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ABREVIATURAS

A: Adenina.

ADN: Acido didesoxinucleico.
ADNmt: ADN mitocondrial.
ADNnN: ADN nuclear.

ADP: Adenosin Difosfato.
ARN: Acido ribonucleico.
ARNr: ARN ribosémico.
ARNt: ARN de transferencia.
ATP: Adenosin trifosfato.

BRCA 1y 2: Siglas del gen del cancer de mama 1 y 2 (Breast cancer gene 1 /
2).

C: Citosina.

CO1: Citocromo oxidasa 1.

CP: Cancer de prostata.

CRM: Cadena respiratoria mitocondrial.
DTT: Ditiotreitol.

EC: Electroforesis capilar.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
ELAC2: ElaC homologo 2 (£. colr).

F: Forward (referido al Primer).

G: Guanina.

H: Siglas que nombran a la hebra pesada del ADNmt. Provienen del acrénimo
referente a la palabra inglesa “Heavy”.




Abreviaturas

HBP: Hiperplasia prostatica benigna.
HDL: High density lipoprotein.

HPC: Cancer de proéstata hereditario.
HV1: Region hipervariable 1.

HV2: Region hipervariable 2.

ins: Inserciones.

kDa: Kilo Dalton.

L: Siglas que nombran a la hebra ligera del ADNmt. Provienen del acrénimo
referente a la palabra inglesa “Light”.

LDL: Low density lipoprotein.

LOH: Loss of Heterozigosity o pérdidad de heterocigosisdad.
min: Minutos.

MSR1: Macrophage scavenger receptors 1.

NaCl: Cloruro sodico.

NADH: Dinucleotido de nicotinamida y adenina (forma reducida).
NcRNA: ARN no codificante.

NTC: Control negativo usado en la técnica SNP Genotyping Assay.
OR: Odds ratio.

OXPHOS: Fosforilacion oxidativa.

p: Sigla de brazo corto de un cromosoma.

pob: Poblacion.

pb: Pares de bases. A veces, debido a la nomenclatura inglesa aparece como
bp.

PK: Proteinasa K.
R: Reverse (referido al Primer).
RBP: RNA-binding proteins.

RNASEL: Ribonucleasa L.



Abreviaturas

ROS: Especies reactivas de oxigeno.
rpm: Revoluciones por minuto.

rs: Nomenclatura de un SNP determinado. Suele ir acompafiada de una serie
numeérica.

S: Referente a unidad Svedberg caracterizada por el tipo de coeficiente de
sedimentacion. Esta unidad es caracteristica de los ribosomas (70S y 80S) y
ARNTr.

SDS: Siglas del detergente Sodio Dodecil Sulfato.

SNPs: Siglas referentes a Single Nucleotide Polymorphism, o 1o que es o mismo
Polimorfismo de un Unico nucledétido.

SPSS: Siglas del programa estadistico “Statistical Package for the Social
Sciences” aunque también se ha referido como "Statistical Product and Service
Solutions" (Pardo, A., & Ruiz, M.A., 2002).

SR: Siglas de Scavenger Receptors.
T: Timina.

T2: Temperatura.

T:: Temperatura de fusion.

UVB: Radiacion ultravioleta o radiacion UV tipo B.
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INTRODUCCION

1. GENETICA Y CANCER

El destino de cada una de las células de nuestro organismo esta
previamente fijado en el material genético que contienen, es decir, impreso en
su ADN. Sin embargo, este ADN puede sufrir cambios; bien por causas externas
ambientales, como la alimentacién, la radiacion ultravioleta y estilo de vida; o
internas, entre las que podemos sefalar todas las alteraciones de distintos tipos
de rutas, que normalmente acaban produciendo un crecimiento celular
descontrolado [1]. Finalmente, se produce una interaccion con el ADN, que si
no es reparada puede quedar fijada y expresarse [1]. Asi se ha observado,
como en el caso de la radiaciébn UV puede generar dimeros de timina, sitios
apurinicos, apirimidinicos, o puentes cruzados entre las cadenas de ADN. De
igual modo, puede ocurrir con el caso de los factores de crecimiento del tipo
TGF-B que al sufrir mutaciones adquieren una resistencia a la inhibiciéon del
crecimiento produciéndose un crecimiento celular descontrolado. Generalmente
tanto cambios genéticos como epigenéticos pueden afectar a determinadas
regiones del ADN alterando las pautas normales de crecimiento y proliferacion
celular [2].

Durante el desarrollo y progreso de un cancer, las células sufren una serie
de modificaciones, pueden ser epigenéticas como metilacion del ADN,
desacetilacion de histonas y alteraciones en el nucleosoma. Estas alteraciones y
variaciones generan una inestabilidad genética que puede activar oncogenes o
silenciar genes supresores de tumores [3].

Todos los eventos citados anteriormente generan finalmente mutaciones
que podemos clasificar segun el tipo de célula que afecten: mutaciones
germinales (afectan a las células gaméticas) y mutaciones somaticas (afectan a

las células somaticas). Las consecuencias finales de un tipo de mutacién y otra
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son diferentes. Asi los cambios que se producen en los gametos o células
germinales pueden provocar o esterilidad en el individuo o fijarse en el material
genético del mismo implicando una transmisién a la descendencia, por lo que
evolutivamente tienen gran importancia. En cambio, las mutaciones somaticas
que se producen en un individuo pueden desencadenar algun tipo de patologia
o iniciar la carcinogénesis, pero a diferencia de las anteriores, no se transmiten
a la descendencia [4]. Este ultimo tipo de mutacion puede dar lugar a
individuos mosaico, ya que no todas las células del individuo tienen por qué

estar afectadas por esta mutacion.

ONCOGENES

Los protooncogenes son aquellos genes celulares que controlan procesos
de proliferacion y diferenciacion celular. Si por cualquier agente, tanto exdégeno
como enddgeno, ocurren mutaciones en estos, se produce una alteracion en los
mismos que puede derivar en la generacion de variantes alteradas u
oncogenes.

Los oncogenes se describen como genes anormales que proceden de la
mutacion de un protooncogén y su principal funcion es la transformacién de
una célula normal en una maligna que desarrollara un determinado tumor.

La participacion de los protooncogenes es muy amplia tanto en cascadas de
sefalizacion que intervienen finalmente en la proliferacion celular, como en la
interaccion de vias para la expresion de genes que actien sobre el ciclo celular.

Se encargan por tanto, de mantener una homeostasis en el ciclo celular.
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2. EL CANCER DE PROSTATA

Existen distintos tipos de alteraciones en el tejido prostatico, pudiendo ser
de tipo benigno o maligno. La frecuencia de ambas alteraciones aumenta con el
envejecimiento. Existen caracteristicas de los trastornos proliferativos benignos
como son la polaquiuria, infeccion y posible obstruccion [5]. En la hipertrofia
nodular benigna se producen sintomas como la obstruccion del vaciado vesical
por la presion sobre la uretra prostética. A su vez, hay una cierta predisposicion
a la infeccion y formacion de calculos [6]. Una de las principales diferencias
entre la hiperplasia benigna y el carcinoma de prOstata es que este ultimo
tumor se suele originar en la zona periférica de la prostata a diferencia de la
hiperplasia benigna que se desarrolla principalmente en las zonas periuretral y
de transicion de la glandula [6].

Con respecto a las caracteristicas malignas vamos a centrarnos en el cancer

de prostata, el cual se detallara a lo largo de todo este trabajo.

2.1. EL CANCER DE PROSTATA: DEFINICION Y CLASIFICACIONES

El cdncer de préstata es el sexto cdncer mas comun en el mundo y el
tercero en el caso de los varones. Si nos centramos en la poblacion esparfiola
también ocupa la tercera posicion entre varones espafoles, al igual que la
tercera causa de muerte general por cancer. En Ameérica es uno de los canceres
méas comunes, teniendo las tasas de incidencia méas elevadas del mundo
contrastando con las tasas mas bajas localizadas en Asia y Norte de Africa. Asi
mismo, y a pesar de los progresos en su diagnéstico precoz, tratamiento e
incremento de la supervivencia; constituye la segunda causa de mortalidad por
cancer, después del broncopulmonar en dichos paises. En Europa, en el afio
2008, se diagnosticaron 382.300 nuevos casos y 89.300 pacientes fallecieron
[7]. En Espafa, el estudio de incidencia del cancer de préstata realizado en
2010, mostro una incidencia estimada de 19.000 nuevos casos/afio [8], con una

tasa de 80 nuevos casos/100.000 habitantes.

10



El cancer de préstata

Existen principalmente dos tipos de adenocarcinoma prostéatico, el familiar y
el esporadico. Debido a que el cancer de prostata es un tipo de tumor sdlido, es
caracteristico de este tipo de tumores la existencia de unas tasas de incidencia
de 5-10% en casos familiares [9]. De hecho se describen casos de historias
familiares en los que individuos con dos o incluso tres familiares afectados de
esta patologia tienen un riesgo incrementado de 5 a 11 veces, con respecto a
los casos que no se encuadren en este entorno familiar [10]. Es un ejemplo de
lo que se conoce como cancer de prostata hereditario, en el que existe una
familia con un grupo de tres o mas familiares afectados (padres e hijos) y
ademas el grupo afectado suele padecer la enfermedad a una edad temprana
(55 afios o inferior a esta).

Por otro lado, se denomina cancer de prostata familiar cuando el cancer de
préstata afecta a mas de una persona pero sin un patron definitivo de herencia.
En la patologia prostatica familiar, el material genético esta dafiado y existen al
menos tres familiares de primer grado de consanguinidad afectados por esta
patologia (normalmente apareciendo los casos en generaciones sucesivas) [11].
Suele aparecer en personas de edad avanzada, la edad media del diagndstico
es de 70 afios, siendo excepcional su diagnéstico antes de los 40 afios. Sin
embargo, existen un gran porcentaje de casos de cancer de prostata
esporadico en los que en determinadas familias se encuentran varones
afectados por cancer de préstata, en edad tipica de este adenocarcinoma y sin
tener aparentemente influencias genéticas [12]. A diferencia del anterior, en el
cancer de proOstata esporadico, el material genético estd dafiado por
carcinégenos, como causa de la exposicion del individuo a lo largo de su vida a
agentes mutagénicos o factores diversos como pueden ser la profesion o la
dieta. La incidencia de este ultimo tipo oscila entre valores de un 80 a un 90%
[13].

La dificultad para poder diferenciar entre el cancer de prostata hereditario y
esporadico radica en que no existen patrones clinicos o patoldgicos claramente
diferentes salvo la edad temprana de diagnéstico en el cancer de tipo
hereditario. Sin embargo, sendos tipos de canceres de prostata parecen tener

un patron pronéstico diferente [14]. El cancer de prostata hereditario se
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describe con un comportamiento mas agresivo, un pronéstico mas desfavorable
que el de tipo esporadico [15].

Si establecemos una analogia con lo que ocurre en el cancer renal, se sabe
gue el gen supresor de tumores von Hippel Lindau (VHL) es relevante para el
desarrollo del cancer renal familiar, pero a su vez también lo es para el cancer
renal esporadico. El gen de VHL es un gen supresor de tumores que se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 3 (3p); este gen tiene 3 exones que
codifican para una proteina de 213 aminoacidos [16].

En el cancer renal, como en casi todos los canceres; existe una forma
hereditaria y otra no hereditaria o esporadica, constituyendo este ultimo la gran
mayoria (95%). Un 85% de los canceres esporadicos son carcinomas de células
claras, 5-10% son canceres papilares y el resto constituye variantes poco
frecuentes, como los croméfobos y los carcinomas de los tubos colectores [16].
Debido al gran porcentaje de tumores esporadicos, se han realizado estudios
genéticos en estos casos. De hecho, se han descrito multitud de casos en los
que el gen VHL ha sufrido pérdida de funcion (bien por mutacién, por
metilacion o por pérdida alélica) quedando asi demostrado el papel que ejerce
el gen VHL en el desarrollo del carcinoma renal esporadico. De igual forma, los
genes que se describen en el carcinoma prostatico familiar parecen ejercer
importantes funciones en su desarrollo [17-19]. Por ello, siguiendo ese posible
patrén similar entre la genética del cancer esporadico y familiar, se va a
intentar relacionar la informacion genética descrita en el carcinoma hereditario

para el gen HPC1 con el carcinoma prostatico esporadico.

2.2. CARACTERISTICAS DEL CANCER DE PROSTATA

Otra de las particularidades del cancer de prostata es la gran variabilidad
del mismo, dependiendo de la raza, localizacion geografica, edad y otros
factores como lugar de trabajo, alimentacion y otros habitos de vida.

De hecho una de las principales caracteristicas del cancer es que se trata
de una patologia crénica asociada con mutaciones genéticas causadas por

varios factores, la mayoria de los cuales son ambientales. La variacion en la
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incidencia de los diferentes tipos de tumores en el mundo es indicativa de
diferencias en la exposicion a factores ambientales [20]. En el caso del cancer
de prostata, la epidemiologia se divide en dos grandes grupos: los factores
enddgenos (historial familiar, hormonas, raza, edad y estrés oxidativo); y los
factores exogenos (dieta, agentes medioambientales, ocupacién y otros
factores como estilo de vida) [21]. A continuacion se analizan, de forma somera

algunos de estos factores.

e Historial Familiar

De hecho existen estudios que lo corroboran con gemelos monozigéticos y
dizigéticos para comprobar el papel relevante genético en los mismos. Se
piensa que las causas son debidas tanto a componentes genéticos como a
factores de riesgo medioambientales que se comparten dentro de una misma
familia [22]. Para ello se han realizado andlisis de segregacion mdultiple en los
qgue se indica que la causa de este tipo de cancer familiar esta debido a la
accion de uno o mas genes de alto riesgo como por ejemplo HPC1, HPC2,
MSR1, HPCX... Aunque algunos de ellos se han destacado con un papel principal

para el desarrollo de este adenocarcinoma, en general queda mucho por hacer.

e Hormonas

Los andrégenos parecen alterar de forma significativa las tasas de
crecimiento del cancer de prostata. Se ha comprobado que concentraciones
elevadas de testosterona y su metabolito, dihidrotestosterona, aumentan el

riesgo de cancer de prostata.

e Razay etnia

Las tasas de mayor incidencia de esta patologia se localizan en los
afroamericanos [21] y las mas bajas se localizan en las poblaciones asiaticas.
Con un valor intermedio estan las poblaciones hispanicas y europeas [23].
Dentro de la poblacion europea, la mayor incidencia se localiza en paises
nordicos como Islandia, mientras que las mas bajas se localizan en paises de la

Unién Europea como Italia, Espafa y Francia [24,25].
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En la poblacion afroamericana, no sélo se dan tasas de mayor incidencia
sino también tasas de mortalidad mas amplias y a una edad mas temprana
[23].

Por todo ello, parece apropiado considerar dentro de los factores de
prognosis el lugar de residencia como parametro relevante para el diagnostico

del cancer de prostata.

e Factores medioambientales (lugar de trabajo y habitos de vida)

Los individuos que tienen determinados ambientes laborales como aquellos
confinados a trabajos de agricultura (principalmente por el uso de pesticidas) o
industrias que trabajan con metales pesados parecen tener una incidencia
mayor a desarrollar cancer de prostata. Hay estudios que sefialan a los
pesticidas organoclorados como un factor causante del cancer de prostata [26].

Otros factores que se han destacado como posibles causantes o con una
asociacion positiva al cancer de préstata son la alimentacion, la actividad fisica
y el tabaquismo entre otros [21]. Con respecto a la actividad deportiva, parece
gue el desarrollar una pauta vigorosa de ejercicio puede disminuir la progresion
del cancer de prostata. El efecto protector de la misma no es claramente
conocido aun, pero se piensa que puede ser debido a la influencia sobre un
gran numero de hormonas. Entre las hormonas sobre las que ejerce efecto el
ejercicio fisico destacamos la insulina, leptina y tetosterona. En un estudio
realizado en una poblacion americana se concluyd que los varones de 65 afos
gue habian realizado al menos tres horas semanales de actividad fisica tenian
un riesgo menor de ubicarse dentro de los rangos mas elevados de cancer de

prostata [27].

o Dieta

Es uno de los factores en los que mas se ha intentado establecer una
relacion con el desarrollo de cancer de proéstata. La dieta es muy diversa a lo
largo del mundo, de tal forma que paises asiaticos incluyen gran cantidad de
proteinas de soja y poca cantidad de proteinas animales en su dieta. En

contrapartida, los paises industrializados de la region occidental poseen dietas
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ricas en grasas animales y mayor indice de obesidad. Al comparar los datos de
cancer de prostata, se ven porcentajes diferentes en estas regiones, de tal
forma que los asiaticos tienen baja incidencia de esta patologia y es elevada en
los paises occidentales [28].

Se han descrito una gran cantidad de factores alimenticios que parecen
ejercer un papel relevante en el desarrollo del cancer de préstata. EI consumo
de grasas, especialmente las grasas poliinsaturadas [21] parece actuar como
metabolitos intermediarios que reaccionan con el ADN o proteinas pudiendo
causar dafos en el ADN. La vitamina C, aunque puede actuar como especie
reactiva de oxigeno, actla como un potente agente reductor o antioxidante
blogueando la formacidn de nitrosaminas y nitrosamidas (que poseen capacidad
carcinogénica). [21]. La ingestion de vitamina E, produce un efecto protector
por su accién antioxidante, evitando la progresion del cancer [21].

Muchos de los alimentos que se nombran como relevantes para el
desarrollo del céancer de prostata se encuadran en este grupo por sus
capacidades quimiopreventivas, propiedades antioxidantes y efectos inhibidores
en el desarrollo y progresion del cancer de préstata. Dentro de estas sustancias
destacariamos a los carotenoides, licopeno, retinoides, vitaminas A, E y C,
selenio , sustancias con contenido en fenol [28], las proteinas de soja, el
pescado y las grasas marinas, acidos omega 3, colesterol, polifenoles,
isoflavonas, carne roja, cruciformes y el té verde [29]. Todos estos agentes
interactian en algun punto de la ruta carcinogénica del cancer de prostata,
incluyendo el metabolismo de andrégenos, progresion del ciclo celular y
apoptosis, al igual que alternando potenciales de membrana mitocondriales y
respuestas al estrés oxidativo [30]. Se han realizado estudios en poblaciones
suecas en las que se ha demostrado que soélo los pescados con alto contenido
en acidos grasos del tipo omega 3 disminuyen el cancer de prostata. Parecen
inhibir la accion del acido araquidénico (derivado de la biosintesis de los
eicosanoides) y aumentan las cantidades de EPA (acido eicosapentanoico). El
EPA compite con el araquidonico como sustrato de las ciclo-oxigenasas y, por

tanto, unas concentraciones elevadas de EPA pueden llevar a cambios
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importantes en el crecimiento del tumor potenciado por las prostaglandinas
[31].

Se ha comprobado que los afroamericanos consumen mas cantidad de
grasas y menor cantidad de fibra en su dieta si se comparan con poblaciones
como la caucasica y la asiatica. De igual forma, se conoce que la poblacion
afroamericana consume menos licopeno, selenio y productos derivados de la
soja [23], lo que parece contradictorio con respecto a la distribucion poblacional

de este cancer.

