De hecho,
estudios recientes indican que el CCR es un turanétgcamente heterogéneo, que con
frecuencia muestra cariotipos complejos (> 3 atierees genética), en el que coexisten
dos o0 mas clones de células tumorales portadorefatentes alteraciones genéticas. De
acuerdo con ello, en este trabajo, basado enlizagton de técnicas de PCR especifico de
alelo para la deteccion de mdltiples regiones &atmente alteradas en el CCR,

observamos patrones genéticos complejos en la magerlas muestras tumorales de los

165



CCR estudiados. Para ello analizamos 76 muestrasspondientes a 26 pacientes con
CCR metastasico no tratados, con el fin de establas vias de evolucion clonal a nivel
intratumoral. Las muestras correspondieron a 2@®tesprimarios, 16 ganglios linfaticos
metastasicos y 34 metastasis hepéticas. En nuestozimiento, este constituye el primer
estudio que establece un modelo hipotético de eidiiclonal intratumoral de los genes
alterados con mayor frecuencia en CCR esporad{eAS, NRAS, PIK3CA BRAB,
analizando de forma pareada el estado mutacionllsetumores primarios, asi como en
las metéastasis ganglionares y hepaticas , usamdgsade baja densidad. Con esta
aproximacion hemos podido caracterizar de forma&afpa al diagnodstico, los distintos
clones de células neoplasicas que coexistian emmisraa muestra tumoral, incluyendo
aquellos clones presentes en frecuencias relativ@nmjas (<1% de la celularidad del
tumor). En general, nuestros resultados muestran Igs tumores colorrectales son
neoplasias genéticamente muy heterogéneas tamtelantratumoral como intertumoral,
lo que probablemente repercuta en la respuesta aglentes dirigidos frente a la via de
sefializacion EGFR. Un andlisis mas detallado de closes de células tumorales
detectados en cada muestra permitid, por otra,pastablecer una relaciébn ontogénica
entre ellos y por otro lado, definir para cada tumo modelo hipotético de evolucion
clonal. Para poder identificar la secuencia derataciones acumuladas en un tumor con
multiples clones, asumimos que aquellas mutacioapypartidas por todos los subclones
representarian cambios relativamente tempranoselpoontrario, las mutaciones tardias

serian aquellas que so6lo estaban presentes eraldarios subclones tumorales.

La heterogeneidad genética del tumor primario esetm bien conocido en la
aplicacion de la medicina personalizZda**>*! En estudios previos se ha visto la
heterogeneidad de las mutacione&&#ASen CCR metastasicos primafts*?y también

con respecto a la concordancia del estado mutdcemtiee los tumores primarios y las

344

muestras metastasica Sin embargo, la heterogeneidad mutacional engtstasis

en organos y metastasis ganglionares no esta bssrih. Tomando como ejemplo las

mutaciones d&KRAS algunos estudios han mostrado un 100% de conuueda&ntre

tumores primarios de CCR y sus correspondientesstnasemetastasic4s®*® mientras

que otros autores muestran discordancias que oszilae el 4 y el 3094"2% En este

sentido, Losket al**®

estudiaron tumores primarios y metastasis paredel@5 pacientes,
e informaron mutaciones d#&RASpresentes en el 71% de los casos con una concgadan

del 100%, incluso en recidivas locales del mismoigrde. Sin embargo, la literatura en
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series consecutivas muestra una incidencia de roo&gca nivel d&KRASentre el 30-45%
de los pacientes con CCR metast&sfto®**? La serie analizada por Knijn et al. (n = 305
pacientes) mostré una concordancia del 96% entad@sleKRASentre el tumor primario