2.3. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

Se ha comprobado que las tasas de incidencia de esta patologia varian
ampliamente entre individuos de distintas etnias. Entre los aflos 2002 y 2006,
las tasas de incidencia del cancer de préstata oscilaban entorno a unos 232
individuos de 100.000 en afroamericanos frente a los 146 afectados en los
poblaciones europeas [32]. En la poblacion de Andalucia se ha estimado una
incidencia de cancer de préstata de 70/100.000 habitantes/afio, porcentaje
inferior a la incidencia en Espafia 82/100.000 hab/afio. Segun los estudios
coordinados por el Dr. Cézar, en Andalucia podemos ver que se diagnostica en
pacientes mas jovenes, y con mas sintomas prostaticos en estadios localizados
(T1lc) [8]. En cambio, poblaciones como Japdén y China presentan porcentajes
de incidencia y mortalidad de este adenocarcinoma mas bajos [33]. Estas tasas
se hacen aun mas evidentes si nos fijamos en las tasas de mortalidad entre
estos dos grupos poblacionales, siendo dos veces mayor en la poblacion

afroamericana.
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Segun los ultimos estudios, parece que el componente racial esta altamente
ligado con un componente genético (seguramente multifactorial) que hace que
exista esta diferencia entre los grupos poblacionales. Sin embargo, no es el
anico factor que influye en esta patologia, como se ha sefialado previamente, el
componente ambiental es otro de los factores mas importante [34]. De hecho
estudios de poblaciones migratorias han indicado que la duracion de la
residencia en diversos lugares afecta al riesgo de cancer de préstata. Con todo
esto, vemos que los factores genéticos son importantes pero el riesgo del
cancer de prostata también fluctia entre poblaciones que son étnicamente
similares pero que viven en diferentes lugares quedando patente el papel de los

factores medioambientales en cambios de riesgo en esta patologia [33].
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Si se estableciese un esquema de gradacion de este cancer, los grupos que
poseen mayores tasas de incidencia y mortalidad son los individuos
afroamericanos, seguidos de poblacion blanca residente en EEUU. Entre los
grupos con menores tasas, destacamos a los hispanos y japoneses y seguidos
de los varones descendientes de Asia que poseen las tasas mas bajas. La
diferencia entre las poblaciones no se determina exclusivamente por la
existencia de tasas de prevalencia y supervivencia diferentes, sino que se han
sefialado casos en los que se describen fendmenos de anticipacion del cancer.
Por lo general, los casos de cancer de préstata aparecen cinco afios antes en

las poblaciones americanas que en poblaciones asiaticas[36].
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Figura 2: Datos actualizados a 2002 donde se indican las tasas de incidencia y mortalidad del
cancer de préstata en distintos grupos poblacionales.

Como se ha visto a lo largo de este apartado, los factores raciales y
geograficos son muy relevantes a la hora de poder realizar un estudio correcto
asi como, un andlisis de este carcinoma. Este estudio estd referido
exclusivamente a una determinada poblacion del Sur de Europa, concretamente
de Granada (Andalucia, Espafia). Si se concretan las tasas de incidencia y
mortalidad a nivel Europeo, se observa como las més altas se encuentran en los
paises escandinavos (Norte Europa) y las menores en la regiones Sur europeas
[37] (Figura 3).
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http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats/types/prostate/incidence/ [37].
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3. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES
AFECTOS

El prondstico de carcinoma de prostata se puede predecir con cierta
exactitud gracias a medidas de gradacion y estadificacion clinicas. Existen
distintas formas de clasificar al paciente con cancer de prostata: segun la
extension del tumor (TNM), el grado histopatoldgico (Gleason), su estadio
clinico o histopatoldgico, o su riesgo. Para la estadificacion, se tienen en
cuentan el tamafio (volumen) del tumor, el grado de extension dentro de la
prostata, la extension fuera de la préstata, las metastasis en los ganglios
linfaticos y la distancia. Estas valoraciones se pueden realizar bien en biopsias

prostaticas o en especimenes de prostatectomia total [6].

3.1. EL ESTADIO

El estadio o etapa, es un método de clasificacion del tumor segun su
tamafio y localizacion. Puede estimarse mediante distintos procedimientos como
son el tacto rectal, ecografia 0 bien mediante una puncion y posterior recuento
del nimero de células cancerosas presentes en cada muestra tomada. Pueden
establecerse varios sistemas de clasificacion de las etapas del cancer como son
los sistemas ABCD o clasificacion de Whitmore-Jewett, los sistemas TNM (siglas
de Tumor, Nodulo y Metastasis) o bien los sistemas | — IV (o su analogo
numérico 1-4) [38].

v’ Estadificaciobn mediante el sistema de Whitmore-Jewett
(sistema ABCD)

En este caso se clasifica el cancer de prostata como A, B, C, o D. Donde
cada letra se corresponde con un estadio y unas caracteristicas clinicas
determinadas.

e Estadio A, se engloba a un tumor clinicamente indetectables confinado a la

glandula prostatica y que ha sido un hallazgo casual en una cirugia de
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prostata por otro motivo. Podemos realizar subclasificaciones, donde Al se
corresponde con un cancer bien diferenciado con afectacion focal; y A2 con
un cancer moderadamente o pobremente diferenciado o con afectacion de
multiples focos en la glandula prostéatica. Si el cancer afecta a mas del 5%
del tejido se considera dentro del estadio T1b.

e Estadio B, se refiere a un tipo de tumor confinado a la glandula prostética
(local). De igual forma, podemos diferenciar, BO en los casos en los que el
PSA es detectable, pero tumor no palpable; B1 cuando existe un unico
nodulo en un lobulo de la préstata; y B2 al describirse una afectacion mas
extensa de un I6bulo o de ambos l6bulos de la prostata.

e Estadio C, nos referimos a un tumor clinicamente localizado en el area
periprostatica pero que se extiende a la capsula prostatica o afecta a las
vesiculas seminales. Segun caracteristicas clinicas podemos a su vez
diferenciar los tipos C1, cuando existe una extension clinica extracapsular; o
C2 si el tumor extracapsular produce retencion de orina u obstruccidon
uretral.

e Estadio D se corresponde con la enfermedad metastasica. Se destacan dos
tipos la D1 (analoga a N1-MQ) para el caso en el que el cancer llega a los
ganglios linfaticos. Hasta este punto (etapa C y D1) se le puede considerar
como un cancer regional. La etapa D2 (o M1), implica una diseminacion del
cancer a otras partes del cuerpo por lo que se denomina como cancer

sistémico o metastasico.

v’ Estadificacion sistema -1V

Estadio I, se engloba a un tipo de cancer que no se ha extendido a los
ganglios linfaticos ni a ninguna parte del cuerpo. Engloba a una escala Gleason
baja (2 a 4), y al estadio T1a, NO, MO.

Estadio 11, diferenciamos a un cancer que no se ha extendido a los
ganglios linfaticos ni a ninguna parte del cuerpo, pero a diferencia del caso
anterior posee un Gleason intermedio o alto (5 o mas alto); normalmente

diagnosticado por una biopsia realizada por un nivel de PSA alto, y no se ha
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podido palpar en el tacto rectal o no se ha visto en la ecografia transrectal;
aungue también puede detectarse en estos dos ultimos casos. Englobariamos
en este grupo a las siguientes combinaciones:

e T1la, NO, MO, Gleason intermedio o alto (5 al0).

e T1b, NO, MO, cualquier Gleason (2 a 10).

e T1c, NO, MO, cualquier Gleason (2 a 10).

e T2, NO, MO, cualquier Gleason (2 a 10).

Estadio 111, el cancer ha sobrepasado los limites de la prostata y puede
afectar a las vesiculas seminales, pero no a los ganglios linfaticos ni a ninguna
parte del cuerpo. Encuadra a los estadios T3, NO, MO y cualquier Gleason (2 a
10).

Estadio 1V se cumplen uno o mas de los siguientes parametros:

- El cancer se ha extendido a los tejidos proximos a la prostata,
diferentes de las vesiculas seminales, como el esfinter externo vesical
(musculos que ayudan en el control de la miccion), recto, y/o pared de la
pelvis.
- Se ha extendido a los ganglios linfaticos.
- Se ha extendido a érganos distantes del cuerpo.
Se corresponde con los estadios T4, NO, MO y cualquier Gleason (2 a 10); o
cualquier T, N1, MO y cualquier Gleason (2 a 10); o bien cualquier T, cualquier

N, M1 y cualquier Gleason (2 a 10).

v Estadificacion (TNM)

En el sistema de estadificacion (TNM) existen distintas categorias en
funcibn de que los canceres sean palpables en el tacto rectal o bien
identificados s6lo por el antigeno prostatoespecifico anormal (T1c), para los
palpables pero clinicamente circunscritos a la glandula (T2) y para los que se
han extendido fuera de la préstata (T3 y T4) [5].

Este sistema de estadiaje se usa como meétodo estandar para realizar
clasificaciones en este cancer. Este sistema TNM se usa para clasificar a varios

tumores malignos, y describe cdmo de extendido se encuentra el tumor en el
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paciente. Debe sus siglas a T (describe el tamafio del tumor y si invade tejidos

cercanos); N (describe si los nédulos linfaticos regionales se ven afectados) y M

(describe si hay metastasis).

Dentro del estadio T podemos diferenciar las siguientes categorias:

e T1:. Tumor no evidente clinicamente, no palpable ni visible mediante
técnicas de imagen. Dentro de este, podemos establecer una serie de
subgrupos Tla, Tlby Tic.

e T2: Tumor confinado en la préstata. De la misma forma que antes, se
establecen subgrupos. T2a (donde el tumor abarca la mitad de un lébulo o
menos), T2b (el tumor abarca mas de la mitad de un I6ébulo pero no ambos
I6bulos); T2c (El tumor abarca ambos I6bulos).

e T3: Tumor que se extiende mas alla de la capsula prostatica. Segan cémo
sea esta extension podemos diferenciar: T3a (extension extracapsular
unilateral o bilateral) o T3b (tumor que invade la/s vesicula/s seminal/es).

e T4: Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes distintas de las
vesiculas seminales, como son el cuello vesical, esfinter externo, recto,
musculos elevadores del ano y/o pared pélvica [39].

En el estadio N diferenciamos dos tipos denominados como NO (lo que
significa que el cancer no se ha extendido a ningun ganglio linfatico) y N1 (en
el caso en el que el cancer se haya extendido a uno o mas ganglios linfaticos
regionales de la pelvis, es decir proximos a la prostata).

En el estadio M, podemos encontrar dos clasificaciones: la MO (que
clasifica a un cancer que no presenta metastasis a distancia) y la M1 (donde el
cancer presenta una extension a distancia (fuera de la pelvis), como a otros
ganglios linfaticos (como los periadrticos 0 mediastinicos), otros 6rganos como

el hueso, pulmon, higado o cerebro).

Normalmente tras determinar el estadio TNM, se combina con la
informacion clinica de la escala Gleason y se engloba al paciente finalmente en
un dltimo estadio cuya nomenclatura se establece con nimeros romanos que
oscila del I (menos avanzado) al IV (mas avanzado). Esto va a ser util para

determinar el tratamiento y prondstico del paciente.
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Segun las guias practicas clinicas sobre el tratamiento del cancer de
préstata [39], para establecer una correcta clasificacion de este tumor, no
debemos fijarnos solo en el estadio TNM, ya que en el caso de individuos con
cancer de préstata localizado no seria suficiente. Por ello, los subgrupos de
riesgo o pronostico se realizan en combinacién con otros factores de riesgo
conocidos como son el grado de PSA y la escala de Gleason, estableciéndose la
clasificacion de D’Amico [40].

Segun esta clasificacién, podemos diferenciar:

e Grupos de bajo riesgo; entendiéndose como aquellos en los que se cumplen

los siguientes criterios: estadios T1lc-T2a; Gleason <7 y PSA menor o igual a

10 ng/mL.

e Grupos de riesgo intermedio: estadios en el rango T2b, escala Gleason de 7

y valores de PSA por encima de 10 y menores o igual a 20 ng/mL.
e Individuos de alto riesgo: que corresponden con aquellos que poseen
estadios de T3 o T4; Escala Gleason igual o superior a 8 y valores de PSA

por encima de 20 ng/mL. [41].

3.2. GRADACION GLEASON

Este tipo de clasificacion se determina en base a las caracteristicas
microscopicas que presente el tumor y establecidas por un anatomopatélogo.
Con ello, siempre nos estaremos refiriendo a una pérdida de la arquitectura
normal del tejido (en cuanto a tamafio, forma y diferenciacion de la glandula)
[42].

La gradacién del carcinoma prostatico, se centra en las caracteristicas
arquitecturales del tejido que fueron nombradas por Dr.Donald F.Gleason se
conoce como sistema de gradacion de Gleason [6]. Se usa como medida de la
agresividad de este cancer y se basa en la apariencia de las células cancerosas
gue son clasificadas en una escala de 1 a 5 (Figura 1), o bien de valores de 1 a
9 (segun la apariencia se les da un valor numérico de 1 a 5 compuesto por dos
nameros de la forma 3+4=7). En este segundo tipo de expresion de la escala,

valores de 4 0 menores, sugieren un cancer de crecimiento lento, mientras que
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uno de siete o0 mas es interpretado como de crecimiento mas rapido. Esta
gradacion suele darse en combinacion de dos numeros (gradacion combinada
de Gleason), de tal forma que cada uno indica los componentes principales del

tumor. Asi, los grados 2, 3 y 4 tienen caracteristicas intermedias [43].

Figura 4: Representacion anatomopatoldgica del estadio Gleason. Las células del margen
derecho, son células con una forma poco definida y de distribucién al azar que contrastan con
las células del lado izquierdo que parecen totalmente homogéneas en forma y distribucién. La
zona central estd ocupada por unas células de caracteristicas intermedias entre las simétricas
del margen izquierdo y las asimetricas e irregulares del derecho. Imagen tomada del articulo de
O”Dowd [42].
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4. MARCADORES PARA DETECTAR EL CANCER DE
PROSTATA

Los biomarcadores tumorales nos sirven como sefal para poder detectar la
existencia de determinados tumores facilitando una deteccibn precoz y
contribuyendo a un diagndéstico y tratamiento en las etapas tempranas del
mismo. Podemos destacar dos tipos de marcadores: los negativos (se
encuentran ausentes o en menor porcentaje de expresion en el tejido tumoral)
y los positivos (aumentan su expresion en el tejido tumoral) [44]. El cancer de
préstata es una de las patologias que nos ofrece la posibilidad de ser detectada
con una determinada precocidad por la existencia de marcadores tumorales
positivos como el PSA. Sin embargo, cada vez se estan describiendo mas casos
que nos demuestran la fragilidad de este marcador y la necesidad de buscar
otros marcadores alternativos que palien este problema. De hecho, el PSA se
sigue usando actualmente pero cada vez es mas necesario, obtener un nuevo
biomarcador que nos proporcione un mejor diagnéstico y pronoéstico; la

necesidad de obtener un nuevo biomarcador.

4.1. PSA

El PSA, es una glicoproteina con actividad serin-proteasa producida en el
epitelio prostatico [45-47] cuyo gen se localiza en el cromosoma 19 (19g13.41)
[44]. Tiene un peso de 34 kD y es una glicoproteina de cadena Unica de unos
237 aminoacidos que se produce casi exclusivamente por las células epiteliales
prostaticas. Esta serin-proteasa, pertenece a la familia de las calicreinas [21].

Las medidas de los valores de PSA se realizan de forma rutinaria y son una
herramienta util para el manejo y tratamiento de pacientes afectados por esta
patologia [48,49]. Un valor de PSA de 4 ng/mL se considera como valor umbral,
por encima del cual deberia realizarse una biopsia prostatica, aunque realmente
la especificidad de este test es baja cuando el PSA esta por debajo de valores
de 10 ng/mL [50]. El problema que se plantea con el uso de este marcador esta
relacionado con la caracteristica de que no soélo las células malignas lo

producen, por lo que no es totalmente fiable como valor diagnéstico, pudiendo
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crear falsos negativos y/o positivos. De hecho, se han observado
concentraciones elevadas de PSA en hiperplasias benignas de prostata y otros
tipos de prostatitis [51]; al igual que hay casos de varones con valores de PSA
< 4 ng/mL que padecen cancer de préstata agresivo (Escala Gleason > 7) [52].
A pesar de ello, no se dispone en la actualidad de otra herramienta que nos
sirva de marcador, por lo que aun sabiendo las limitaciones del PSA, se sigue
usando [53-56]. De hecho, se han realizado estudios en los que se comprueba
que la eficacia de detectar el cancer de préstata mediante el antigeno
prostatico (PSA) es poco especifica cuando éste se encuentra en torno a los
rangos de 2 and 10 ng/mL, encontrandose a pacientes a los que se les somete
a biopsias innecesarias al encontrarse dentro de estos rangos de PSA [50].

Hay estudios que indican el pequefio valor de este marcador para
diagnostico temprano de esta patologia. De hecho, en individuos con valores de
PSA entre 4-10 ng/mL se han encontrado resultados de biopsia negativa en el
80% de los casos [44]. Sin embargo, en pacientes mayores de 70 afos, valores
de 5 ng/mL pueden considerarse normales. Para mayor detalle ver informacién

de rangos de PSA y edad descritos por Oesterling en 1993 en la Tabla 1.

Tabla 1. Rango normal de PSA y edad.

Edad Rango normal de PSA (ng/mL)
40 - 49 0-25
50 - 59 0-35
60 — 69 0-4.5
70 -79 0-6.5

Aunque no siempre cifras de PSA en los rangos de normalidad descartan la
presencia de cancer, si suelen coincidir en estos casos con tumores
circunscritos a la glandula y por lo general poseen un mejor prondstico. Para
evitar problemas, cuando nos encontramos con niveles de PSA entre 4 y 10
ng/mL se amplian los analisis incluyendo conceptos como densidad de PSA
(relaciona el valor del PSA con el volumen prostatico, valores >0.15 indican
sospecha de CP y < 0.15 son mas compatibles con HBP.), velocidad de PSA

(aumentos del PSA > 0.75 ng/mL. en un afio indican sospecha de CP), PSA libre
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(cociente PSA libre/PSA total: relaciébn entre el PSA que circula libre de la
proteina transportadora y el PSA unido a ella. Valores > 0.25 son compatibles
con HBP, y < 0.20 sospechosos de CP), PSA segun edad, lo que permitiria

evitar biopsias prostéaticas innecesarias [57,58].

Ante estos resultados se han planteado como recomendables seguir las

siguientes pautas:

e Un PSA > 10 ng/mL. obliga a la realizacion de una biopsia guiada por
ecografia.

e Si el PSA esta entre 4 y 10, hay que valorar el cociente PSA libre / total y
la velocidad del PSA. Si son anormales, estard indicada la biopsia
prostatica.

e En los pacientes tratados con Inhibidores de la 5 Alfa reductasa las cifras
de PSA se reducen a la mitad a partir de los 6 meses de
tratamiento[58,59] Por lo tanto a partir del 6° mes de tratamiento se
debe de multiplicar por 2 la cifra de PSA para conocer la cifra real de
PSA. La cifra obtenida mantiene la sensibilidad y especificidad del PSA

obtenido.

Segun las Guias Europeas en CP [58,59] no es necesario la realizacion de
una deteccion precoz en todos los individuos sino que los mejores candidatos

para este andlisis serian:

Todos los varones que tengan antecedentes familiares de primer grado de
cancer de prostata. El riesgo es mayor si ha aparecido el cancer en edades
inferiores a los 60 afios, existen 2 o mas miembros familiares de 1° grado
afectados o tres generaciones consecutivas. Por ello, se estipula comenzar a los
45 afios si hay un antecedente familiar de 1°" grado con CP. O a los 40 afios si
existen 2 o mas antecedentes familiares de 1*" grado de CP.

e En varones de raza negra comenzar con el screening a los 45 afos.

e En varones mayores de 70 afios 0 esperanza de vida < a 10 afos, no se

recomienda la realizacion de una estrategia diagnostica precoz.
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4.2. BIOMARCADORES

Existen multiples estudios en los que se analizan distintos tipos de

moléculas o sustancias como posibles marcadores efectivos para esta patologia

[44].
v

HPC1 (RNASEL) del que se han descrito distintas variantes posibles
causantes del cancer de prostata.

PCA3 (Antigeno prostatico 3) codificado por un gen que se localiza en el
cromosoma 9, formado por cuatro exones y tres intrones. Parece que la
causa mas frecuente en el cancer de proéstata es el splicing del segundo
exon.

TMPRSS2: ETS se ha descrito como muy comun en individuos de estadio
bajo o medio de esta patologia, mientras que practicamente inexistente
en los de elevada riesgo o desarrollo del tumor.

GSTP1 (enzima de la familia Glutation—S-transferasa), su papel no esté
claro, algunos estudios indican que se produce metilacion del gen
GSTP1, otros indican una disminucion de la expresion de este gen.
AMACR (a- metilacil-CoA racemasa) parece que cuando los rangos de
PSA se encuentran entre 4-10 ng/mL, se produce un aumento de los
anticuerpos antiAMACR. Esto podria ser clave para diferenciar individuos
sanos de afectos. Sin embargo, se han encontrado sobreexpresiones en
individuos sanos que hacen descartar esta enzima como buen marcador.
GOLPH2 (Golgi fosfoproteina 2) es una clase de proteina de membrana
del aparato de Golgi, estudios preliminares parecen demostrar que los
niveles de expresion aparecen elevados en cancer de prostata
comparados con los que presenta un tejido normal.

EPCA es wuna proteina de matriz nuclear, algunos estudios han
demostrado que determinadas proteinas de matriz nuclear pueden verse
presentes en todo tipo de células y estados fisiolégicos, mientras que
otras son especificas de tejido y estado celular. Por estas caracteristicas,
se pensd en estas proteinas como posible marcador de un evento

tumoral, sin embargo deben de realizarse una mayor cantidad de
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estudios para poder corroborar los resultados. Efectos similares ocurren

con la Sarcosina, que aparece elevada en individuos afectados [44].

4.3. MARCADORES GENETICOS

El problema de la gran variabilidad de esta patologia y de la existencia de
una gran cantidad de factores epidemiolégicos de riesgo, asi como el
diagnostico a una edad avanzada (lo que hace complicado obtener muestras de
ADN de varios individuos de la misma familia afectos), hace dificil poder
diferenciar determinados marcadores genéticos especificos de este
adenocarcinoma [60]. El uso de marcadores genéticos para detectar un tipo de
cancer no es una técnica ni altamente novedosa ni exclusiva del cancer de
prostata. Tal es el caso del uso de genes como BRCA1l y BRCA2 para el
diagnostico y prevalencia del cancer de mama y ovario, donde determinadas
mutaciones indican un mayor riesgo al desarrollo de esta patologia [61].

Del mismo modo, se esta realizando una busqueda de marcadores que
puedan reemplazar a la cistoscopia que se realiza para detectar el cancer de
vejiga. Sin embargo, parece que la citologia sigue dando mejores resultados
que el uso de marcadores como el BCLA-4 (proteina especifica de la matriz
nuclear en el cancer de vejiga). El problema radica en que no se ha demostrado
el uso de estos biomarcadores en pacientes de bajo riesgo y algunos son muy
especificos de determinadas regiones del tracto urinario [62]. De igual forma,
en el caso del cancer colorrectal existen diversos tipos de marcadores, algunos
de ellos con una mayor eficacia que otros dependiendo del tipo de patologia
concreta que se esté buscando. De este modo, podriamos enumerar: CEA
(marcador sérico) que en combinacidén con otros factores prondésticos puede ser
muy util; marcadores genéticos como MSI, MLH1 y APC, con eficacia en la
deteccion de la poliposis familiar maltiple y no polipésica respectivamente [63].
Encontramos numerosos analisis en distintos genes que se han encuadrado
como elevado riesgo de susceptibilidad al desarrollo del cancer de prostata.
Destacamos como mas relevantes al gen HPC1 (RNASEL), ELAC2 y MSR1, de

los cuales hablaremos en profundidad en los capitulos siguientes.
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4.3.1.BRCA-1 y BRCA-2

Existen gran cantidad de estudios que demuestran una clara asociacion
entre un aumento en el riesgo a desarrollar cancer de préstata en individuos
con mutaciones en estos genes. Muchos de los casos se han descubierto en
estudios de familias con mutaciones en el gen BRCA-2 que han desencadenado
un cancer de mama y a su vez un riesgo aumentado en el cancer de prostata.
Estudios similares se han descrito en el gen BRCAL [2]. Parece que en los casos
de canceres familiares existe una asociacion entre los individuos portadores de
mutaciones en BRCA2 y la presencia de un alto riesgo en canceres de ovario,
mama y proéstata.

De hecho, ya se describen casos de asociacion entre el cAncer de mama en
familias con cancer de prostata. En un estudio realizado en Islandia, los
descendientes varones de pacientes con cancer de mama presentan de 2 a 3
veces mas de riesgo a padecer cancer de prostata.

Estudios similares a los realizados han demostrado que los genes BRCAL y
BRCA2 aumentan el riesgo a padecer cancer de prostata [64]. Se destacan
principalmente mutaciones de tipo delecién que afectan a individuos con cancer
de prostata, mutaciones 999del5 en poblaciones de Islandia y la mutacion
6174delT en poblaciones de judios Ashkenazi. En un estudio desarrollado en
varios miembros afectados de unas familias con cancer de mama en una
poblacién espafiola, se ha descrito la mutacién 5369delATTT (localizada en el
exon 11 del gen BRCA2) que produce un coddn de parada en la posicion 1723
generando una funcion anormal del gen BRCA2 que causa la pérdida del
extremo BRCA2 C —terminal. Tras finalizar el estudio, se encontraron individuos
portadores de la mutacion de los cuales unos estaban previamente
diagnosticados de cancer de mama y otros de préstata; mientras que otros no
habian sido diagnosticados antes de finalizar el estudio. Sin embargo, no se
pudo avalar ningun resultado de asociacion con los datos que se poseian hasta
el momento, aunque parece que esta mutacion puede ejercer un papel

importante en el desarrollo del cancer de mama y de prostata [65].
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4.3.2. Gen CO1

El gen de la citocromo oxidasa 1 se localiza en el genoma mitocondrial y
también se ha asociado con cancer de prostata. Tras realizar la secuenciacion
de este gen, se ha encontrado que en la posicion nucleotidica 6124 se produce
un cambio de T a C, lo que provoca una sustitucion aminoacidica Met74Thr.
Este tipo de mutacion produce una disminucion de un 29% de la actividad de la
citocromo oxidasa (de la cual el gen CO1l ocupa el nlcleo catalitico de la
misma), pero a su vez, se produce también un aumento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno [66]. Aunque aun, es uno de los genes de los
que queda mas por describir, se estima establecido que entre un 11-12% de los

pacientes con cancer de préstata poseen mutaciones en el gen CO1 [67].

4.3.3. Gen CHEK?2

El gen CHEK2, se localiza en el cromosoma 22g12.1 y recibe este nombre
por ser homologo al gen CHK2 (gen de checkpoint de la levadura S. pombe). Su
principal funcion es actuar como regulador upstream de p53 al igual que actuar
en las rutas de sefializacion de ADN ATM dependiente. Este gen fue
inicialmente conocido por presentar mutaciones que estaban localizadas en el
sindrome de Li-Fraumeni. Los estudios realizados por Dong et al reflejaron una
influencia de las mutaciones en el gen CHECK2 y el desarrollo en el cancer de
prostata [68]. Se han descrito de tal forma, mutaciones como 1100delC y
Ilel57Thr que aparecen en un porcentaje mas elevado entre individuos

afectados por cancer de prostata que entre individuos controles [2].
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4.4. CAMBIOS EPIGENETICOS

Se han descrito modificaciones genéticas que se asocian con el desarrollo y
progresion del cancer de prostata; y cada vez mas, se comprueba que los
cambios epigenéticos tienen un papel importante en la iniciacion y progresion
del cancer de prostata [3], por lo que se podrian destacar como herramienta de
seguimiento del cancer de prostata. La Glutation S-transferasa pl (GST-P1) y
de igual forma, cualquier gen que posea promotores ricos en CpG se han
descubierto metilados en casos de cancer de prostata. De hecho, el gen de la
GSTP-1 que pertenece a una familia enzimatica implicada en la proteccion del
ADN de radicales libres, se incluye cada vez mas como un posible biomarcador
del cancer de prostata, ya que se ha detectado una metilacion del mismo en el
84% de los casos de cancer de prostata [69].

Se han descrito también casos, en los que los parametros post-
traduccionales como la acetilacion y dimetilacion de las proteinas histénicas H3
y H4 se han clasificado con grupos de distinto riesgo a padecer cancer de
prostata. Por lo que parece cada vez méas claro que los mecanismos de
regulacion epigenética pueden jugar un papel importante en el desarrollo y
progresion del cancer de prostata [70].

La importancia del fenomeno epigenético de la hipermetilacion en el cancer
de préstata parece clara. Ejerce su efecto al modificar genes supresores de
tumores como APC y RASSF1; genes receptores de estrogenos y andrégenos y
genes apoptoticos como PYCARD, RPRM y GLIPR1. De la misma forma, cambios
en las proteinas histonicas de tipo acetilacion y metilacion se han descrito en
casos de cancer de prostata. Por ejemplo, en la progresion del cancer de
prostata se ha detectado una sobreexpesion de enzimas modificadoras de
histonas, como es el caso de la lisina dimetilasa 1A especifica (KDM1A). Esta
enzima, interacciona con el receptor de andrégenos promoviendo finalmente
una dimetilacion de las Histonas H3 lys9ml y H3 lysOm2.Asi mismo, se ha

correlacionado KDM1A con un aumento en riesgo del cancer de prostata [3].
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OBJETIVOS

e Asociar marcadores genéticos, incluidos en los genes RNASEL, MSR1 y
ELAC2, a caracteristicas clinicas presentes en pacientes con cancer de prostata,

tratando de establecer un patron de evolucion de la enfermedad.

e Asociar los distintos haplogrupos mitocondriales con el proceso canceroso
prostatico, principalmente por el andlisis mediante secuenciacion de las

regiones hipervariables 1y 2 (HV1 y HV2) del genoma mitocondrial.

e Evaluar la influencia poblacional con una variante genética que nos aporte
informacion sobre la localizacion geografica de los pacientes de este cancer y
establecer de esta forma un estudio mas robusto para el adenocarcinoma

prostatico debido a la gran variabilidad geografica del mismo.

e Disefiar y desarrollar biomarcadores que nos ofrezcan informacién prondstica,
diagnostica o predictiva eficaz para el cancer de préstata, mejorando la

especificidad de los que se usan en la actualidad.
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OBJECTIVES

e Search for some good genetic biomarkers among the RNASEL, ELAC2 and

MSR1 genes that link prostate cancer with specific clinical parameters.

e Link the main function of mitochondrial haplogroups related to prostate
cancer through the analysis of hypervariable regions 1 and 2 (HV1 and HV2) of

D-loop in the mitochondrial genome.

e Evaluate the population influence with a genetic variable that provides
geographical information about the patients of prostate cancer patients and
improve the analysis of this cancer due to its high variability among the

different geographical areas all around the world.

eDesign and develop biomarkers that offer us an efficient prognosis, diagnosis
and predictive information in prostate cancer, improving the specificity of the

ones used at present.
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MATERIALES

1. PACIENTES Y CONTROLES

Para el disefio de este proyecto se seleccionaron dos cohortes: los
pacientes o individuos afectados por cancer de préstata y los controles o
individuos no afectados. Debido al tipo de patologia que se analiz0, la poblacién
de estudio esta compuesta so6lo de individuos de sexo masculino en ambos
casos. Tanto la cohorte de controles como la de pacientes, provienen del area
de Urologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada.

La seleccion del grupo de estudio se realizO6 por criterios clinicos y se
completd mediante encuestas a los pacientes en los que se incluy6 el
consentimiento informado para la realizacién de todos los tipos de andlisis que

se han derivado de esta tesis doctoral.

Seleccioén de los Pacientes

Los hombres que forman parte de este grupo fueron analizados por el
urélogo, que tuvo en cuenta parametros importantes para este tipo de cancer
como son el PSA, la escala T y la escala de Gleason. Dentro de estas
caracteristicas clinicas todos los individuos considerados como pacientes poseen
un valor de PSA minimo de 5.7 ng/mL pudiendo encontrar valores que oscilan
en torno a 100 y 200 ng/mL e incluso algun individuo con valores muy elevados
de PSA (2.100 ng/mL). El valor medio de PSA en la cohorte de pacientes es de
38 ng/mL. Los valores de la escala de Gleason oscilan entre valores minimos de
4 a valores maximos de 10; con un valor medio de 6 en todo el grupo de
pacientes. Dentro del estadio del tumor encontramos la presencia de los cuatro
tipos de estadios posibles (A, B, C y D); siendo la mayor parte de los individuos
del estadio B (63%) y C (30%).
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Pacientes y Controles

Debido a la variabilidad geogréafica de la incidencia de este tumor, se han
realizado encuestas en las que se recabo informacion del lugar de nacimiento
de los individuos. Esto ha permitido acotar el area de estudio a la regién Sur de
Espafia y realizar un primer abordaje genético en esta area geografica. En este
grupo de pacientes se incluyen a varones adultos recientemente diagnosticados
de cancer de préstata, confirmado con pruebas anormales tanto en valores
séricos de PSA como con sintomas en el tracto urinario bajo.

Este estudio se ha centrado en el cancer de proOstata esporadico, con
varones caucasicos con una edad media de 66.4 afios, existiendo varones de
edades tempranas 48 y 51 afos, asi como con edades mas avanzadas
comprendidas entre 79 y 85 afos. Cumpliendo estos criterios se ha conseguido
un namero de 231 pacientes para los cuales se han realizado una serie de

analisis.

Seleccion de los Controles

Hombres caucasicos sanos (n= 100) de la misma region geografica y sin
historial de cancer de prostata fueron tomados como controles. Todos estos
individuos se corresponden con pacientes que acudian a la consulta por
posibles problemas de displasia renal a los cuales se les hacian andlisis de PSA
y exploracion rectal para descartar un posible cancer de prostata. Todos ellos
presentaban valores de PSA considerados dentro del rango normal, es decir,
por debajo de 4ng/mL y unos valores de edad similares a los de la cohorte de
pacientes (menores de 69 y edades entre 70-79 afos). Por tanto, el grupo
control esti formado por individuos de una edad avanzada (oscilando de los 60-
65 afos), sin antecedentes familiares y sin historial clinico caracteristico de
cancer de prostata. Ya que el cancer de prostata se presenta normalmente en
varones de una edad superior a 40 afios y la frecuencia aumenta después de
los 50 afios, con este grupo de edad (60-65 afos) cubrimos un rango de

pacientes que se encuadran afectados de cancer de prostata.



Materiales y métodos

Caracteristicas clinicas de Pacientes y Controles

Al realizar la toma de muestras de los pacientes, se registraron los
parametros reflejados en la Tabla 1. Cabe destacar, que toda la poblacion de
estudio estd confinada a la poblacion andaluza. Esta caracteristica es muy
relevante ya que en esta patologia existe una gran variabilidad de tasas de

incidencia en funcion de la region de procedencia de la poblacidon. Se cree que

la localizacion geografica y origen son de suma importancia en mdultiples
factores de riesgo como la alimentacion, diferencias genéticas y distintos
factores de exposicién que se reflejan en un mayor riesgo en unas poblaciones
con respecto a otras a padecer este adenocarcinoma [1]. Estudios previos
relacionan el origen geogréfico del paciente con una mayor tasa de incidencia y
diferencian segun este origen, su seguimiento medico y tratamiento. De hecho,
si al 96% de los pacientes diagnosticados de cancer de préstata se les estima
una esperanza de vida de aproximadamente 5 afios tras su diagndstico, existen
variaciones en el tiempo de supervivencia relacionadas con la edad de
diagnostico, etnia (mayor supervivencia en los grupos poblacionales de origen
europeo que aquellos que tienen origen africano), estadio del cancer en el
momento del diagnéstico asi como factores socioecondémicos [2]. La etnia
parece destacarse como uno de los factores etioldgicos mas importantes en
esta patologia, por ello, este estudio se centra en la poblacion del Sur de
Europa (poblacién europea andaluza). La poblacién de estudio estd compuesta
por individuos residentes en la zona del Sur de Espafia, Andalucia. Por tanto, el
estudio se cifie a una poblacion de etnia blanca, europea confinada en un area
concreta del Suroeste Europeo.

La edad en el momento del estudio se escogié como un factor que nos
podia ofrecer informacion sobre la agresividad de esta patologia. La edad media
de aparicion de este cancer es de 70-79 afios. Sin embargo como podemos ver
en la tabla, existen casos en los que se presentd el cancer en edades inferiores
asi como superiores. Con estos valores se quiere encontrar algun patrén
genético diferente en edades de aparicibn mas tempranas de este cancer con

respecto a los rangos normales. Se sabe que la frecuencia del adenocarcinoma
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Pacientes y Controles

prostatico (al igual que la hiperplasia benigna) tiene un aumento de frecuencia
con la edad llegando a alcanzar valores superiores al 90% de incidencia en
edades por encima de los 90 afios. Del mismo modo, que al avanzar la edad se
produce un mayor dafio en el ADN que se puede deber a cambios causados por
estrés oxidativo, reacciones ROS que no funcionan tan correctamente al

avanzar la edad [1].

Tabla 1: Informacion clinica pacientes y datos de controles.

Edad de estudio
<69 171 74.03 88 88
70-79 49 21.21 12 12
>80 11 4.76
Estadio T
T1 25 8.5 NA NA
T2 92 37.8 NA NA
T3 88 37.5 NA NA
T4 26 16.2 NA NA
Estadio N
NO 187 63.2 NA NA
N1 44 36.8 NA NA
Estadio M
MO 170 76.3 NA NA
M1 61 23.7 NA NA
Escala Gleason
2-6 107 46.2 NA NA
7-8 98 45 NA NA
9-10 26 8.8 NA NA
Niveles de PSA
(ng/mL)
<10 49 23.3 NA NA
10-19.99 51 23 NA NA
>20 110 46.5 NA NA
>100 21 7 NA NA

NA: No aplicable.

El estudio empezd en 2007 y finalizd parcialmente en 2011. Todas las
muestras fueron procesadas bajo consentimiento informado de los individuos
gue han participado en el estudio y mediante la aprobacién del comité ético-

cientifico del hospital.



Tanto las muestras de controles como las de pacientes han sido tomadas
de dos formas: hisopado de las células epiteliales de la mucosa bucal y

venopuncion, obteniendo muestras de sangre periférica.

Normas éticas en el manejo de muestras de ADN humanas

Al trabajar con muestras bioldgicas humanas, se deben de tener en cuenta
unas consideraciones éticas relevantes. Entre las normas basicas, se han de
destacar [3]:

- Codificacion de muestras de acuerdo a los objetivos asistenciales y/o de

investigacion.

- Registro en un sistema informatico mediante bases de datos en las que se
almacena la informacion correspondiente a cédigo y todos los datos de la
muestra.

- Almacenamiento de las muestras de acuerdo a los objetivos primarios de la

investigacion.

- Obtencion del consentimiento informado como requisito indispensable en la

adquisicion de la muestra y estructuracion del mismo de acuerdo a los objetivos
del trabajo a realizar. (Ver en anexo un modelo tipo de hoja de Consentimiento
Informado).

- Solo en determinados casos, se requieren a la vez la existencia de un Comité

de FEtica Institucional que vele por el fiel cumplimiento de los principios éticos

de los seres humanos en cada pais. Como son, la Declaracion de Helsinski de la
Asociacion Médica Mundial, establece los principios éticos para las
investigaciones médicas de seres humanos [4]; y las Guias Operacionales para
Comités de Etica que evallan la Investigacion Biomédica por la Organizacion
Mundial de la Salud en el 2000 [5].
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1. EXTRACCION DE ADN

Las muestras de partida, tanto los hisopos bucales como las muestras de
sangre, fueron obtenidas mediante extraccion organica por
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y proteinasa K (ver protocolo completo en el
ANEXO 1 de este capitulo). Esta técnica nos permite obtener ADN de una gran
pureza asi como, grandes cantidades del mismo. Posteriormente el ADN
extraido se purifico varias veces mediante el uso de Amicon® 100 (Millipore),
con el objetivo de intentar eliminar mediante lavados con agua estéril los
posibles restos proteicos que hayamos arrastrado en el método de extraccion.
Finalmente, se recuper6 el ADN en un volumen de 100 pL de H,0 del que se

tomo un extracto para cuantificar.

2. CUANTIFICACION

La cuantificacion del ADN se realiza siempre como paso previo a la
amplificacion para ver la cantidad y calidad del ADN que posteriormente se
amplificara.

Como método béasico de cuantificacion se usan geles de agarosa a una
concentracion de 0.8% [6].