y metastasis hepaticas pareddfagste hallazgo es acorde al hecho de que las imogsc
de KRASse presentan principalmente como un evento maletemprano. Por otro lado,
existe una evidencia creciente de un grado de mignoia en el estado mutacional de
KRASentre diferentes muestras tumorales del mismcepsei Recientemente, Jeantet et
al.*! describieron un 33% de los casos con heterogehéideatumoral espacial para
mutaciones en RAS, donde observaron que dentromideho tumor coexistian zonas con
mutaciones en KRAS y/o en NRAS y zonas del tumor lai presencia de estas
mutaciones. Kosmidou et & encontraron una heterogeneidad intratumoral simila
cuando compararon la presencia de mutaciones erSkdfel centro del tumor y en zonas
periféricas (con una discordancia del 44%). Al-Mubt aP*? analizaron el estado
mutacional deKRAS en 26 metéastasis hepaticas y 31 muestras de gsrlgifaticos
metastasicos y detectaron una tasa de discordgiotial del 19% en comparacién con el
tumor primario. De la misma forma, la discordarenaontrada por Albanese et al. fue del
30% de su serie analizada Asimismo, Miranda et &F® encontraron diferentes
frecuencias de mutaciones IERASen 101 pacientes con CCR: ganglios linfaticos (19%
metastasis hepaticas (38%) y tumores primarios J3R&menor incidencia mutacional en
los ganglios linfaticos en comparacion con los trgeoprimarios puede indicar una
seleccion clonal en el tumor primario, donde lalsilaé neoplasicas que colonizan los
ganglios linfaticos con mayor frecuencia, son dgsetjue no presentan mutaciones en
KRAS Por otro lado, la presencia de mayores tasas utaciones erKRAS en las
muestras metastasis hepaticas puede ser explicadolap adquisicion gradual de
mutaciones como una anomalia secundaria duramedgiesion de la enfermedad. Otros
genes implicados en la via de sefalizacion de E(GHRAS, BRAF PIK3CA han sido
estudiados ampliamente en CCR esporadicos primaMa® et af** realizaron una
revision y meta andlisis examinando la concordadeilestado mutacional d€RAS,
BRAF y PIK3CA entre tumores primarios y metastasis, encontraglths tasas de
concordancia entre ellos, pero baja con relacides anetastasis ganglionares. Mas aun,
Baldus et af* analizaron las mutaciones en estos tres genesuestmras pareadas de
tumores primarios y metastasis ganglionares en dfeptes con CCRe, encontrando
discordancias pafdRAS(31% de los casosBRAF(4%)y PIK3CA (13%). Como hemos
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demostrado previamente con técnicas de FISH ysadayalta densidalf las metastasis
de un individuo con CCR son, desde el punto da\gshético, extremadamente similares
entre si, pero son divergentes del tumor primakios eventos genéticos clonales
particulares presentes en las muestras de metastdsimbién se pueden encontrar en
subclones restringidos del tumor primario, lo queyiere que solo algunas células
tumorales dentro del tumor primario tienen la cagat de metastatizar, como se observa
con cierta frecuencia en el meduloblastoma hurft4nm bien clones de células tumorales
presentes en el tumor primario que experimentanbitengenéticos adicionales en la
periferia. De hecho, en nuestra serie, las mutasiaiel gerKRASfueron mas frecuentes
en las metéastasis hepaticas (36%) que en sus pondientes tumores primarios (16%).
La mayor incidencia de mutaciones H®AS en metastasis hepaticas indica que son
mutaciones adquiridas. Existe un consenso genergud la progresién del cancer surge
de una uUnica célula mutada, seguida de una expankidal asociada con alteraciones
genéticaS>®’ La adquisicién de estas alteraciones puede dar cesuitado la aparicion
de nuevos subclones tumorales con diferentes gesbfi®™®. En este contexto,
observamos que 13 de los 16 tumores primarios stagiones en los genes analizados no
cambiaron su perfil molecular durante la progresiéna enfermedad. Esto puede deberse
a que los tumores estan formados por un Unico rmdomutado y son genéticamente mas
estables. Varios estudios han examinado marcagooe®sticos después de la reseccion
de metastasis hepaticas de CCR concluyendo quetdhilelad genética se asocia con un

mejor prondstict’”.

Fue interesante observar que en 5 de los 11 casosqgstraron una evolucion
clonal lineal entre el tumor primario y la metasaganglionar, cuatro fueron clones WT.
Como se ha discutido anteriorménité®, la menor incidencia de mutaciones en las
metastasis ganglionares indica que estas metastasisausadas por clones tumorales que
escapan del tumor primario en las primeras etapda énfermedad, antes que ocurra el
evento mutacional. Ademas, nuestro estudio ponendeifiesto que en el proceso
metastasico se observa una seleccion clonal, deedmlquieren mutaciones durante la
progresion tumoral. Por el contrario, los clonescdlilas tumorales con mutaciones en
KRASse observan desde el comienzo o durante el procetstasico. Es bien sabido que
las mutaciones eRASY BRAF son mutuamente excluyert&s pero nuestro estudio
muestra que la presencia de una mutaciOkKRASo BRAFen el tumor primario o en

sitios metastasicos no excluye la presencia dédanoutacion en una ubicacién diferente.
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La presencia de mutaciones distintas entre las tnasedel mismo paciente sugiere la
existencia de diferentes clones de células tumoeun mismo tumor y, a medida que

progresa la enfermedad, se modifica el perfil mated de las células tumorales.