Este andlisis es tanto cuantitativo (ya que la intensidad de la banda es
directamente proporcional a la cantidad de ADN de la muestra); como
cualitativo, en el caso de ADN de baja calidad o degradado, se puede observar

una banda de degradacion en lugar de una Unica banda clara.

3. AMPLIFICACION

Amplificacion del gen RNASEL

Para el estudio de este gen nos hemos centrado en la region del Exén 1y

3. Debido al gran tamafio del Exon 1, se ha optado por dividirlo en tres
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regiones (denominadas como Exén 1-1, Exdn 1-2 y Exén 1-3) y de esta manera
cubrir toda la regién del Exon 1 (para mas informacion ver Tabla 2) disefiando
los primers mediante el programa Primer Express. Se ha optimizado la

amplificacion en torno a una cantidad de ADN de 5ng.

Tabla 2. Primers del gen RNASEL y secuencia.

PRIMERS Secuencias del primer (523"
Exén 1-1 (F) -(1-377) TGGTAGCAGGTGGCATTTAC

Exén 1-1 (R) -(1-377) AAGCCATAAAAATCACACTCA

Exon 1-2 (F) -(449-848) AATGTGAATTTGAGGCGAAAG
Exon 1-2 (R) -(449-848) AGTTCAACAGCAAGCAGC

Ex6n 1-3 (F) -(1070-1459) ATACCGCCCTATGATTGGCA

Exon 1-3 (R) -(1070-1459) GCAGATCCTGGTGGGTGTATC
Ex6n 3 (F)- (1567-1772) CTTCCCTCCCTAACAAGCCT

Exén 3 (R)- (1567-1772) GCACCACCTTACCCTTCC

(F): primer forward; (R): primer reverse. Los nimeros entre paréntesis indican la region que se

cubre con cada primer en los distintos exones.

Las condiciones para la amplificacion (Figura 1) de la regién de interés se
realizaron mediante la AmpliTag Gold® PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA) [7]. Para ello, la reaccién se llevo a cabo en un volumen final
de 25pl.Los reactivos usados fueron los siguientes:
12.5ul de AmpliTaqg Gold® PCR Master Mix.
0.5pl de primer Fy 0.5ul de primer R (10 uM-concentracion-).
5ng/ul de ADN extraido.

- H,0 estéril hasta completar un volumen final de reaccién de 25pl.
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, ——f————————— 36 CiCl0S ———,

11 min é 10 sec

90| 95°C 95°C

Temperatura (C°)

Figura 1: Condiciones de amplificacion gen RNASEL.

En el proceso de amplificacion, se afiaden ademas de las muestras de
interés dos controles, uno negativo (que solo contiene agua, y por tanto no
debe de existir amplificacion en esta muestra) y otro positivo (estandarizado,
que en condiciones Optimas debe de amplificar correctamente).

Tras finalizar el proceso de amplificacion se debe evaluar si éste ha ocurrido
de manera correcta en un gel de agarosa al 2%. En el caso de que las muestras
y los controles hayan amplificado de forma correcta, debemos obtener una

Unica banda de una cierta intensidad en las muestras y el control positivo.



Materiales y métodos

Amplificacion de genes MSR1 y ELAC2

La mayor parte de las regiones de interés en estos genes se han procesado
mediante la técnica de TagMan® SNP Genotyping Assays [8]. Solamente las
muestras que no se conseguian genotipar mediante la técnica de TagMan® SNP
Genotyping Assays se han procesado mediante la secuenciacion clasica de

Sanger.

Tabla 3. Primers de MSR1 y secuencia.

PRIMERS Secuencias del primer (523’ \
F- GGAATCGCTTTGCTTGACTGA
rs12718376 R-TCCACCATCACCTCTCTCCC
o18 F- GACAAGAAAAATAAGCTCCCTGGTC
R- ATTGCAAAATCTCCAATCCACA
F- CATTCAACATGCAAGGAGCAGT
rs1904577 R- GTAAGGGTAAACAGAAGGCAATCAA
F- AATGCAACAGGGAAGAGTTCGA
rs2127565 R- CCATGCCAAAGTAAAACATTGGA
F- TGGGACCTCGATCTCCTTTT
rs3747531 R- TTGAGGCAATGTCATCCTCATT

Tabla 4. Primers de ELAC2 y secuencia.

PRIMERS Secuencias del primer (5’23’

F- GGTGGGACACAAACACAGCA

rs11545302 R- CTCCTCAAAGCAAAGCAGGAGA
F-AGGGTGGCTTGCTTCTTCCT
rs17552022 R- ATGATTCCTGCCAAATGCCT
F- GAAGACATTCTTGTGGCGCA
rs5030739 R- GACTGTGGTGAGGGCACATTT
aroraie F- GCCCAGGAAGAAGGATCTGTT

R- TGGCTGTCAGCTCACCTTGT

Técnica de TagMan® SNP Genotyping Assays

La mayor parte de las muestras analizadas para las regiones de MSR1 y
ELAC2 fueron procesadas por esta técnica. El objetivo de este procedimiento es
el mismo que se obtiene mediante una secuenciacién, ya que lo que nos
interesa es saber qué base ocupa el SNP en cuestién que estamos analizando.

Es una técnica novedosa y optimizada; mediante una simple PCR a tiempo real
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y con el uso de los reactivos de este protocolo se procede a genotipar el SNP de
la regidn de interés.
Para ello, se usa TagMan® Universal PCR Master Mix, al igual que se aplica

en las condiciones normales de amplificacion (Figura 2).

Condiciones de PCR

100 - 95°C

i Desnaturacién

90 - 10 min

HotStart
80 +

70 - :
Annealing  Extension
60 - 1
50 -

40 -

Temperatura(°C)

30 -
20 4 40 ciclos

10 -

Tiempo

Figura 2: Condiciones TagMan® SNP Genotyping Assays.

Se han empleado los siguientes reactivos:

- 1-20 ng de ADN purificado por pocillo.

- 20X SNP Genotyping Assay (contiene los primers F y R de secuencia
especifica a la region de interés).

- TagMan Universal PCR Master Mix (2X).

- TagMan® MGB, uno de ellos marcado con VIC (se asignara a un alelo,
normalmente el salvaje) y otro con FAM (asignado al otro alelo).

El volumen de cada uno de estos componentes varia en funcién de que se
realice en placas de 96 6 384, y si se hace dejando secar el ADN (método seco)
o bien afladiendo un determinado volumen del mismo sin dejarlo secar (método

hamedo). Para mayor detalle ver Tabla 5 [8].
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Tabla 5. Volumenes de reactivos recomendados para la técnica SNP Genotyping.

Componentes HL/pocillo
384 pocillos | 96 pocillos | 384 pocillos | 96 pocillos

TagMan  Universar PCR 2.50 12.50 2.50 12.50
Master Mix

20X solumon. de trabajo 0.25 1.95 0.25 1.95
SNP Genotyping Assay

H,O libre de DNasas - - 2.25 11.25
Volumen total/pocillo 2.75 13.75 5.00 25.00

Tras el proceso de amplificacion, se procede a la lectura a tiempo final
mediante un sistema Real-Time PCR de Applied Biosystem (7900 HT Fast
System). El software empleado como sistema de deteccion, usa las medidas de
fluorescencia realizadas durante la lectura grafica de la placa (Rn) y por
extrapolacion en los puntos obtenidos en cada medida (cada una de las
muestras o pocillos) en la grafica de fluorescencia se obtiene la diferenciacion
alélica. Para el correcto funcionamiento de este sistema, previamente se ha
creado una placa en la que se asigna el documento SDS software de allelic
discrimination (discriminacion alélica). En cada visualizacién/discriminacion
alélica se coloca un control negativo (NTC) que sirve como control interno de
amplificacion asi como de blanco para eliminar posibles reflejos a la hora de

dibujar la curva patron.

Un esquema grafico del funcionamiento de la técnica se puede observar en
la Figura 3 tomada del Manual TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol.

Applied Biosystems.
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1. Assay Components and DNA Template
\ GB B
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Figura 3. Técnica de SNP Genotyping (ensayo 57 nucleasa). Assay components and DNA
template (Componentes del ensayo y ADN molde); Denatured template and annealing assay
components (hebra molde desnaturalizada y componentes del ensayo de annealing);
Polymerization and signal Generation (proceso de polimerizacién y emision de sefial). Legend
(Leyenda); VIC dye (marcador VIC); FAM dye (marcador FAM); quencher (inhibidor de
fluorescencia); probe (sonda); minor groove binder (compuesto de union al surco menor del

ADN); extended primer (primer o cebador extendido).

Como se puede observar en la figura el primer complementario a la regién
que se quiere genotipar, tiene dos variedades en el punto SNP de interés, una
unida al fluorocromo VIC y otra al FAM. De tal forma que, se puede observar
bien fluorescencia derivada de VIC (correspondiente a homocigosis del alelo 1)
0 solo fluorescencia del fluorocromo FAM (lo que implicaria homocigosis del
alelo 2 en ese SNP) o ambos fluorocromos (VIC y FAM, en esa posicion del SNP,

lo que implicaria heterocigosis en dicho SNP).

Amplificacion del ADN mitocondrial

En todas las muestras, se ha amplificado la region HV1 completa (16.024 -
16.365) mediante los primers Al y B1, con el kit AmpliTagq Gold® PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) [7]. En algunas de las muestras no



Materiales y métodos

fue posible asignar los haplogrupos con esta informacion, por lo que se tuvo
que recurrir a primers de la region HV2, C1 y D1. La amplificacion se realiz6 en
un termociclador GeneAmp System 2400 Biometra (T3 Thermocycler).

Las condiciones de amplificacion se desarrollaron en un volumen final de 25
pL. Los reactivos usados fueron los siguientes:

- 12.5ul de AmpliTaq Gold ® PCR Master Mix (Applied Biosystems) por
muestra.

- 0.5l de cada primer (10uM).

- 1-2ng/pl de ADN extraido.

- H,0 estéril hasta completar un volumen final de reaccién de 25l.

Tabla 6. Primers de mitocondrial y secuencia.

PRIMERS Secuencias de los primers (5'>3) \
Al- L15996 CTCCACCATTAGCACCCAAAGC

B1- H16401 TGATTTCACGGAGGATGGTG

C1- .48 CTCACGGGAGCTCTCCATGC

D1- H408 CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA

En el proceso de amplificacion, se afladen como indicamos anteriormente,
ademas de las muestras de interés, dos controles: uno negativo (que sélo
contiene agua, y por tanto no debe de existir amplificacion en esta muestra) y
otro positivo (estandarizado, que en condiciones optimas debe de amplificar
correctamente). Las condiciones de amplificacion quedan esquematizadas en la

Figura 4.

, i 36 CiCl0S ————————,
100 11 min : 10 sec
90| 95°C 95°C

80—

707

60—

Temperatura (C°)
3
1

Figura 4. Condiciones de amplificacién del ADN mitocondrial
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Al igual que en el gen RNASEL, tras finalizar el proceso de amplificacion se
debe evaluar si éste ha ocurrido de manera correcta en un gel de agarosa al
2%.

4. PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR

En el caso del material de amplificacibn que posteriormente se va a
secuenciar, debemos purificarlo para eliminar los nucledtidos marcados (dNTPs)
y primers que no se han utilizado en la reaccion de PCR y que podrian interferir

negativamente en la posterior reaccion de secuenciacion.

e Purificacion del producto de PCR RNASEL, MSR1 y ELAC2:

En estos casos, se realiza la purificacion mediante la incubacion con 2 pul de
ExoSap-it para la eliminacion de los restos de primers. El sistema ExXoSAP-IT
consiste en dos enzimas hidroliticas, la exonucleasa | (de E.coli) y la SAP (una
fosfatasa alcalina de gamba, Shrimp Alkaline Phosphatase), ambas unidas en
un buffer que permite eliminar los primers y dNTPs del producto de PCR que no
nos interesan y nos interferirian en procesos posteriores.

El tratamiento con exonucleasa | degrada los primers de PCR residuales
mientras que la SAP defosforila los dNTPs restantes. Tras la inactivacion por
calor de ambas enzimas puede utilizarse el producto de PCR para secuenciacion
automatica. Los detalles sobre el procesamiento con esta enzima se pueden ver
en el ANEXO II. En el protocolo de purificacion de ExoSAP-IT, se realiza una
incubacién durante 30 minutos a 37°C que genera una incubacién enzimatica,
por lo tanto, posteriormente se procede a la inactivacion enzimatica al someter

las muestras a 80°C durante 15 minutos.

e Purificacion del producto de PCR mitocondrial:

Para purificar el producto resultante de la amplificacion del ADN
mitocondrial, se emplean filtros Amicon® YM-100 (Millipore, Billerica, MA. USA)
gue retienen el ADN. Con un tamafo de poro 100 kDa, el ADN queda retenido

en el filtro y a su vez se realizan varios lavados con H,0 estéril. De esta forma,
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el ADN queda retenido en la malla superior y los restos de sustancias que
actuarian de inhibidores filtrarian al fondo del tubo. (Ver ANEXO III).

5. SECUENCIACION

Mediante este procedimiento se pretende determinar o bien el orden exacto
de los nucleétidos (en el caso del ADNmt) o bien conocer la presencia, ausencia
0o cambio de nucledtidos en una determinada posicion. La técnica de
secuenciacion usada es la clasica del método de Sanger realizada mediante la
aplicacion del kit Big Dye v3.1 (Applied Biosystems).

Este método, se basa en la reaccion de elongacion mediada por una ADN
polimerasa, con la peculiaridad de presencia de deoxinucledtidos (ddATP,
ddCTP, ddTTP, ddGTP), marcados con fluorocromos y alterados en la region 3’
por la falta de un OH. Esto produce una parada de la reaccion de secuenciacion
al unirse a este ddNTP.

La preparacion de la reaccion de secuenciacion se llevdo a cabo en un
volumen final de 10pl, de los cuales:

- 2ul de kit de secuenciacidn BigDye v3.1.

- 3pl de primer (1 pM).

- 3ul de producto de PCR purificado (ADN).

- 2pl de buffer 10x BigDye Terminator v.3.1 kit.

| 25 ciclos _

1 min : 15 sec

Temperatura (C%)

Figura 5. Esquema del proceso de secuenciacion.
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6. PURIFICACION DEL PRODUCTO DE SECUENCIACION

Mediante este paso se pretende la purificacion del producto de
secuenciacion con el objetivo de eliminar el exceso de primers y terminadores
(ddNTPs) que no se hayan unido durante el proceso de secuenciacion y que
podrian generarnos sucesivos reflejos a la hora de visualizar los resultados en el
analizador genético.

Se realizo la purificacion del producto de secuenciacion mediante el uso de
columnas Centrisep (Applied Biosystems) para los genes RNASEL, MSR1 y
ELAC2; y columnas DTR para el ADNmt. (Ver ANEXO IV y V).

En ambos casos, se procede con centrifugaciones sucesivas que nos
permiten limpiar los terminadores, bien por unién a la resina DTR o por
percolacion en el filtro.

Para la purificacion del ADNmt se puede usar ademas, la técnica de

precipitacion por Etanol-Acetato (para mayor detalle ver ANEXO V).

7. VISUALIZACION DE LOS RESULTADOS

7.1. ELECTROFORESIS CAPILAR

Tras obtener el producto de secuenciacién correctamente purificado, todas
las muestras secuenciadas se someten a un proceso de electroforesis capilar
mediante el equipo automatizado ABI Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems. Foster City, CA) en el que los diferentes
fragmentos de ADN se separan en funcion del tamafio [9]. Para ello,
previamente se preparan las muestras con formamida Hi-Di (Applied
Biosystems. Foster City, CA) que se afade al producto de secuenciacion
purificado.

Mediante el proceso de electroforesis capilar no solo hay una separacion
por tamafio y carga, sino que ademds, al ir marcados con fluorocromos; se
detectan por el equipo acoplado y permiten una caracterizacion del fragmento.
La electroforesis capilar consta de un soporte de separacion de las muestras

gue es un polimero (de concentracién variable) incluido en un capilar (de
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longitud variable: largo: 22 - 80 cm de largo; diametro interno: 50-70-100 pum;
diametro externo: 300- 400) de silica de unos 50um [10]. Mediante la
combinacion de estos dos factores podemos conseguir unas separaciones de

fragmentos de distinto tamafio.

Figura 6: Equipo de electroforesis capilar ABI 310.

Uno de los factores fundamentales de la electroforesis capilar es que el
ADN se amplifigue con una pareja de primers que estén marcados con
fluorocromos en el extremo 5'. La fluorescencia emitida por los fragmentos, al
ser excitados con un rayo de argon, es detectada a través de una camara de
deteccion CCD que se encarga de convertir la informacién proporcionada por la
fluorescencia en informacion electronica que a su vez, se transfiere al
ordenador que contiene el software necesario para traducir la fluorescencia
emitida (RFUs) en variables alélicas o en secuencias de ADN que
posteriormente podremos interpretar mediante el software SeqScape® v.2.6.
[11].
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7.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El software SeqScape ® Software for Mutation Profiling v2.6 [12] asigna
cada nucleodtido en la posicion determinada de la secuencia. Contiene funciones
de llamadas de base de datos, ensamblando las secuencias y realizando el
alineamiento de las mismas. Ofrece una solucion integrada con un sistema de
medida de calidad y posibilidades de edicion. En el caso de la secuenciacion, se
debe comparar la secuencia obtenida con una secuencia de referencia.

El procedimiento es similar tanto en el caso de la secuenciacion de
mitocondrial como con los genes RNASEL, MSR1 y ELACZ2; lo que difiere es la
secuencia de referencia para comparar. En el caso de secuenciacion
mitocondrial, se compara con la secuencia de Anderson, de la que se marcan
las mutaciones obtenidas por variacion en esta secuencia consenso. En el resto
de genes, se compara con la secuencia del gen en cuestién, teniendo especial
cuidado en las regiones en las que estamos buscando el SNP o mutacion

determinada.

8. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Como todo un ensayo clinico, se ha disefiado de tal forma que se han
seleccionado las muestras de los pacientes de una poblacion de referencia
segun la enfermedad de interés. En este caso se examinan a los pacientes con
el fin de conocer los resultados en los diferentes parametros objeto de estudio
(escala de Gleason, PSA y estadio, principalmente). Lo que se considera como
clave en un analisis estadistico es evitar la inclusién de sesgos como grupos de
pacientes o controles que puedan alterar el estudio. A lo largo de todos los
analisis, se tomaron como valores estadisticamente significativos aquellos con

un p-valor < 0.05, tomando como valor de significacion p = 0.05.

8.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS GENES RNASEL, MSR1 Y ELAC2
En el caso de los genes RNASEL, MSR1 y ELAC2; se realiz6 una anotacion
de los distintos SNP y un estudio analitico mediante el programa estadistico

SPSS v15.0 con el que se comprobaron los test de X* mediante tablas de
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contingencia, test de Monte Carlo, test exacto de Fisher y estadisticas de
ANOVA. Mediante estos analisis en tablas 2x2, se pretende estimar si existe
asociacion entre dos variables cualitativas. Del mismo modo, las estas tablas
nos calculan los valores observados y esperados [13]. A través de estos test se
realizaron comparaciones entre cada locus y los datos de informacién clinica
(PSA, edad, estadio y escala de Gleason). Los porcentajes de pacientes y
controles para cada genotipo se calcularon mediante una hoja de célculo
(Microsoft Office Excel 2007).

Ademas, se comprobd el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada variante
genética y el analisis de desequilibrio de linkaje entre cada variante genética del

loci del gen RNASEL mediante el software ARLEQUIN v.3.5.

8.2. ANALISIS ESTADISTICO DEL ADN MITOCONDRIAL

En el caso del ADNmt se realizo el calculo de las frecuencias de haplotipos
en los dos grupos establecidos (pacientes y controles) mediante una hoja de
calculo (Microsoft Office Excel 2007). Del mismo modo se calculd el nUmero de
polimorfismos presentes. Gracias al programa estadistico Arlequin v3.5 [14].

Los haplogrupos de ADN mitocondrial se calcularon mediante cuatro
programas: Haplogroup Prediction Tool del “The Geographic Project” [15], Aplo
haplogroup search por el Dr. Enrico Fabrini [16], mtDNAmanager [17] y
Haplogrep (haplogrep.uibk.ac.at/) [18] basado en Phylotree.org; todos ellos
pertenecen al software disponible en la red. Los resultados obtenidos por el
programa se confirman mediante el calculo de presencia o ausencia de las
posiciones diagnosticas que nos daran el haplogrupo definitivo.

Para analizar la posible relacion entre los haplogrupos mitocondriales y los
datos clinicos de la poblacion de estudio se realizan una serie de test
estadisticos mediante el software SPSS v15.0. Del mismo modo, se ha calculado
el riesgo relativo u Odds Ratio (O.R.) con un intervalo de confianza de un 95%.
Mediante el O.R. se comprueba cuanto mas probable es que ocurra el suceso

en el primer grupo (pacientes) frente al segundo (controles).
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Por otro lado, se ha comparado la frecuencia de aparicion de las diferentes
mutaciones en pacientes y controles, asi como con la poblacion europea

registrada en la base de datos Human Mitochondrial Genome Database [19].
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ANEXOS
ANEXO I: Protocolo de Extraccion Orgéanica
(Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico)
1. Cortar el extremo del hisopo con un bisturi esterilizado y depositarlo

9.

10.

en un tubo eppendorff.

. Afadir a cada muestra 300ul de buffer de extraccion (10 mM Tris-

CIH, 100 mM NaCl, 39mM DTT, 10 mM EDTA, 2% SDS), 7.5ul de
proteinasa K (10 mg/mL) y 12ul de DTT (1M).

. Agitar a baja velocidad durante un segundo y centrifugar en una

nanofuga durante 2 segundos. A continuacion incubar a 56°C toda la
noche (12-18horas).

Una vez terminada la incubacion, se elimina el algodén del hisopo con
una punta de pipeta, presionando contra las paredes del eppendorf

para no arrastrar nada de muestra.

. En una campana extractora, se ahaden 300upl de

fenol:cloroformo:isoamilalcohol 24:25:1 (saturado con 10 mM Tris,
pH 8.0,1 mM EDTA, Sigma®) agitar hasta conseguir una emulsién de
consistencia lechosa y centrifugar en microcentrifuga 3 minutos a

maximas revoluciones (13.000 rpm).

. Una vez separada la fase organica y la acuosa se recupera la acuosa

gue contiene el ADN y se transfiere a un tubo Amicon-100 (Amicon
YM-100, Millipore®) al cual previamente se le ha afiadido 100ul de

H,O estéril.

. Centrifugar a 2500 rpm durante 20 minutos, o en su defecto hasta

que filtre.

. Eliminar el filtrado y afhadir 200 pl de H,O estéril para limpiar la

membrana.

Centrifugar a 2500 rpm durante 20 minutos o hasta que filtre.

Afadir 100ul de H,0 estéril, resuspender varias veces con la pipeta,
pasar a un tubo limpio invertir la membrana y centrifugar a 4900 rpm

5 minutos. Descartar la membrana y cerrar el tubo.
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ANEXO I1: Purificacion por EXoSAP-IT

- Anadir 2 pl de ExoSap-it a cada 10 pl de volumen de reaccion de PCR.

- Sellar el producto de amplificacion con la enzima para mezclarlo al agitarlos
brevemente.

- Realizar una incubacion durante 30 minutos a 37°C que genera una
incubacién enzimatica. Posteriormente se procede a la inactivacion

enzimatica al someter a 80°C durante 15 minutos.

EXOSAP-IT

ADN diana

Primear A 4 dNTPs Primer B

WILLLL
MM

ADN polimerasa P

[}

R

Producto de PCR de
doble cadena

Primers en exceso

+
4 dNTPs

Wi
11

Adiadir FxoSAP-it 37°C, 15min para tratamiento

80°C.15min para inactivacion

Producto de PCR de
doble cadena

o
Nucledsidos, Pi

Listo para la secuenciacion

Esquema del funcionamiento de la ExoSAP-IT. Imagen modificada de la original (Schematic
diagram of the ExoSAP-IT PCR clean-up method. GE Healthcare. Data File 18-1150-14 AB
Polymerase Chain Reaction (PCR). ExoSAP-IT PCR Clean-up Kit)
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ANEXO I11: Purificacion del producto de amplificacion mediante filtros
AMICON 100kDa

1. Anadir todo el producto de amplificacion a un tubo Amicon® 100, hidratado
con 400 pl de agua estéril.

2. Centrifugar 7 minutos a 5600rpm. Descartar el filtrado y comprobamos que
el filtro estd seco; en este caso procedemos al siguiente paso. Si no,
volvemos a centrifugar a igual rpm.

3. Afadir 400 ul de agua estéril y centrifugamos 7 minutos a 5.600rpm.
Descartamos el filtrado y comprobamos que el filtro esta seco; en este caso
procedemos al siguiente paso. Si no, volvemos a centrifugar a igual rpm.

4. Afadir la cantidad de agua oscilante entre 30-50 pl, y resuspender. Dar la
vuelta al filtro en un tubo nuevo y centrifugamos 5min a 11600rpm.

5. Descartar la membrana y cerrar el tubo que contiene el ADN purificado.
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ANEXO 1V: Purificaciéon del producto de secuenciacion mediante

columnas DTR

1. Centrifugar las columnas 3 min a 850 x g.

2. Transferir la columna a un eppendorf de 1.5 mL.

3. Afadir el producto de secuenciacion al centro de la columna y cerrar el
tubo.

4. Centrifugar 3 min, a 850g.

5. Utilizar el eluido directamente para colocar en el analizador genético (se
afnaden 12ul de formamida desionizada para evitar que se evapore la

muestra).

70



71

Anexos

ANEXO V: Purificacion del producto de secuenciacién por precipitacion

de etanol-acetato

1- Preparar la mezcla etanol-acetato por muestra (14.5ul H,Oe + 62.5ul etanol
absoluto+3pl de acetato sédico) no guardar mas de 3 dias.

2- Anadir a un tubo eppendorf de tapon plano 80ul de la mezcla de etanol
acetato.

3- Afadir todo el producto de secuenciacion.

4- Agitar y esperar durante 10 minutos.

5- Centrifugar a maximas revoluciones durante 20 minutos.

6- Frenado manual, sacar y volcar rapidamente.

7- Tras 3 minutos volcar los tubos y afiadir 250l de etanol al 70%.

8- Centrifugar 20 minutos a maximas revoluciones.

9- Frenado manual, sacar y volcar rapidamente.

10-Incubar a 56° hasta que el etanol se haya evaporado totalmente.

11-Afadir 20ul de formamida y pasados 15 minutos agitar suavemente de

menos a mas fuerza.
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ANEXO VI: Modelo de hoja de Consentimiento Informado.

Consentimiento informado: Codigo.: Muy importante codificar la

muestra para trabajar anonimamente durante todo el proceso.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONANTES DE MUESTRAS
CONTROL

Apellidos:

Nombre:

Fecha:

Contacto: Correo electronico:

Teléfono:

DONACION VOLUNTARIA DE SALIVA/O SANGRE PERIFERICA PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA

Finalidad: Indicar la finalidad del trabajo.

Descripcion del proceso: Indicar la descripcion del procesamiento de la
muestra.

DECLARACIONES Y FIRMAS

Lea por favor la siguiente informacion con detenimiento y si estd de acuerdo

firmela.

Declaracion del donante:

He sido informado por el profesional abajo mencionado que:

— Mi participacion en este proyecto es completamente voluntaria.

— Las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

— El lugar de obtencién, almacenamiento y proceso de mis datos y muestras

personales.
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— El fin para el que se utilizaran mis muestras y datos personales (estudios
genéticos, de salud publica o estadisticos, que cumplan todos los requisitos que
exigen la ley y los comités externos Cientifico y de Etica de Centro donde se
realiza el procesamiento de la muestra).

— Mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma anénima a
los investigadores que trabajen con ellas.

—En cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la
eliminacion de mis datos personales y muestras que permanezcan almacenados
en el Centro donde se realiza el procesamiento de la muestra.

— En cualquier momento puedo solicitar informacion genérica sobre los estudios
para los que se han utilizado los productos de mis muestras.

—Tengo derecho de acceso a mis datos personales archivados en el Centro
donde se realiza el procesamiento de la muestra.

—No tendré acceso a los resultados especificos de cada estudio.

—He comprendido la informacién recibida y he podido formular las preguntas
que he creido oportunas.

Accedo a que el Centro donde se realiza el procesamiento de la muestra
contacte en el futuro en caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos a
los recogidos en el cuestionario de salud y/o a la toma de nueva muestra.

o Si o No
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CAPITULO 1

ABSTRACT

The aim of this study is to determine if there is a relation between the
genotypes observed in the different SNPs in RNASEL (Ribonuclease L) gene and
prostate cancer. Similar studies have been previously performed but non-
conclusive results have been obtained. A population from South Europe
(Granada) affected and non-affected by prostate cancer has been genetically
analyzed for RNASEL gene. Clinical information has also been obtained for both
groups (Gleason score, T-stage, PSA levels...). The results might be used as an
extra tool for the detection of prostate cancer and to avoid false results derived
from the present biomarkers such as the determination of PSA levels. Through
the analysis of the information given by this gene, a more specific follow-up and
treatment for each patient (individualized medicine) is aimed.

HPC1 (Hereditary prostate cancer 1) gene has been considered one of the
key points of susceptibility in this cancer. However, there is not many
information about the population of South Europe. In this analysis, it has been
demonstrated that individuals with A/G, A/A and G/G genotypes in the variants
197L, R462Q and D541E respectively in RNASEL gene have worst clinical
features and faster progression of the tumor than other genotypes. Patients
with these genotypes could be considered as high risk group and a closer and
more specific follow might be given. In contrast, patients with genotypes A/C in
197L variant; G/G in R462Q variant and T/T in D541E variant have a better
clinical evolution of the cancer.

Genotyping RNASEL gene in individuals affected by prostate cancer could
be a preventive measure for the progression of this cancer. Furthermore, in
familial prostate cancer, genotyping could be also offered to others members to

avoid a late detection and a quick progression of this pathology.
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1. INTRODUCCION

La complejidad y la alta tasa de prevalencia del cancer de prostata han
hecho necesarios una gran cantidad de estudios con la finalidad de descubrir
factores que causen una mayor o menor predisposicion a padecerlo. Los
diversos analisis de ligamiento sugieren que un numero de regiones
cromosomicas se comportan como genes susceptibles al desarrollo del cancer
de prostata [1]. Sin embargo, la falta de consistencia entre los distintos
estudios propone que este cancer es un desorden genéticamente heterogéneo
en el que estan implicados multiples factores genéticos y ambientales [2]. Uno
de los puntos en los que se ha realizado mayor énfasis y en el que se centran
gran cantidad de los estudios del adenocarcinoma prostatico es el referido a sus
caracteristicas moleculares. Eventos genéticos y epigenéticos causan la
transformacion de las células epiteliales prostaticas benignas a malignas desde
un estadio local a otro metastasico.

El gran nimero de casos epidemioldgicos y los estudios de asociacion
realizados en este ambito, marcan a los factores genéticos como una de las
mayores causas de este cancer, por ello se ha centrado el estudio en varias
regiones genéticas de considerada importancia. Si bien, debemos sefialar que
nos enfrentamos a un cancer de etiologia muy compleja influenciado tanto por
una gran variedad de factores de riesgo: genéticos, étnicos, hormonales
(andrégenos), dietéticos y otro tipo de factores ambientales [3].

En el campo de la genética se han descrito gran cantidad de genes que
parecen ejercer un papel crucial tanto en el desarrollo como en la evolucién del
cancer prostéatico. En este caso, vamos a centrarnos en el gen HPC1 o RNASEL,
ya que diversos estudios lo encuadran como un fuerte candidato, sugiriendo
que las mutaciones en este gen generan una mayor incidencia de cancer de
préstata asi como una mayor agresividad [4,5]. Si bien, no son los Unicos
puntos en los que se esta analizando una posible atribucién de determinados
factores con el desarrollo del cancer. Hay estudios en los que se establecia una

posible relacién entre las rutas antivirales del interferébn con la genética del
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cancer de prostata [6] ambas relacionadas por la regulacion de la

endorribonucleasa codificada por RNASEL.

1.1.GEN RNASEL (HPC1)

El gen RNASEL codifica para una ribonucleasa, en concreto la 27-5"-
oligoisoadenilato (2-5 A) sintetasa ribonucleasa L dependiente RNasa L, que
juega un papel importante en la proliferacion celular, apoptosis celular, ademas
de sefialarse como un gen supresor de tumores.

Este gen se localiza en el cromosoma 1922 y esta formado por 8 exones
comprendiendo un total de 13kb. La proteina resultante de este gen forma
parte de la familia de las ribonucleasas que son un grupo de enzimas que
intervienen en el procesamiento y degradacion del ARN uniéndose en los
enlaces fosfodiester generando multiples y variadas consecuencias bioldgicas
[7], ademés de estar implicadas en el mecanismo molecular de los interferones
(IFNs). El impacto en la expresién génica puede ser muy elevado, ya que en
ausencia de mecanismos reguladores, las endoribonucleasas pueden generar
un gran impacto a nivel de expresién génica porque una simple fisura en el
ARNmM genera la inactivacion génica. Por ello, el organismo ha respondido
generando un sistema de regulacion estricto de estas endorribonucleasas.

Por tanto, se hace evidente que este tipo de factores (como ncRNAs, RBPs
y RNasas) producen una regulacién génica a nivel del ARNm. En el momento en
el que este tipo de factores se ven alterados, se producen procesos de
tumorogénesis o progresion tumoral. De hecho, alteraciones en las RNasas de
mamiferos se sefialan ya como asociadas al desarrollo de tumores, tanto por su
papel regulador, como por ejercer funciones de oncoproteinas, influyendo en el
crecimiento celular, angiogénesis o bien apoptosis, todos, eventos claramente
relacionados con el desarrollo tumoral [7]. Entre todas ellas, las hay que estan
directamente implicadas en las rutas convencionales de degradacién del ARNm,
como CCR4, PARN y XRN1. Otras, como RNasa L, IRE1 y PMR1; requieren una
determinada sefal para activarse [7] como es el caso de RNasa L que necesita

unirse a un pequefo oligonucleétido 2-5 A.
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Parece que la funcién supresora de tumores de la RNasa L se relaciona con
la sefializacion via interferon. La RNasa L degrada el ARNm mitocondrial, el cual
puede derivar en la liberacion del citocromo c y la activacion de la caspasa-3 en
apoptosis inducida por el interferon-a 0 agentes anticancerigenos [7]. Se cree
gue tiene un papel importante en la regulacion del ARN mediante la destruccién
de miRNAs inhibitorios o rARNs que pueden desencadenar la activacion de la
maquinaria transcripcional. Se ha descubierto que puede ejercer un papel como
regulador downstream del gen BRCA-1, supresor de tumores, que se activa
mediante interferén-y.

Parece también claro también, el papel que ejerce como efector en el
sistema 2-5 A (RNasa L) en la ruta de apoptosis celular, bien por respuesta a
infeccion virica y a varios estimulos externos. La apoptosis iniciada por la RNasa
L requiere la actividad de la caspasa 3 y se caracteriza por la aparicion
citosolica de citocromo ¢ (por lo que la mitocondria se ve implicada en este
evento) [3]. Los primeros estudios que indicaban un posible papel de RNasa L
en apoptosis se basan en las observaciones con respecto a la activacion de la
ribonucleasas, que ocurren durante apoptosis y eliminacion virica. Ademas, se
ha demostrado que la RNasa L es un regulador de ARN de cadena sencilla y
tiene un papel relevante en el mecanismo de defensa induciendo la apoptosis
celular en respuesta a una infeccion virica [8].

El gen RNasa L se ha estudiado en gran profundidad debido a su papel
relevante en el cancer de préstata hereditario (conocido también como HPC) y
esta mapeado en una region ligada a susceptibilidad al cancer hereditario
prostatico. Se han descrito diversas variantes confinadas en los exones 1y 3
del gen RNASEL que producen actividades y efectos diferentes del mismo. Asi
mismo, se pueden destacar, variantes de proteina truncada como E265X, que
produce la falta del dominio de unién 2-5-A por lo que produce una proteina
inactiva. La variante R462Q genera una reduccién en la actividad de esta
enzima y hay quien sugiere una posible asociacién con los estadios tempranos
del cancer de prostata al igual que un mayor riesgo a padecerlo [9,10]. Por
altimo, destacar que la variante D541E a diferencia de las anteriores no

produce una disminucién o pérdida de actividad. Sin embargo, los individuos
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homocig6ticos E/E presenta un riesgo mayor a padecer cancer de prostata que
los individuos homaocigotos D/D o los heterocigotos D/E.

Sin embargo, estas variantes no se asocian sélo al cancer de prostata, sino
gue también se relacionan con otros tipos de canceres. De hecho, la variante
R462Q se asocia con cancer colorrectal y pancreas [7]. Y las anomalias
genéticas en RNasa L generan respuestas andémalas apoptéticas se ha
relacionado éste con procesos oncoldgicos [3,11-13].

Como se ha visto, todos ellos se asocian con un aumento de agresividad y
metastasis creando grupos de mayor riesgo en determinados canceres y

genotipos.

1.2. VARIANTES DEL GEN RNASEL

Existen gran cantidad de variantes que se sugieren como efectoras de un
papel tumoral en el cancer de prostata. Se han identificado ademas una amplia
diversidad en las distintas poblaciones, pudiendo destacar E265X, R462Q,
471delAAAG, 197L, M1l, G59F, S113S, 1220V, E262X, S406F, Y530C y D541E,
entre otros (Figura 1). De todas las variantes mencionadas anteriormente, se
describen genotipos distintos en pacientes y controles que pueden interpretarse
como una mayor o menor predisposicion a padecer el cancer de préstata o bien

poder padecerlo de una forma mas agresiva.

Met1lle Glu265X
|

2-5A Binding
(phosphate binding-loop)

Ankyrin Like Repeats Protein Kinase Like RNase

Protein NHs =

Gly59Ser lle220Val  Ser406Gin Asp541Glu
lle97Leu Arg462GIn  Tyr529Cys

Figura 1. Representacion de las mutaciones mas relevantes del gen RNASEL.

El disefio de este estudio se ha centrado en comparar, a nivel de secuencia
de ADN, los exones 1y 3 del gen RNASEL (HPC1) en individuos diagnosticados
de cancer de préstata y en individuos control para comprobar si las diferencias,
en cuanto a frecuencias de polimorfismos y mutaciones encontradas, son

significativas entre ambos grupos en la poblacion nuestro estudio. Asi,
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mediante este disefio se cubren las mutaciones que se pueden observar en la

Tabla 1.

Tabla 1. Mutaciones cubiertas en cada exoén.

EXON 1-R1(1-377) EXON 1-R2 (449-848)  EXON 1-R3 (1070-1459) EXON 3(1567-1772)

M1l (3 G>A) Del 471 AAAG S406F (1217C>T) Y530C (A>G)
G59F (175 G>A) 1220V (661 A>G) R462Q ( 1384 G>A) D541E (1623 T>G)
197L (289 A>G) E262X ( 784 G>T)

$113S (339 T>C) E265X (793 G>T)

Si se analiza en detalle cada una de las mutaciones descritas en el gen de

RNASEL, se pueden ver los resultados tan diversos que derivan de cada una de

estas regiones:

471delAAAG (Del 471 AAAG): es la primera mutacion null descrita en el gen

HPC que se asocia con un riesgo potencialmente mayor a padecer cancer de
préstata en la poblacion judia [14] tratandose de una delecion de 4 pares de
bases en el codon 157. Esta mutacion parece principalmente confinada a la
poblacién judia ya que diversos estudios en otras poblaciones (poblacion
japonesa [15]) no presentan una frecuencia de mutacion tan elevada y en
otras poblaciones (europeos y asiaticos) no detectan esta delecion [14]. De
igual forma, se ha intentado testar si esta mutacion es frecuente en otro
tipo de canceres (vejiga, mama, ovario o colon) pero no se han encontrado
evidencias significativas entre pacientes y controles [16]. Sin embargo,
puede tener repercusion en el cancer de mama y ovario entre la poblacién
judia [17].