En la actualidad, el estudio mutacional de los g&i®ASYy NRASen el CCR se
realiza de manera sistematica en la practica eli®o tumores primarids para el
tratamiento con inhibidores de EGFR. En nuestraes®0 de los 26 pacientes no
mostraron mutaciones palkdlRASo NRASen los tumores primarios y por tanto, hubieran
sido candidatos para tratamientos con anticuerpmsoofonales. No obstante, cinco de
estos 20 pacientes presentaban mutacionERé&so NRAShien en los ganglios linfaticos

0 en las metastasis hepaticas.

En resumen, la coexistencia de diferentes clonesétldas tumorales en una
neoplasia maligna primaria y en sus correspondiemigtastasis, junto con la evolucion
clonal del CCR podria explicar por qué algunos grgeils no responden a los inhibidores
de EGFR, y confirmar la utilidad de evaluar mutaeEKRASY NRASNno solo en tumores

primarios, sino también en el resto de muestrastaies.
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PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO ASOCIADO AL PRONOSTICO

DEL CARCINOMA COLORRECTAL

Los pacientes con CCR esporadico que no presergéastasis a distancia tanto
en el momento del diagndstico como durante el s@igaio de la enfermedad, a menudo
se curan mediante reseccién quirdrgica del tumargsio con administracién opcional de
terapia adyuvante. Sin embargo, cuando se produreeeso metastasico, habitualmente
en el higado, las posibilidades de curacion secesdudrasticamente. Recientes estudios
geneéticos sugieren que el potencial metastasicoicaraden las anomalias
genéticas/gendmicas presentes en el propio turimoapo. En este sentido, recientemente
nuestro grupo de investigacion establecié quedo®tes primarios del CCR metastasico
presentan un perfil genético especifico, definido lps ganancias de los cromosomas 7,
8q, 11q, 13q, 20q y X y las pérdidas de las regiamremosoémicas 1p, 8p, 17p y 18q.
Aungue el conocimiento de los mecanismos genésisbgacentes al proceso metastasico
ha avanzado significativamente en los Gltimos Zfos expresién de los genes ubicados
en estas regiones cromosomicas mediante técnicesnd@ohistoquimica (IHQ) para la
estratificacion del riesgo de los pacientes sigue iend®

controve rtid658,359,360,361,362,363,364,365,366

. Probablemente debido a que los mecanismos
celulares implicados en la génesis y la progresignoral dependen, no solo de las
alteraciones genéticas propiamente dichas sinoiéamble la expresion de los genes
codificantes de proteinas, y por ello, nos plantsamstudiar los perfiles de expresion
génica de los CCR, empleando técnicas de IHQ, dofinede entender mejor los
mecanismos moleculares alterados en estos tumgrds, posible implicacion en el
pronéstico de la enfermedad. Para tal fin, estudsael perfil inmunohistoquimico de
tumores primarios de CCR esporadicos metastasicasrgetastasicos. Ademas, una vez
determinada la proteina con mayor relevancia pt@ads(EGFR), analizamos la
correlacion entre la expresion por IHQ con el niovd® copias del gen, niveles de ARNm
y miARNs candidatos para su regulacion. Para elds casos falsos negativos en el

grupo de pacientes no metastasicos, solo se smtacon casos de CCR con un
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seguimiento largo (mediana de seguimiento de 108es)eDe manera similar, sélo los
pacientes con metastasis hepaticas que se habietidm a una reseccion completa (R0)
de sus tumores primarios y de las metéstasis $eyaron en el grupo de pacientes
metastasicos. Para la caracterizacion inmunohistioga de ambos grupos de pacientes se
utilizaron anticuerpos dirigidos a las proteinassnfi@@cuentemente implicadas en el
CCR*"%8y ubicadas en regiones cromosémicas previamestites en la progresion de
la enfermedad. En estudios previos se ha obseyagldos CCR con metastasis hepaticas