M1l (rs74315365): o también conocido como Metllle se corresponde con

una mutacion missense localizada en el codén de iniciacion. Se ha descrito
en casos de poblaciones de ancestros afroamericanos [18] y parece generar
una disminucion de la actividad de la enzima RNASa L.

E265X (Glu256X) (rs74315364): mutacién de proteina truncada descrita

principalmente en familias de descendientes europeos [19,20], en concreto,
presentan una elevada frecuencia en familias finesas [21]. Es una mutacion
de parada, nonsense, que parece producir una disminucién de la actividad

enzimatica del gen RNASEL [22]. Se produce la pérdida del alelo wildtype
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generando la expresion de la proteina en el tejido tumoral del paciente en
familias con esta variante [20]. Estudios desarrollados en poblaciones
suecas [2,23] y alemanas [19] no encuentran diferencias significativas entre
pacientes y controles, en contraposicion con poblaciones geograficamente
cercanas como Finlandia donde se han descrito tasas mas elevadas en
pacientes de cancer de préstata hereditario [20,24].

S113S (rs3606971); YS530C; 1221V (rs14948082); S406F; G59F: estas

variantes han sido analizadas en numerosos estudios, y en principio; se
pensaba que podrian ejercer algun efecto como factor de riesgo en este
cancer. Sin embargo, en algunos estudios funcionales no se han encontrado
diferencias en los niveles de actividad de la enzima RNasa L entre el
mutante y el wildtype. La mayoria de estas mutaciones son /missense, como
es el caso de G59S, 1220V y S406F [20].

197L (rs56250729): mutacidbn missense que se localiza en el sitio de

repeticion 3 y 7 del dominio ankirina del gen RNASEL [25]. Al igual que el
grupo de mutaciones descritas con anterioridad, se sefialaba como una
mutacion con un efecto importante en el cancer de préstata. Sin embargo
pocos estudios han conseguido resultados positivos que lo avalen [26] y la
mayoria no encuentran diferencias en la actividad de la enzima Rnasa L.
Existen andlisis ademas también en canceres de cérvix, cabeza, cuello y
mama encontrando resultados similares que en el cancer de prostata [25].
E262X: mutacion de proteina truncada que se ha analizado en varios
estudios de céncer hereditario de prostata; en los que un 4,3% de los
varones de los casos familiares tenian esta mutacion y parece mas critica en
casos con gran numero de varones afectados [20]. Estos resultados se han
corroborado mediante otro analisis en una poblacion finesa, en el que se
analizaron individuos afectados con cancer de préstata asegurandose que
las muestras no eran de tipo familiar (HPC). No se encontraron diferencias
significativas entre los portadores de la mutacion [27].

R462Q (rs486907): mutacion missense de tipo germinal también

denominada Arg462GIn. Segun algunos estudios [28], parece que esta

variante provoca una disminucién de la actividad enzimética de la RNasa L


http://www.snpedia.com/index.php/Rs486907�
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con respecto a la variante wildtype lo que desencadena el cancer de
préstata. También, se sefialan a los varones heterozigotos con un 50%
mayor de riesgo a padecer este cancer comparado con los individuos que no
portan ninguna alteracién, aumentando hasta el doble en individuos
homocigotos. Sin embargo, la dificultad y variedad de este cancer se hace
patente al consultar otros estudios. Asi, resultados derivados de los trabajos
de Xiang et al. [26] indican que la variante R462Q reduce la habilidad de la
enzima RNasa L para generar la respuesta apoptotica como respuesta a la
activacion de la enzima en 2-5 A. Sin embargo, otros estudios en
poblaciones suecas no encuentran diferencias significativas entre controles y
pacientes en esta variante [2].

D541E (rs627928): mutacion missense. Al igual que hemos visto en los

ejemplos anteriores, varian los resultados segun la poblacién en la que se
enfoque el estudio. En este caso, en poblaciones japonesas se ha
encontrado un aumento de riesgo para el cancer de prostata en individuos
que poseen esta variante [15], mientras que otros estudios no encontraron
este tipo de asociacion [20,28,29]. Estudios en poblaciones europeas han
descrito casos de mayor riesgo de cancer de prostata en individuos con al
menos una componente del alelo G y una disminucién de un 36% de riesgo

en varones homocigoticos para el alelo T [4].

84



85

Materiales y métodos

2. MATERIALES Y METODOS

NOTA: Debido a que existe un capitulo concreto titulado MATERIALES Y METODOS, en
este apartado sélo se hace una breve resefia de los datos mas importantes. Para mayor
informacion consultar este capitulo.

2.1.POBLACION Y MUESTRA

Esta poblacion se ha subdividido en dos grupos, poblacién control (no
afectada por cancer de prostata) y pacientes (individuos afectados por cancer

de prostata).

Individuos Control:

Principalmente la poblacion control se ha usado en el estudio para
comprobar las diferencias genotipicas entre los controles y pacientes en los
SNPs analizados. La idea es poder usar asi un SNP que nos pueda diferenciar

entre poblacion control y paciente.

Individuos Pacientes:

Con respecto a este grupo de n=231, tenemos la informacion clinica
detallada de algunos parametros uroldgicos relevantes para el estudio de este
cancer y que nos permitirdn realizar una posible asociacién genética clinica de

los pacientes.

2.2. ANALISIS GENETICOS

Tras el proceso de recepcion de la muestra se procedid, segun el
reglamento ético establecido, a la disociacion de los datos y codificacion de los
mismos y se cred una base de datos con toda la informacion clinica procedente
de ella. Posteriormente, se realizé el procedimiento de extraccion, cuantificacion
y amplificacion.

La amplificacion del gen RNASEL se realiz0 mediante la técnica de
fragmentos solapantes en el caso del ex6n 1, debido a su gran tamafo.
Posteriormente, se procedid a la secuenciacion mediante el kit Big Dye

Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) y la visualizacion de los resultados se



Capitulo 1

llevé a cabo en secuenciador capilar ABI 3130 (Applied Biosystems), utilizando

el software SeqScape v2.6 (Applied Biosystems). (Ver detalle en la Figura 2).

EXTRACCION

AMPLIFICACION a PURIFICACION

‘% sFenol-Cloroformo- _ +Agarosa 0.8% | =Primers especificos

| Alcohol Isoamilico

+Filtros Amicon
=Exo-SAP

R

L ——————— PURIFICACION
VISUALIZACION DE LOS RESULTADOS

+Etanol-Acetato
«SAP

*BigDyev1.1
+BigDyev3.1

=ABI PRISM 310

Figura 2: Esquema del procesamiento de las muestras para obtener ADN.

2.3.ANALISIS ESTADISTICOS

Mediante el software del programa estadistico SPSS v.15.0 se realizaron
analisis estadisticos de x* mediante tablas de contingencia, test de Monte Carlo
ANOVA vy test exacto de Fisher. A través de estos test estadisticos se
desarrollaron comparaciones entre cada locus y los datos de informacién clinica
(PSA, edad, estadio y escala de Gleason). De los datos derivados tanto del
andlisis del test de x°, como del estadistico de ANOVA, se confirmaron los
resultados de las variantes que ejercian un mayor o menor efecto en los
pacientes analizados. Se comprobo el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada
variante genética y el andlisis de desequilibrio de linkaje entre cada variante
genética del loci del gen RNASEL mediante el software ARLEQUIN v.3.5. Todos
los datos se representaron mediante graficos de barras y otros graficos

generados por SPSS v.15.0.

86



87

Resultados y Discusion

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De todas las variantes cubiertas en el proceso de secuenciacion del gen
RNASEL (E265X, R462Q, 471delAAAG, 197L, M1l, G59F, S113S, 1220V, E262X,
S406F, Y530C y D541E) en la poblacion europea analizada; s6lo se encontraron
diferencias genotipicas entre pacientes y controles en las variantes D541E,
R462Q y 197L. El resto de variantes no presentan diferencias genéticas
significativas entre individuos control y pacientes, aunque si describen con un
papel relevante en diversas poblaciones, como en Suecia [2], Finlandia [20] e
Israel [17], entre otras.

Un resumen general de los resultados de los genotipos obtenidos tanto en

la poblacion control como en los pacientes se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2: Representacion de las mutaciones analizadas para el gen RNASEL.

i j i j -valor
Mutacion Genotipos y !oorcentajes de Genotipos y porcentajes de p-Vv.
pacientes controles
M1l 100% G/G 100% G/G N.A
G59F 100% G/G 100% G/G N-A
471delAAAG 100% delAAAG 100% delAAAG N-A
N.A
1220V 100% A/A 100% A/A
N.A
S406F 100% C/C 100% C/C
N.A
Y530C 100% A/A 100% A/A
N.A
E265X 100% G/G 100% G/G
N.A
S113S 100% T/T 100% T/T
N.A
E262X 100% G/G 100% G/G
0.85% A/G
0.771
197L 1.27% A/C 100% A/A
96.17% A/A
15.62% A/A 16.67% A/A
R462Q 50.63% G/A 56.94% G/A 0.498
33.75% G/G 26.39% G/G
32.91% G/G 36.11% G/G
D541E 52.32% T/G 47.22% T/G 0.748
14.77% T/T 16.67% T/T

N.A.:No aplicable.
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Como podemos observar en la Tabla 2 solo hay diferencias entre los
genotipos de controles y pacientes en las variantes 197L, R462Q y D541E. Para
el resto de las variantes descritas no se han encontrado diferencias genotipicas
entre las dos cohortes analizadas en nuestra poblacion.

En la poblacion de estudio, en la variante E265X tanto controles como
pacientes poseen el mismo genotipo (G/G), no mostrando diferencias
significativas a diferencia de lo que se describe en poblaciones del Norte de
Europa (Finlandia) donde se encuentran tanto genotipos homocigotos como
heterocigotos para esta region [21]. En relacion a las variantes de las que
encontramos diferencias significativas entre controles y pacientes en nuestra
poblacion. En la variante missense D541E, se describe una elevada frecuencia
alélica tanto en poblaciones europeas [2,30], como asiaticas [15] y americanas
[31] a diferencia de otras variantes descritas con anterioridad como el caso de
471delAAAG que son exclusivas de determinados grupos poblacionales [17]. Por
lo que era de esperar que la existencia de la delecion 471delAAAG estuviese
ausente en nuestra poblacion europea, ya que parece exclusiva de la poblacién
judia.

3.1.D541E

Esta mutacion de tipo missense descrita con un mayor riesgo a desarrollar
cancer de prostata en poblaciones japonesas [15]. Mediante la herramienta
estadistica SPSS v.15.0, se ha realizado un procesamiento de los datos
genéticos en la poblacion control y afectada de la region Sur Europea (Espafia,
Andalucia). Existen determinados parametros clinicos para los cuales el p-valor
cumple los requisitos de a <0.05 en la variante D541E, por lo que implica una
asociacion significativa entre esta variable y varios parametros clinicos como
son el estadio del cancer (o =0.001), el PSA (a =0.021) y la escala de Gleason
(o =0.008).

Del andlisis de esta variante, se han descrito tres genotipos G/G, T/Gy T/T,
de los cuales tras ser representados y procesados por el programa SPSS

podemos obtener la informacion que se representa en la Tabla 3.
Tabla 3. Resultados estadisticos de la variante D541E para la cohorte pacientes obtenidos por el

programa SPSS v.15.0.
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Parametros Variante G/G Variante T/G Variante T/T P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 6-6.2-8% 11- 10.2 -8.9% 2-2.6 — 6.5%
Edad 56-60 8-7.5-10.7% 13-12.4-10.6% 2-3.1-6.5% 0.986
Edad 61-65 16- 15.7 — 21.3% 26- 25.8- 21.1%  6-6.5-19.4%
Edad > 65 45- 45.5- 60.0% 73-74.7-59.3%  21-18.8-67.7%
ESTADIO
A 2-2.9-2.7% 6- 4.8- 4.9% 1-1.2-3.2%
B 31-47.3-41.9% 87-77.9-71.3%  27-19.8-87.1% 0.001
Cc 26-16.0-35.1% 20-26.3-16.4% 3-6.7-9.7%
D 15-7.8-20.3% 9-12.9-7.4% 0-3.3-0%
PSA
< 4.0 0-0.3-0% 1-0.5-0.9% 0-0.1-0%
4.1-10 30-32.7-43.5% 53-52.6- 47.7% 17-14.7-54.8%
10.1-20 17-21.3-24.6% 38-34.2-34.2% 10-9.5-32.3% 0.021
>20 16-11.8-23.3% 16-18.9-14.4%  16-18.9-14.4%
>1000 6-2.9-8.7% 3-4.7-2.7% 3-4.7-2.7%
ESCALA GLEASON
2-6 41-48.9-55.4% 86-78.6-72.3%  21-20.5-67.7%
7 17-15.9-23% 21-25.5-17.6%  10-6.6 -32.3% 0.008
8-10 16-9.3-21.6% 12-14.9-10.1% 0- 3.9- 0%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de D541E.
NOTA: Como lo que nos resulta de interés es conocer los rasgos en la poblaciéon de pacientes
hemos representado solo los datos estadisticos referidos a este grupo poblacional.

La distribucion por edades de los diferentes genotipos encontrados para la
variante D541E, muestra como el genotipo T/T tiene una baja representacion
en las edades comprendidas en rangos menores de 65 afos. En cambio, los
genotipos G/G y T/G, aun presentando grandes porcentajes del grupo de edad
mayor de 65 afios, aparecen también en los grupos de edades por debajo de
este rango. Como sabemos, el cancer de prostata tiene una aparicion tardia
presentdndose normalmente en hombres mayores de 40 afios y con una
frecuencia aumentada en edades superiores a los 50 afios. Por tanto, una
aparicion mas temprana de este cancer implica una mayor agresividad de esta
patologia, ya que esta enfermedad se considera como rara en individuos
menores de 50 afios (menos del 1% de la poblacion con esta edad lo
presentan). Si bien, la incidencia de cancer de préstata aumenta con la edad y
es en los casos de pacientes mas jovenes cuando muestra peor el prondstico.
De hecho, el poseer un nivel de PSA elevado a edades inferiores a 50 afios se

considera entre los principales factores personales de riesgo [32].
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Con respecto a la escala de Gleason podemos observar que en el genotipo
homocigoto T/T no existen individuos dentro del rango 8-10 y el genotipo G/G
presenta un mayor porcentaje de individuos dentro de este rango. Resultados
similares se describen en el resto de parametros clinicos como son el estadio
del cancer, de cual valores elevados del mismo (estadio 4) no se describen en
individuos con genotipo T/T, mientras que los homocigotos G/G poseen los
porcentajes mas elevados de este estadio. Por tanto, como vemos la variante
G/G posee representacion de las caracteristicas clinicas de peor prondstico

(mayores proporciones de los estadios 3 y

f 1004
4, mayores porcentajes de escalas de »

Gleason 7, 8-10, y valores de PSA por 80 M Grupos de
encima de 20 ng/mL y mayores de o 5‘;25"“
1000ng/mL). En  contraposicion, el R E“
genotipo T/T posee las condiciones clinicas ]

menos severas; incluso ausencia de 2

parametros clinicos elevados en el caso de 0 l_‘ I_L

PSA. GG D;;IE m

Figura 3 Representacién escala
Gleason en los genotipos de la
variante D541E.

Al realizar analisis estadisticos de ANOVA mediante el software SPSS v.15,
se encontraron resultados similares a los descritos con anterioridad. Como se
destaca en las representaciones obtenidas del analisis de la ANOVA, el genotipo
T/T alcanza siempre los valores mas bajos en todos los parametros clinicos
analizados (escala de Gleason, PSA y estadio del tumor) mientras que el

genotipo G/G alcanza los niveles mas altos en todos los casos.
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Figuras 4, 5y 6: Representacion de estadisticos de ANOVA vy variables clinicas (escala

de Gleason, PSA y estadio del tumor) en la region D451E.

En el caso de la variante D541E, se han realizado analisis para los cuales
los pacientes hispanos europeos con genotipos G/G tienen estadisticamente un
aumento de riesgo para el desarrollo del cancer de préstata comparado a los
individuos con genotipo T/T y G/T [30]. El genotipo G/T parece mas frecuente
en controles tanto en la variante R462Q como en la D541E en poblaciones
afroamericanas, pero no se han encontrado datos que corroboren este hecho
en poblaciones hispano europeas [10]. En esta variante se encuentra también
una gran diversidad de expresion poblacional. Mientras que en poblaciones
japoneses con polimorfismos Asp/Asp se han descrito asociaciones con un
aumento de riesgo en cancer de prostata familiar[15], en poblaciones finesas
[20], blancos no hispanicos [29], suecos [2], alemanes [19] y americanos
europeos [31], no se han encontrado diferencias genotipicas entre pacientes y
controles. Para casos concretos de cancer de préstata esporadico, se ha
observado que los individuos que poseen el genotipo Asp/Glu o Glu/Glu,
tienden a tener un mayor riesgo de cancer de prostata que aquellos con

genotipo Asp/Asp [5].
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rs627928

Maasai in Kinyawa, Kenya
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Figura 7: Distribucién de los genotipos observados en la variante D541E en diferentes

poblaciones. Datos obtenidos de Hapmap 111 [33].

3.2.R462Q

La variante R462Q es también de tipo missensey a diferencia de la anterior
no se observa en la poblacién india (asiatica). Parece que la principal funcion la
ejerce mediante la disminucion de la capacidad apoptética del gen RNasa L en
respuesta a la activacion de la enzima 2-5A [26].

De los analisis estadisticos obtenemos valores significativos en las
siguientes asociaciones de las variables R462Q con la edad (o =0.047), con el
estadio del tumor (a <0.001), con la escala Gleason (a =0.001) y niveles de
PSA (o =0.015). Como vemos, todos cumplen el requisito de poseer un p-valor
gue cubre el rango de o < 0.05. Para mejor visualizacion de los resultados, se
han realizado representaciones en grafico de barras mediante los datos del

programa estadistico SPSS v.15.
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Tabla 4: Resultados estadisticos de la variante R462Q obtenidos por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante AZ/A Variante G/A Variante G/G P-valor
FO-FE - % FO-FE- % OF-FE- %
EDAD
Edad < 55 3- 3,1- 8,1% 9- 9,7 -7,7% 7-6,2- 9,3%
Edad 56-60 8-3,7- 21,6% 12-11,8-10,3% 3-7,5- 4,0% 0.047
Edad 61-65 8- 7,8 —21,6% 29- 24,5- 24,8% 11-15,7-14,7% '
Edad > 65 18- 22,5- 48,6% 67-71-57,3% 54- 45,5-72,0%
ESTADIO
A 1-1,5-2,7% 5-4,6-4,3% 3-3-4%
B 7-23,6-18,9% 84-73,5-73% 54-47,9-72% 0,000
C 17-8- 45,9% 16-24,8-13,9% 16-16,2-21,3%
D 12-3,9-34,4% 10-12,2-8,7% 2-7,9-2,7%
PSA
<4.0 0-0,2-0% 0-0,5-0% 1-0,3-1,4%
4.1-10 11-16,1-32,4% 53-51,2-49,1% 36-32,7-52,2%
10.1-20 7-10,5-20,6% 38-33,3-35,2% 20-21,3-29% GG
>20 11-5,8-32,4% 14-18,4-13% 11-11,8-15,9%
>1000 5-1,5-14,7% 3- 4,6 -2,8% 1-2,9-1,4%
ESCALA
GLEASON 19-24,4-51,4% 82-75,3-71,9% 47-48,2-64,4%
2.6 6-7,9-16,2% 22-24,4-19,3% 20-15,6-27,4% 0,001
7 12-4,6-32,4% 10-14,3-8,8% 6-9,1-8,2%
8-10

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de R462Q.

Al analizar los pardmetros clinicos se observa como los valores més

elevados se concentran en el genotipo A/A y los menores en el G/G.