y CCR no metastasicos®®®

comparten un patron similar de expresion
inmunohistoquimico de proteinas; esta observaci@n donfirmada por nuestro grupo,
donde observamos que el patrén inmunohistoquimidetectado para los tumores
metastasicos vs. no metastasicos fueron similaaes |p expresion de la mayoria de los
anticuerpos analizados. Asi, ambos grupos de pasiemostraron altos niveles de c-Myc
y p53, negatividad para Her2 y expresion de Kk60%, entre otros. Por el contrario, la
expresion de las proteinas MLH1, PMS2, CEA y EGHEBrdn significativamente mas
prevalentes, o incluso exclusivos de los tumoresistésicos. Esta diferencia de expresion
proteica apoya un papel potencial para estas cpatteinas en el proceso metastasico del

CCR.

La literatura muestra que mediante técnicas de le@resencia de inestabilidad
de microsatélites (MSI) causada por la pérdida aleadtividad de reparacion del
desemparejamiento del ADN (MMR) esta presente enl®% de los tumores
metastasicd$®*’%. En linea con estos y otros estudit¥>*"3, y utilizando métodos
similares, nuestros resultados detectaron la pcesele MSI en el 16% de los casos de
CCR esporadicos estudiados, siendo significativéenemyor en el grupo de pacientes no
metastasicos. Varios estudios han demostrado guedtabilidad de los microsatélites en
el CCR esporadico proporciona informacién pronéstiti®”? indicandonos que los
pacientes con MSI muestran una SG mas larga y espuesta modificada a la
quimioterapia convencional. En la actualidad e lwenocido que la MSI un marcador
predictivo de resistencia a la quimioterapia adptvaestandar basada en 53FUSin
embargo, la informacién prondstica que nos propoecide los carcinomas con MSI es
altamente discutible; varios estudios han demostcpaee los carcinomas con MSI tienen
un comportamiento clinico similar a los carcinontas estabilidad de microsatélites
(MSS), y el beneficio clinico se ha observado ssidos tumores en estadié’fl En este

sentido, la ventaja pronostica derivada de la MBeleresto de estadios continua siendo
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controvertida, aunque se han propuesto como pssibkponsables del comportamiento
clinico la infiltracidon linfocitica intensa, una y@ tasa de apoptosis y la aparicion
infrecuente de pérdidas alélicas o mutacioneBRS8, DCC, KRAS y BRAE""378

El documento de consenso del Colegio Americano atéléyos publicado en
1999 vya indicé que el estadio TNM, la presenci@agasion tumoral venosa extramural y
el nivel sérico preoperatorio de CEA son los faegoprondsticos mas importantes del
CCRé®. Esta bien establecido que el nivel sérico preaipep de CEA es un importante
factor pronéstic®®’® niveles superiores a 5ng/ml se relacionan conprondstico
adverso. De hecho, recientemente describimos dapativalencia de niveles séricos de
CEA altos £7.5 ng / ml) en la gran mayoria de los pacientes C&R con metastasis
hepéticas sincronica8. De acuerdo con los hallazgos de estudios preyiesutilizaron
técnicas IHG® observamos una expresién de CEA significativamenayor entre los
pacientes con tumores metastasicos en comparaoidrios pacientes con tumores no
metastasicos. EI CEA estéa involucrado en la adhestfular, protegiendo las células de
anoikis (apoptosis inducida por la pérdida de gaclde la célula a la matriz
extracelular®’, lo que favorece el potencial metastasico de lldacéAdemas, el CEA se
puede unir a las células de Kupffér modular la respuesta inflamatoria en el higado y
proteger las células tumorales de los radicalesxiigend®. Por otra parte, estudios in
vitro han demostrado resistencia de las célulasegpeesan CEA a la lisis inducida por
células asesinas activadas (células LK Estas funciones biolégicas de CEA explicarian
por qué los tumores con expresion mas fuerte tiamgyor potencial metastasico.

Ademas de encontrar asociacion entre la expres®nCHA y el proceso
metastasico, también identificamos una asociacidne ela expresion de EGFR y el
pronéstico de la enfermedad. Observamos que leesixjor IHQ de EGFR es un factor
pronéstico independiente de la enfermedad, de doumn publicaciones previas en las
gue se ha analizado EGFR mediante técnicas de IHG® han mostrado una correlacién
entre la expresion de EGFR y la presencia de nasidshepaticas en pacientes con
CCR®*¥%> En la misma linea, nosotros también encontranueslos tumores con alta
positividad para EGFR presentaban metéastasis galagés y un estadio TNM avanzado
en el momento del diagndstico. Del mismo modo, Gaiosl*® publicé en una serie de
323 pacientes con CCR metastasico, que aquellosegpiesaban de manera intensa

EGFR tuvieron un peor pronostico. Otros estudiosdraontrado una correlacion entre la
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expresion de EGFR y la progresion de la enferm&d&d®®® la diseminacion

cB%%893%0 v un prondstico adverdl. Ademas, Du P et &'° sugirieron que

metastasi
EGFR juega un papel relevante en la angiogénedigsdeimores en estadios tempranos.
Sin embargo, otros autores han mostrado resultzmdsovertidos al evaluar la expresion
de EGFR mediante IHQ y su correlacion con el procdsle la enfermedad. Asi, Tsai et
al3% no encontraron diferencias en la expresién de E@RfRe tumores de diversos

grados y estadios, 0 en la supervivencia, a pesandlizar una gran serie de pacientes (n
= 150). Esto podria deberse a que los casos cativalzgl para EGFR se clasificaron en

tres categorias (1+, 2+ y 3+), en lugar de clamifie como positivos 0 negativos, como

hemos presentamos en nuestro estudio.

En nuestro trabajo también encontramos correlasi@ignificativas entre la
expresion del gen EGFR por IHQ y la detectada nméeliaarrays de expresion de
oligonucleotidos. Asimismo encontramos una asog@iesignificativa entre el nUmero de
copias de EGFR detectada por FISH y por arraysNiesSEste es el primer estudio en el
que la expresion IHQ de EGFR se ha validado meglitnes técnicas moleculares en
tumores metastasicos y no metastasicos. De acuendotros estudios, se observé que los
tumores con sobreexpresion de EGFR mostraron ldifaragon del gen y/o una alta
frecuencia de polisomias del cromosoma 7, espeembdrentre los tumores colorrectales
metastasicdgd’39%3943% En este sentido, otros estudios han puesto défiestm que
pacientes con CCR diagnosticados como EGFR-posifieo FISH también responden al
tratamiento con cetuximab en monoterdBi&> De hecho, en cultivo se ha visto que la
dosis de cetuximab que inhibe la proliferacion eblaciones de células de CCR
metastasico con amplificacion de EGFR, no es ef&n poblaciones de células con un
namero normal de copias para el gen EGFR. Moroeet lél. encontraron que en ocho de
nueve pacientes con respuestas objetivas a inndsidde EGFR que pudieron ser
evaluados por FISH mostraron ganancias para EGFRyé sugiere que la seleccion de
casos para la terapia anti-EGFR puede basarse remmero de copias del gen EGER
Nuestros hallazgos muestran que la amplificaciomicge la regulacion positiva de la
transcripcion, la estructura anormal del receptourdaria a las alteraciones genéticas (p.
ej., mutacion y polimorfismo) o los niveles de midRespecificos podrian ser
responsables de la sobreexpresion de EGFR vy, pdantm, factores predictivos del

prondstico de la enfermeddd>®’
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También identificamos dos mMiIARNs, miR-134 y miR-83Zomo posibles
reguladores de EGFR en tumores no metastasicos tgst@gicos, respectivamente.
Estudios anteriores han confirmado que ambos miARIen funciones importantes en la
progresion del CCR. Estos estudios resaltan labpidsid de que, ademas de los
inhibidores de la tirosina quinasa y los anticusrpmonoclonales clasicos para terapias
dirigidas a EGFR, la terapia génica basada en estd&®Ns podria ser eficaz en el
silenciamiento de EGFR. Cabe sefalar que el miABMtiene funciones importantes en
el cancer, tales como la regulacién de la prolifiéra celulaf®®*%° la migraciéi®, la
invasion®® y su implicacién en la transicién epitelio-meseénmi®**’. Qin et af®?
utilizando una inyeccion intratumoral de miR-134servaron una reduccion en la
expresion de EGFR en lineas celulares de carcirdempulmon no microcitico, lo que
sugiere que el uso de miR-134 podria ser una patesstrategia potencial en la terapia
dirigida a EGFR. Sherien et &f demostraron que el miARN-134 es un potencial sgre
tumoral y podria ser fundamental para el bloquetademorgénesis del CCR a través de
su capacidad para regular de manera coordinadastzada de sefalizacién del EGFR al
dirigirse de forma independiente a EGFR y PIK3CA.