1004

80

604

404

AIA GIA
R462Q

GIG

Figura 8: Estadio del tumor-

Genotipos R462Q

Estadio

Asi para el caso del estadio del
tumor, se puede observar como en el
genotipo A/A se encuentran los valores
mas elevados para los estadios mas
agresivos como son el C y el D, y sin
embargo los de menor agresividad
presentan valores muy bajos o
practicamente inexistentes (como es el
caso del estadio A). Tanto el genotipo
G/A como el G/G predomina claramente

en individuos con estadio B.
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Sin embargo, al estudiar la escala de

100
Gleason, la diferencia no es tan clara. El

80 Escalade
Gleason

genotipo A/A donde concentra el mayor

porcentaje de individuos dentro del o 60 E?E
rango 8-10, y a su vez el menor Hs-10

porcentaje de individuos en el rango 2-6.

En el resto de genotipos (G/A y G/G),
hay una proporcién predominantemente
) AA GIA
clara de un mayor porcentaje de R462Q
individuos en los rangos de la escala Figura 9: Escala de Gleason-

Gleason entre los valores 2-6. Genotipos R462Q.

Con esto se ve que, los individuos con el genotipo A/A poseen basicamente
canceres regionales y metastasicos, mientras que los individuos con genotipos
G/A y G/G céanceres principalmente locales segun el estadio del tumor [34].

Estos resultados se confirman si

60
analizamos los datos sobre valores de
501
.PSA PSA, para los que se ve que los
<4.0
40— e . .
W40 individuos con genotipo A/A presentan
. [J10.1-20 _ )
R 307 B>» proporciones mas elevadas de los
[J>1000 "
20 rangos de peor prondstico como son
104 valores mayores de 20 ng/mL vy
o- valores por encima de 1000 ng/mL.
WA @A @G Del mismo modo, los individuos con
R462Q

este genotipo presentan  bajos
Figura 10: PSA- Genotipos R462Q. .
porcentajes de los valores de PSA
menos graves, que sin embargo se concentran con porcentajes entorno a un 60
y 40% en los individuos con genotipos G/A y G/G respectivamente.
Por lo tanto, se vuelve a corroborar que los pacientes con genotipo A/A
presentan caracteristicas de un cancer de peor prondstico y evolucion.
Si realizamos una representacion de los valores medios obtenidos de cada
una de los parametros clinicos y la ANOVA, se obtienen los mismos resultados.

Es decir, en la variante R462Q el genotipo A/A se presenta en edades menos
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avanzadas y posee los valores méas elevados en las caracteristicas clinicas
analizadas (estadio del tumor, escala de Gleason y nivel de PSA). En
contraposicion, el genotipo homocigoético G/G se localiza en los valores de edad
méas elevados y valores mas bajos dentro de las caracteristicas clinicas
analizadas en la poblacion. Con todo ello, se puede pensar que los individuos
de genotipo A/A tienen unas caracteristicas mas agresivas de este tumor, ya
que aparecen a edades tempranas (dentro del rango caracteristico de este
cancer) y las caracteristicas clinicas de los mismos son de peor prondstico como
estadios 3 y 4; mayor porcentaje de valores de escala Gleason por encima de 6;
y rangos de PSA 10 A 1000 ng/mL. (Para mayor detalle figuras 16-19).

Para el caso de la variante R462Q, estudios en el Norte de Estados Unidos
(Detroit, Ohio y Michigan) un 38% de los individuos afectados por céncer de
préstata presentan genotipo G/G frente al 44% de controles; un 47% de
pacientes con genotipo G/A frente al 45% en controles y un 15% de pacientes
con genotipo A/A frente al 11% en controles [28]. En esta poblacion
estadounidense el genotipo mas predominante en pacientes y controles es G/A
al igual que ocurre en esta poblacion europea. Sin embargo, en poblaciones
europeas de paises nérdicos como Suecia no se encuentra ninguna relaciéon
evidente entre pacientes y controles en esta region [2]. Otros estudios
realizados en poblaciones europeas [18,28,35], indican similares resultados a
los obtenidos en esta poblacidn, sefialando que el genotipo homocigotico A/A,
parece causar en la poblacion europea una sustitucion aminoacidica que genera
una disminucién enzimatica. Epidemiolégicamente se traduce en un aumento
del riesgo a padecer cancer de prostata, afectando a la progresion de este
cancer. Este riesgo se hace mucho mayor en poblaciones afroamericanas que

en las hispano europeas para el genotipo A/A en comparacion con el G/G [10].
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rs486907

Maasai in Kinyawa, Kenya
Luhya in Webuye, Kenya
Yoruba in Ibadan, Nigeria
African ancestry in Southwest USA
Mexican ancestry in LA
Gujarati Indians in Houston
Japanese in Tokyo

Chinese in Metropolitan Denver
Han Chinese in Beijin

Han Chinese

N&W European ancestry
Toscany in Italy

Controles

Pacientes

EHAA BAG BGG

Figura 11: Distribucién de los genotipos observados para la variante R462Q en diferentes
poblaciones. Datos obtenidos de Hapmap IIlI.

En ambos casos, tanto en la variante D541E (rs627928) como R462Q
(rs486907) encontramos en la poblacion control la presencia de las tres
posibilidades genotipicas descritas para la cohorte de pacientes pero con

porcentajes que difieren levemente de los pacientes.

rs486907

016 | o0see | 0338 |

Controles | 2N I T e e
Pacientes
rs627928

Controles 0,361 0,472 0,167
CFeChic 939 | 9053  [09ag

BGG ®GT =TT

Figuras 12 y 13: Representacion del porcentaje en controles y pacientes de las variantes en
rs486907 y rs627928.
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3.3.197L

Mutacion de tipo missense que parece ejercer un efecto importante en el
cancer de préstata aunque pocos estudios han conseguido resultados positivos
que lo avalen [26].

En el caso de la variante 197L, la mayor parte de los pacientes presentan el
genotipo A/A, sin embargo, también existe un bajo porcentaje de individuos
con los genotipos A/G y A/C. Segun los analisis estadisticos mediante el
programa SPSS v.15.0 y las representaciones graficas obtenidas del mismo,
parece que la variante A/G posee inicialmente un peor prondéstico, ya que en
ésta se concentran valores mas elevados para determinados parametros clinicos
con escala de Gleason 7 y niveles de PSA que oscilan entre 10.1-20ng/mL.

Como vemos, la variante A/A es donde se concentra casi toda la poblacion
y por tanto, la mayor variedad de todas las caracteristicas clinicas presentes. La
variante A/G presenta bajo porcentaje poblacional pero con una caracteristicas
clinicas mas agresivas, como menor edad, una escala Gleason elevada (7) y
niveles PSA de 10.1-20ng/mL. Hay diferencias significativas entre el pardmetro
PSA, donde aparecen valores estadisticamente representativos con un o
=0.002.

Se han realizado estudios en poblaciones alemanas y americanas [9,19]
para la variante 197L y no encontrando ningun tipo de asociacion entre esta

mutacion y el desarrollo del cancer de proéstata.

rs56250729
Controles 1,000
Pacientes || 0,991

EGG mGT BTT

Figura 14: Representacion del porcentaje en controles y pacientes de las variantes en
rs56250729.
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Como resumen poblacional descrito en la bibliografia hasta el momento

sobre las variantes descritas en el gen RNASEL, podemos exponer el siguiente

resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Resumen de las principales mutaciones en RNASEL en distintas poblaciones.

Variante Poblacién Consideraciones
-Implicado en predisposicion cancer de
471delAAAG Descendiente dg judios mama/oyario [17]: 5 '
Ashkenazi -No existe asociacion en un riesgo
elevado en cancer de préstata [17,36].
-Confiere un riesgo de cancer de
Metllle Afroamericanos préstata, con mayor evidencia en casos

tempranos [37].

Glu265X (E265X)

Familias finlandesas

-La edad media de aparicion de la
enfermedad (HPC) es 11 afios menor que
en los no portadores [20].

Familias finlandesas

Caucasicos hispanos y US

-Los  homocigotos  muestran  una

asociacion con HPC [20].

-El genotipo AA parece aumentar el
riesgo de PC 4 veces al compararse con

Arg462GIn
rs486907 -El genotipo AA parece aumentar el
Afroamericanos riesgo de PC 10 veces al compararse con
el genotipo GG [10][30].
-El genotipo AA parece asociarse con una
Caucésicos y japoneses  disminucion en el riesgo de CP
[15,29,36].
: -Los genotipos GG y TT se asociaron con
Japoneses y americanos .
P y un aumento de riesgo en PC [15,30,31].
Asp541Glu
(D541E) -Asociacion negativa significativa en los
Suecos .
rs627928 genotipos TT en CP [2].
- -Asociados con un aumento de riesgo en
Caucasicos
CP [5].
-Las frecuencias fueron
b significativamente diferentes en
G59S Familias finlandesas g

pacientes con PCH al compararse con
controles [20].
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4. CONCLUSIONES

Como vemos, debido a la gran prevalencia de esta patologia junto con la
gran diversidad genética descrita en la misma, hace que aun quede mucho por
estudiar y describir. Sin embargo, mediante este estudio preliminar de factores
clinicos y genéticos hemos podido observar que ambos pueden servir como
informacion relevante sobre el control de este cancer y nos permite encuadrarlo
en un determinado grupo poblacional de mayor o menos riesgo. Ademas, se ha
demostrado que en cada poblacion, los datos genéticos tienen un valor
pronéstico diferente. Este caso, se ha comprobado para el gen RNASEL; las
distintas variantes descritas tienen diferente evolucion clinica dependiendo de la
poblacion que esté siendo analizada. Ademas, no son los mismos genotipos los
que nos dirigen a un mismo tipo de evolucion. Asi, la informacion genética
puede usarse como una herramienta importante para mejorar la evolucion
clinica de pacientes afectados por este cancer. Pero debido a que hay muchas
diferencias genéticas dependiendo de la poblacion que esta siendo analizada,
no se puede olvidar nunca el componente poblacional a la hora de realizar el
analisis genético.

Como hemos comprobado en este estudio, variantes que se han descrito
cruciales en otras poblaciones parecen no ejercer ningun papel en la poblacion
europea que estamos analizando, ya que se han obtenido los mismos genotipos
en individuos controles y en pacientes. Del mismo modo, las variantes D541E,
R462Q y 197L, que hemos destacado en este estudio como relevantes en
nuestra cohorte, no lo parecen en otros estudios realizados en distintos grupos
poblacionales [2].

Ademas, saber que pacientes con un genotipo especifico desarrollaran
peores caracteristicas de este cancer, puede ayudar a enfocar un tratamiento
clinico diferente con el que se evite una progresion rapida del cancer y
conseguir unas mejores calidades de vida al paciente. De esta forma, si
sabemos que individuos con genotipos A/G, A/A' 'y G/G en las variantes 197L,
R462Q y D541E respectivamente presentan peores caracteristicas clinicas y una

evolucion del tumor mas rapida, se puede realizar un seguimiento mas
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controlado y menos espaciado en el tiempo que a individuos cuyos genotipos
les confieren unas mejores caracteristicas y una evolucion del tumor menos

agresiva.
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ANEXO

e TERMINOLOGIA ESPECIFICA DE ESTE CAPITULO

Tablas sobre cdédigos de mutaciones usados:

Tabla 1 Anexo- Cédigo IUPAC ADN.

Cédigo Nucleotidico Base Cédigo Nucleotidico Base
A Adenina W AoT
Citosina K GoT
G Guanina M AoC
T Timina B CoGoT
U Uracilo D AoGoT
R AoG H AoCoT
Y CoT V AoCoG
S GoC N Cualquier base

Tabla 2 Anexo- Codigo IUPAC Proteinas.

Cédigo aminoécidico Cadigo en 3 letras Aminoacido

A Ala Alanina

B Asx Acidos Aspartico o Asparragina
C Cys Cisteina

D Asp Acido Aspartico
E Glu Acido Glutamico
F Phe Fenilalanina

G Gly Glicina

H His Histidina

| lle Isoleucina

K Lys Lisina

L Leu Leucina

M Met Metionina

N Asn Asparagina

P Pro Prolina

Q GIn Glutamina

R Arg Arginina

S Ser Serina

T Thr Treonina

V Val Valina
W Trp Triptéfano

X Xaa Ningun aminoacido
Y Tyr Tirosina

z GlIx Glutamina o Acido Glutamico
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Definiciones de mutaciones:

Mutacidn missense: Es un tipo de mutacion aminoacidica puntual que cambia
un codon codificante (sense codon) por otro que especifica un aminoacido
distinto en el ARNm transcrito. La proteina correspondiente contendra, pues, un
aminoacido diferente del original y ello afectara a su funcién segun el sitio en
que se produjo la mutacion y la naturaleza del reemplazo de aminoacidos.
Cualquier sustitucion de aminoacidos constituye una missense mutation, pero
en la practica éstas sOlo se manifiestan fenotipicamente si producen una
modificacion de la actividad de la proteina [38].

Mutacion null: Mutacién que produce un cambio a nivel de sintesis, este tipo
de cambio es fenotipico y no produciendo la proteina.

Mutacion IDEL: indica una variacion en el genoma por insercién o deleciéon. En

el caso descrito en este capitulo se refiere a una delecion (Del 471 AAAG).
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ABSTRACT

In addition to RNASEL gene, other nuclear genes like ELAC2 and MSR1
among others, which seem to have an important role in the development of
prostate cancer. ELAC2 gene (elaC homolog 2 (£. col))) is also known as HPC2
(Hereditary prostate cancer gene 2). There are at least 23 variants of this gene
which make an effect in the developing of prostate cancer. There are a wide
range of nonsense and missense mutations, as well as intronic and exonic
changes. The main mutations in most populations are Ser2l17Leu and
Ala541Thr. In our cohort analyzed we found statistical significances in all the
variants of ELAC2 between patients and controls and a sketch of prevalence is
noted among patients. In this analysis, it has been demonstrated that
individuals with GA, TT, GG and GG genotypes in the SNPs rs11545302,
rs17552022, rs5030739 and rs4792311 respectively in ELAC2 gene have worst
clinical features and faster progression of the tumor than other genotypes. In
contrast, patients with genotypes GG, CC, AA and AA in SNPs rs11545302,
rs17552022, rs5030739 and rs4792311 respectively in ELAC2 gene have a
better clinical evolution of the cancer.

MSR1 gene is the alias of macrophage scavenger receptor 1. Similar
results than previous ones have been obtained when analyzing stastistically
clinical features in patients. In this case patients with CC, GG, AA, GG and GG
genotypes in the SNPs rs12718376, rs918, rs1904577, rs2127565 and
rs3747531 respectively, are linked to severe clinical features like C and D
stages, Gleason scores above 7 and PSA levels higher than 4.1 ng/mL. In
comparison to those results, genotypes TT, AA and GG are related to better
clinical characteristics in rs12718376, rs918 and rs1904577. Apart from prostate
cancer, this gene has also been implicated in many macrophage-associated

physiological and pathological processes including atherosclerosis, Alzheimer's
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disease, and host defence. The main function of this gene is related to be
membrane glycoprotein which is implicated in the pathologic deposition of
cholesterol in arterial walls during atherogenesis.

Both genes have been processed using the technique of TagMan® SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystem), which allows obtaining the data of the
different SNPs in a quick and reliable way. Finally, we have compared the
results in our population of Andalucia with the clinical parameters and others

populations around the world by using previous studies published in Hapmap.

110



Introduccién

1. INTRODUCCION

Debido a la complicada etiologia de este cancer, se les atribuyen a los
marcadores genéticos un papel bastante relevante en su desarrollo. Cuando se
habla de susceptibilidad genética del cancer de proOstata, se destacan como
genes més relevantes algunos como BRCA 1 y el BRCA 2 (genes tipicamente
relacionados con el desarrollo del carcinoma de mama y de ovario). Sin
embargo, los candidatos nombrados como de alto riesgo son el gen ELAC2
(situado en el cromosoma 17pl11); RNASEL (localizado en el cromosoma 1g22)
y MSR1 (en la regién 8p) [1].

Al igual que en otras enfermedades, la busqueda de genes que influyan en
el desarrollo del cancer se realiza mediante estudios de /inkaje. En el cancer de
préostata el objetivo principal no era otro que buscar genes de susceptibilidad
considerados como raros y con una alta penetrancia. Debido al desarrollo de
esta busqueda a lo largo de muchos afios, hoy en dia tenemos gran
informacion de posibles genes que pueden actuar en el desarrollo de este
adenocarcinoma [2]. La Tabla 1 muestra un resumen de todos los genes

candidatos descritos.

Tabla 1. Representacion esquematica de los principales loci estudiados para el cancer de

prostata [2].

Locus Localizacion Gen candidato
cromosoémica
HPC1 1924-925 RNASEL
PCAP 1942.2-943 No existe
CAPB 1p36 No existe
HPCX Xq27-928 No existe
HPC2 17pl11 ELAC2
HPC20 20913 No existe
8p 8p21-p23 MSR1
3p 3p25-p26 No existe

8q 8924 No existe
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1.1. GEN ELAC 2 (HPC2)

El gen ELAC 2 se denomina también como HPC2 (gen del cancer de
préstata hereditario 2) por analogia al gen RNASEL o HPC1. Tiene una
secuencia variante del homoélogo elaC 2 en Escherichia coli. Se localiza en el
cromosoma 17pll y posee una longitud de 27kb codificando para 24 exones y
para una proteina de 826 aminoacidos con funcion 3’ tRNasa [2]. Partes de este
gen se encuentran muy conservadas en varias especies tan divergentes como
arqueas y humanos [3].

Mediante estudios de asociacion familiar ha sido identificado como un gen
gue confiere riesgo a desarrollar cancer de préstata con identificacion de una
serie de mutaciones que parecen ser las responsables de este hecho.
Inicialmente, se le atribuia la codificacion de una hidrolasa metal-dependiente
evolutivamente conservada, 1o que parecia a su vez logico con el desarrollo del
cancer de préstata. Esta hidrolasa podia explicar cédmo los factores
medioambientales afectaban por interaccion con las células epiteliales
prostaticas humanas. Sin embargo, actualmente se piensa que el papel
fundamental lo ejerce por la codificacion de una endorribonucleasa 3’, una
enzima encargada de eliminar la region 3’ del precursor de ARNt y poder
interactuar con la y-tubulina, que es un componente del aparato mitético lo que
establece una union entre el gen ELAC2 y el control del ciclo celular [4]. Esta
enzima, mediante la actividad 3’ tRNAsa; posee una funcion esencial para la
biosintesis del ARNt. Su funcidén en relacion con la transcripcion, replicacion y
segregacion del ADN asi como, regulacibn del ARNm y se describe por la
similitud con la secuencia aminoacidica de otras proteinas que actian en
regiones 3’ del ARNm o factores especificos de poliadenilacion [5].

Los productos geénicos guardan una cierta similitud en la secuencia
aminoacidica con dos familias proteicas, la denominada PSO2 y SNM1,
proteinas de reparacion intercatenaria de crosslinking en el ADN y la subunidad
de 73 kD del ARNm 3’ del factor especifico de poliadenilacion (CPSF73) [6].

Las mutaciones en ELAC2 no son muy comunes, sin embargo, del analisis
de la secuencia de ELAC2 podemos identificar cambios missense como piensa

que las principales mutaciones (en concreto las tipo nonsense o de generacion
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de proteina truncada) afectan principalmente impidiendo la actividad de esta
enzima, lo que desencadena la progresion del cancer.
Ciertos estudios atribuyen entre un 2% y un 5% de las causas del cancer

de prostata a las diversas mutaciones del gen ELAC2 [7].

1.2 VARIANTES DEL GEN ELAC2

Diversos estudios realizados en casos de cancer de pristata hereditario y
esporadico han sefialado variaciones o alteraciones en el gen ELAC2 (HPC2)
gue parecen jugar un determinado papel en la susceptibilidad genética de este
cancer. De hecho, se han descrito actualmente hasta 23 variantes que ejercen
algun tipo de efecto en el desarrollo del cancer de prostata. Dentro de estas
alteraciones, existen tanto cambios intronicos como exonicos (mutacion de
proteina truncada, mutacion nonsensey tipo missense) [8].