En nuestra serie encontramos que en los tumoresstasicos la sobreexpresion
de EGFR fue mas alta que en los tumores no meatasasprobablemente como
consecuencia de la amplificacion génica o una #&kauencia de polisomias del
cromosoma 7. Curiosamente, las interacciones de passjas mMIARN-mARN
(inversamente correlacionados) en la serie de p@siemetastasicos revelaron que el
MIARN-4328 es un posible regulador de la expresiéerEGFR. Hay escasa informacion
disponible sobre este miIARN en pacientes con CGRoldétante, el miARN-4238 ha sido
descrito por otros autores como un regulador deFE&Fadenocarcinomas de pulmon con
EGFR mutad®’. Sin embargo, se necesitan estudios expresidrcayédicionales y
estudios funcionales, asi como una comparaciorctdirde tumores no metastasicos y
metastasicos para confirmar nuestras observacign@soporcionar una Vvision mas

profunda del papel del mIARN-4328 en pacientes@GR metastasico.

En resumen, en el presente estudio, mostramosagaepresion de la proteina
EGFR y el numero de copias estan estrechamentgomdaos. La expresion de EGFR es
un factor pronéstico independiente para la SG ereptes con CCR. La expresion del gen

EGFR podria estar regulada por mecanismos de arapldn o por una alta frecuencia de
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polisomias del cromosoma 7 en tumores metastasicpsy miARNs (miARN-134) en
tumores no metastasicos. También mostramos quesdaprde EGFR en pacientes con
CCR esta intrinsecamente relacionada con un mayengial metastasico y un prondstico
adverso, y que ademas proporciona informacion ptawad adicional sobre el estadio
PTNM.
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V1. CONCLUSIONES

En relacion con la deteccién de mutaciones medidNBS y Ssu impacto

prondstico:

1. La presencia de mutaciones en genes asociadas de sefializacion EGFR es
un hallazgo frecuente en el CCR, siendo las mutasi@rKRAS las anomalias genéticas
mas habituales; con menor frecuencia, se obsertaciones a nivel del geNRAS Las
mutaciones d&KRASse encontraron preferentemente en tumores lodakzan el lado

derecho, bien diferenciados y en ausencia de idnaisifovascular.

2. Las mutaciones d@8RAF (V600E) son mas frecuentes en tumores pobremente
diferenciados, presencia de carcinomatosis peatan@estabilidad de microsatélites. La
presencia de mutaciones &RAF confiere mal prondstico a los pacientes con CCR

esporadico.

3. El estado mutacional dBRAF, junto con el estadio TNM, permitiria la
identificacién, en el momento del diagndstico, de subgrupo de pacientes con CCR
(pacientes en estadio IV y pacientes en estadimdld mutacion en BRAF) en los que, a
pesar de conseguir la reseccién completa del tum@sentarian un alto riesgo de

recurrencia durante los primeros dos primeros daspués del diagnéstico.

En relacién con los diferentes perfiles mutacionaletectados en tumor primario,

ganglios metastasicos y metastasis hepaticas:

4. Existen diferencias en los perfiles mutacionaées tumores primarios,

metastasis ganglionares y metastasis hepaticas.
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5. La adquisicion de mutaciones en genes implicaglvsla via EGFR en
metastasis (hepaticas y ganglionares) podria expppor qué no todos los pacientes
responden a tratamientos con inhibidores de EGFRerios necesario el analisis
mutacional en todas las muestras tumorales dislesnile los pacientes antes de decidir el

tratamiento anti-EGFR.

En relacion con la expresién inmunohistoquimicaClieRe:

6. La expresion de EGFR podria ayudar a diferenerarel momento del
diagnéstico a aquellos pacientes que presentan rnrésggo de desarrollar procesos
metastasicos. La expresion de EGFR es un factpratestico adverso independiente para

la SG de los pacientes con CCR.

7. La expresion IHQ de EGFR esta relacionada codimlero de copias del gen'y

con las polisomias del cromosoma 7, asi como nil@les de mARN.

8. Identificamos dos mMIARN (mIiARN-134 y miARN-4328omo posibles
candidatos de la regulacién de EGFR en CCR.
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