Como se ha citado anteriormente, las mutaciones Ser217Leu y Ala541Thr
destacan como alteraciones que mas afectan al desarrollo y progresion del
cancer de prostata al igual que se presentan en un mayor numero de

poblaciones.

[ Glu2teX | | 1641insG | | Arg781His |
|

P-locp
Pseudo-histidine motif | (ATP/GTP-binding site) Histidine motif

Protein NH, - =

- COOH

|
R211Q

Figura 1: Imagen que representa esquematicamente las principales mutaciones en el gen

ELAC2 [9].

e 1641insG: mutacion denominada frameshit o de cambio del marco de
lectura. Esta mutacion junto con la mutacion Arg781His se han descrito
en dos pedigries en una poblacién de EEUU [7].

e 15119484086 (Arg781His): mutacion missense considerada como rara en

el cancer de prostata [7].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=119484086�
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rs4792311 (Ser217Leu): mutacion tipo missense que se localiza en el
segmento hidrofilico de la secuencia proteica y la sustitucion del residuo
hidrofébico de Leucina puede alterar la estructura proteica [10]. Se
observa una gran variedad de esta mutacién en las distintas etnias, asi
en una poblacion asiatica tomada como grupo control ocupa un 1.94%,
mientras que al tomar la poblacién caucasica como grupo control
representa un porcentaje de 29.01%. El alelo Leu217 es indicado segun
los estudios de Xu, B. et al [10] como asociado a un aumento de riesgo
de cancer de proéstata al compararse con el alelo Ser217 en poblaciones
caucdasicas y asiaticas. Otros estudios destacan una incidencia de un
30% tanto en la poblacibn americana de europeos descendientes como
en la poblacién afroamericana [3]. Esta mutacion parece disminuir la
expresion proteica, alterando la funcion de ELAC2 [10].

rs5030739 (Ala541Thr): mutacion tipo missense en la que segun los
estudios de Xu, B. et al [10], el alelo Thr541 se asocia con un mayor
riesgo a padecer cancer de prostata si se compara con el alelo Ala541, y
ademas este riesgo parece aumentado en poblaciones asiaticas. Al igual
gue ocurria con la mutacién Leu2l17, en este caso la mutacion Thr541
parece disminuir la expresion proteica alterando la funcion de ELAC2. Sin
embargo, esta mutacion se presenta con un rango de incidencia menor
gue oscila entre un 3% y un 4% en la poblacion americana de
descendientes europeos y un 1% en la poblacion afroamericana [3].
rs119484087 (Glu622Vval): se han descrito individuos homocigotos
portadores de esta mutacidn missense diagnosticados con cancer de
préstata en una edad altamente joven, de 45 afios (edad temprana si
consideramos los pardmetros normales de esta enfermedad) [11].
rs11545302 (Thr520Thr) y rs17552022 (Thr631Thr): en ambas
mutaciones se han descrito cambios de la base A > G y T, produciendo
un cambio de residuo aminoacidico de Thr. Ambos SNPs rs11545302
localizado en el exdn 17 y rs17552022 situado en el exon 20 del gen
ELAC2 han demostrado ejercer un riesgo significativo en cancer de

préstata en poblaciones caucasicas [12].
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Las tres mutaciones mas relevantes en el gen ELAC2 con respecto al cancer
de préstata son las mutaciones Ser217Leu, Ala541Thr y Arg781His. Similar a
como ocurria en el gen RNASEL, existe una gran controversia entre el efecto de
estas mutaciones y el desarrollo del cancer de prostata. Hay quienes atribuyen
un papel claro a las mutaciones missense Ser217Leu y Ala541Thr. Sin embargo,
hay quienes contradicen esa asociacién, como ocurre en los estudios realizados
en poblaciones de Reino Unido donde estadisticamente no se encuentran
diferencias significativas entre la poblacion control y la afectada por cancer de
prostata [13,14].

Segun estudios realizados por Vesprini et al [15]; en diferentes poblaciones
subdividas en controles y casos existen una serie de diferencias entre las

distintas etnias y las mutaciones descritas en ELAC2 (Ver detalles en Tabla 2).

Tabla 2: Prevalencia de las variantes alélicas en el gen ELAC2 en distintos grupos étnicos (casos

— controles).
Polimorfismos y Controles Controles Controles
Etnias Casos (Varones) (Mujeres) (Combinado)
Ser217Lleu
Pob. blanca 197 (52.0%) 227 (54.7%) 380 (51.1%) 607 (52.4%)
Pob. negra 11 (29.7%) 18 (36.7%) 32 (38.6%) 50 (37.9%)
Pob. asiatica 2 (20.0%) 5 (11.9%) 11 (13.1%) 16 (12.1%)

Otros  grupos 1 (20.0%) 4 (57.1%) 47 (57.3%) 51 (57.3%)

poblacionales

Ala541Thr

Pob. blanca 27 (7.1%) 34 (8.2%) 49 (6.6%) 83 (7.2%)
Pob. negra 0 0 0 0
Pob. asiatica 0 0 4 (4.8%) 4 (3.2%)
Otros grupos 0 1 (14.3%) 9 (11.0%) 10 (11.2%)

poblacionales

Pob.: siglas de poblacion.
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Como observamos del estudio de Vesprini et al. [15], no existen diferencias
significativas para estas variantes analizadas. Un dato que nos ha llamado la
atencion es el hecho de que la poblacion negra (segun palabras del Vesprini) no
posee presencia de la mutacion Ala541Thr, siendo esta poblacion una de las
mas destacadas y susceptibles a padecer cancer de prostata. Sin embargo,
también tenemos que destacar que este estudio carece de un gran nimero de

réplicas lo que hace que no sea altamente representativo.

1.3. GEN MSR1

Se ha comprobado una estrecha relacion entre el cancer de prostata y una
pérdida de heterocigosidad (LOH) en el brazo corto del cromosoma 8. A raiz de
esta observacion diversos autores como Xu et al., Visakorpi et al. y Cunningham
et al., entre otros, realizaron estudios de linkaje en diversas familias génicas en
la region 8p, encontrando cosegregacion entre esta patologia y el gen MSR1 en
la region 8p22 [2].

Este gen recibe sus siglas de Macrophage scavenger receptors, en concreto
codifica para los receptores de macréfagos tipo scavenger de clase A. Estos
receptores de macrofagos han sido también relacionados con patologias tan
diversas como el Alzheimer, la arterioesclerosis, y la xantomatosis. En esta
cascada de sefiales parece que los receptores scavenger (SR) se unen a las

células apoptoticas pudiendo intervenir en procesos de apoptosis celular [16].

Receptores de macrofagos tipo scavenger

Por su traduccion del inglés también se les conoce como receptores
basureros o barredores. Son una familia de glicoproteinas de superficie celular
caracterizadas por poder unir a lipoproteinas modificadas (oxidadas o
acetiladas). Se diferencian principalmente tres tipos de receptores SR, los de
clase A, los de clase B y los de clase C; pero también se han encontrados otros
como los de clase E (LOX 1), los de clase F (SREC-I SREC-II), los de clase G

(SR-PSOX) y los de clase D (CD 68). Podemos establecer a su vez subclases, asi
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dentro de los de clase A diferenciamos a su vez los tipos 1 y 2, en la clase B
diferenciamos los CD36 [17].

Los receptores scavenger clase A, se conocen con las siglas SR-A y segun
sean de tipo 1 0 2 se describiran como SR-A1l 6 SR-A2. Estructuralmente son
trimeros de un peso molecular que oscila entre 205 y 220 kDa. Principalmente
unen a LDL modificado por &cido acético u oxidado y poseen un dominio tipo
colageno, lo que les proporciona su funcion esencial como unién de ligando.
Como ejemplos de algunos de los componentes de esta clase destacamos:

e SR-Al (SCARA1l) o MSR1: poseen un dominio rico en cisteina y se
pueden encontrar en algunos receptores de membrana o en
proteinas solubles.

e SR-A2 (SCARA2) o MARCO: poseen dominios ricos en colageno y
cisteina.

Podriamos sefialar también otros tipos, pero de menor importancia como
son SCARA3, SCARA4 o COLEC12 y SCARAS [18,19].

Entre los receptores scavenger clase B se encuentran en los receptores
CD36 y SCARB1 y principalmente se concentran en caveolas. La funcién
principal de SCARB1 es la interaccion con HDL y LDL, mientras que CD36 (o
SCARB3) esta involucrado en la adhesion celular, metabolismo de los acidos
grasos y fagocitosis de células apoptéticas [17,20].

Los receptores scavenger clase C, son receptores con dominios similares a

la mucina [17].

1.4. VARIANTES DEL GEN MSR1

e Arg293X: Mutacion tipo nonsense descrita por primera vez por Xu et al.,
en estudios familiares de individuos afectados por cancer de préstata todos de
descendientes europeos [21]. Parece especifica de individuos afectados por
carcinoma prostatico distinto del tipo hereditario. La mutacion de proteina
truncada Arg293X produce la delecion de la mayor parte de los dominios de
colageno, incluyendo la region de union al ligando y los dominios ricos en

cisteina.
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Aspl75Tyr: mutacion tipo missense y descrita por primera vez en estudios
familiares de individuos de raza afroamericana [21]. Se ha observado que esta
mutacion conforma una secuencia crucial de heptapéptidos 173IDEISKS en el
dominio helicoide del receptor MSR1 que actia como punto funcional de accién
para la correcta polimerizacion de las tres cadenas que conforman el receptor
MSR1[21].

e r1s12718376: se localiza en el extremo 3' de la region no traducida del
gen MSR1. Se caracteriza por ser una de las regiones del gen MSR1 que
representa un mayor aumento de riesgo de cancer de prOstata entre la
poblacion caucasica [12].

e 15918, rs1904577: mutaciones en la que no hay mucho descrito pero en
los casos analizados, se determina un cambio de A > G [21].

e rs2127565: al igual que en los casos anteriores, se trata de una mutacion
en la que no hay mucho descrito pero en los casos analizados, se determina un
cambio de C a G [21].

e rs3747531 (Ala275Pro): mutacion en la que se determina un cambio de
C a G y un cambio aminoacidico de prolina a alanina [21,22] .

e Se han descrito también mutaciones como His441Arg; Valll3Ala e
lle54Val. De estas mutaciones no existe mucha informacion a parte de una

posible influencia en el desarrollo y progresion del cancer de prostata [21].

Arg293X

Helical coiled-coil |
Transmembrane domain domain  Collagen-like domain

Cytoplasmic domain’; Spacer domain ¥ | f Scavenger receptor cysteine-rich
(SRCR) domain

~-COOH

Protein NH»

Pro36Ala| Val113Ala Asp174Tyr Gly369Ser His441Arg
Ser41Tyr

Figura 2: Imagen que representa esquematicamente las principales mutaciones en el gen MSR1

[1].

118



119

Materiales y métodos

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. ANALISIS GENETICOS

Debido a que las muestras estaban almacenadas y analizadas para otras
regiones génicas, ya cumplian con los requisitos de codificacion establecidos a
la hora de trabajar con muestras biolégicas humanas.

El objetivo del andlisis de estas regiones cromosomicas es poder realizar el
genotipado de los SNPs de interés en los genes ELAC2 y MSR1.

Para ello, actualmente disponemos de varias herramientas que nos permiten
obtener informacién de SNPs, como son SNaPshot (o minisecuenciacion) y la
técnica de TagMan® SNP Genotyping Assays de Applied Biosystem. La mayoria
de las muestras analizadas en este proyecto se han procesado mediante la
metodologia de TagMan® SNP Genotyping Assays de Applied Biosystem, sin
embargo, algunas muestras no se han podido caracterizar usando esta técnica
y se ha realizado un procedimiento de amplificacion de la region de interés y

posterior secuenciacion.

2.2. ANALISIS ESTADISTICOS

De forma analoga a los estudios realizados en el capitulo 1, mediante el
programa estadistico SPSS v.15.0 se han realizado los analisis de estadisticos
descriptivos en tablas de contingencia, método de Chi cuadrado, test de Monte
Carlo y test exacto de Fisher. A través de estos test se realizaron
comparaciones entre cada locus y los datos de informacién clinica (PSA, edad,
estadio y escala de Gleason). También se realizaron test estadisticos de ANOVA
(andlisis de la varianza) con el fin de comprobar una asociacion entre pacientes
y alguna de las caracteristicas clinicas analizadas. Del mismo modo, se
comprob6 el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada variante genética y el
analisis de desequilibrio de linkaje entre cada variante genética de los loci de

los genes ELAC2 y MSR1 mediante el software ARLEQUIN v.3.5.
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Mediante el uso de los mismos tests estadisticos se estudiaron los distintos
parametros clinicos dentro de la poblacion de pacientes, usando la base de
datos de Hapmap.

En todo momento se tomaron como valores estadisticamente significativos
aquellos con un p-valor £ 0.05, si tomamos como valor de significacion p =

0.05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al estar estudiando una serie de variantes en dos genes, se van a exponer
los resultados en cada uno de ellos.

3.1. GEN MSR1

De todas las variantes cubiertas en el proceso de genotipado del gen
MSR1 en este estudio, no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre controles y pacientes en rs918 y rs2127565. Regiones como
rs12718376 y rs3747531 se encuentran con valores préximos a la

significatividad y el rs1904577 es estadisticamente significativo (Tabla 3).

Tabla 3. Representacion de las mutaciones analizadas en el gen MSR1 en controles y pacientes.

Mutacion Genotipos y porcentajes Genotipos y porcentajes p-value
PACIENTES CONTROLES
rs12718376 60.8% CC 67.2% CC
*366A>G 33.206 CT 22.4% CT 0.071
. 0 . 0
3'UTR 6.0% TT 10.4% TT
rs918 1.3% AA 1.5% AA
*516G>A 14.7% AG 13.4% AG 0.478
. 0 . 0
(3'UTR) 84.0% GG 85.1% GG
66.7% AA 49.2% AA
e risolng?nﬁ;:ica) 24.7% AG 23.8% AG <0.001
9 8.7% GG 27.0% GG
12.1% CC 14.3% CC
re riséznliznifgfica) 17.9% CG 20.6% CG 0.760
9 70.0% GG 65.1% GG
3747531 7.6% CC 1.5% CC
et 4.0% CG 2.9% CG 0.059
88.4% GG 95.6% GG

e 512718376
Para este caso podemos observar que en la poblaciéon de controles el
genotipo predominante es el CC, seguido del genotipo CT y TT
respectivamente. Al realizar un andlisis estadistico de Chi* de Pearson
obtenemos un p-valor 0.071; lo que significa que las diferencias entre controles
y pacientes no son estadisticamente significativas pero si es proximo a la

significatividad.
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Si comparamos los resultados de nuestra poblacién (representados en la
Figura 3 como controles y pacientes) con los obtenidos en otras poblaciones,
vemos que los parametros genéticos obtenidos en Espafia son similares a los
obtenidos en regiones europeas como lItalia y descendientes del Norte y Oeste
Europeo; mientras que divergen de regiones mas alejadas geograficamente
como Kenya o China (Figura 3). Hecho congruente con lo que se refleja en el
trabajo de Beuten et al., en el cual este SNP se destaca como uno de los que
confiere un mayor riesgo entre la poblacién caucasica con un odds ratio (OR)
de 0.32 [12].

rs12718376

Maasaiin Kinyawa, Kenya
Luhyain Webuye, Kenya
African ancestry in SW USA
Yoruba in Ibadan, Nigeria
Mexican ancestry in LA
Gujarati Indians in Houston

Chinese in Metropolitan Denver ECC
Han Chmese.m Beijin mCT

Japanese in Tokyo
Han Chinese mTT

N&W European ancestry
Toscany in Italy
Controles

Pacientes

60 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Figura 3: Comparacién poblacional de individuos afectados de cancer de prostata en diferentes

poblaciones del mundo.

Al analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes en nuestra
poblacion mediante el programa estadistico SPSS v15.0, obtenemos los
resultados resumidos en la tabla 4. Como se puede observar, aunque ninguna
variable clinica es estadisticamente significativa para este marcador en
pacientes se sigue un patrén de distribucion de los valores. De tal forma que el
genotipo CC posee concentrados los valores mas elevados de estadio B, Cy D
al compararse con CT y TT. EI mismo patron se repite en el genotipo CC con los

parametros clinicos de PSA (valores por encima de 4 ng/mL) y escala Gleason
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(valores por iguales y/o mayores de 7). De igual forma, las edades maés
tempranas desde inferiores de 55 a 60 aflos se encuentran en un porcentaje

mas elevado en este genotipo.

Tabla 4. Resultados estadisticos de la variante rs12718376 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante C/C  Variante C/T Variante T/T P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 24-23.4-10.6%  11-12.2-4.8% 3-2.3-1.3%
Edad 56-60 68-67.8-30.0%  34-35.4-15.0% 8-6.8-3.5% 0.920
Edad 61-65 40-40.7-17.6% 23-21.2-10.1%  3-4.1-1.3%
Edad > 65 8-8-3.5% 5-4.2-2.2% 0-0.8-0.0%
ESTADIO
A 5-5.5-2.2% 3-2.9-1.3% 1-0.6-0.4%
B 90-87.7-40.0%  47-46.4-20.9% 6-8.9-2.7% 0.435
C 30-30.1-13.3% 16-15.9-7.1% 3-3-1.3%
D 13-14.7-5.8% 7-7.8-3.1% 4-1.5-1.8%
PSA
< 4.0 1-0.6-0.5% 0-0.3-0.0% 0-0.1-0.0%
4.1-10 63-61.2-30.1%  30-33.5-14.4% 7-5.3-3.3%
10.1-20 43-39.2-20.6%  19-21.4-9.1% 2-3.4-1.0% 0.545
>20 20-25.7-9.6% 20-14.1-9.6% 2-2.2-1.0%
>1000 1-1.2-0.5% 1-0.7-0.5% 0-0.1-0.0%
ESCALA GLEASON
2-6 91-90.1-41.0%  48- 48.3-21.6% 8-8.6-3.6%
7 31-29.4-14.0% 16-15.8-7.2% 1-2.8-0.5% 0.248
8-10 14-16.5-6.3% 9-8.9-4.1% 4-1.6-1.8%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs12718376.

NOTA: Como lo que nos resulta de interés es conocer los rasgos en la poblacion de pacientes
hemos representado solo los datos estadisticos referidos a este grupo poblacional, en esta y las
siguientes tablas.

e 15918

En esta region, segun los datos obtenidos podemos ver que en nuestra
poblacion analizada tanto controles como pacientes presentan unos perfiles
genéticos en proporciones muy similares (Tabla 3), lo que significaria que esta
region no seria informativa para usar como biomarcador en nuestra poblacién.

Segun la informacion registrada en Hapmap [23] pese al existir poblaciones
proximas geograficamente a la estudiada en este trabajo, como es el caso de
Italia y poblacion europea descendiente, sin embargo difieren respecto a los

resultados obtenidos. En nuestra poblacion existe una presencia de genotipos
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AA mientras que se encuentran ausentes en las dos poblaciones mencionadas
anteriormente (Figura 4). Con respecto al resto de poblaciones analizadas en
esta base de datos, si existe una presencia de todas las variantes posibles en la
region rs918. Estudios realizados por Hsing, A.W. et al. en 86 muestras de la
poblacion de China (Shanghai) describen el cambio nucleotidico de G por A
caracteristico de este SNP. En concreto, el alelo A presenta una frecuencia de
un 20% en esta poblacidén [24]. Si comprobamos este dato de Hsing con lo que
se observa en la Figura 4 el alelo A presenta una frecuencia mas elevada en
regiones asiaticas como Tokyo y Beijin; al igual que en regiones africanas como

Kenya.

rs918

Maasaiin Kinyawa, Kenya

Luhyain Webuye, Kenya

African ancestry in Southwest USA
Yoruba in Ibadan, Nigeria

Gujarati Indians in Houston
Japanese in Tokyo

. . . HAA
Chinese in Metropolitan Denver
Han Chinese in Beijin

Han Chinese mGG

N&W European ancestry
Toscany in Italy
Controles

Pacientes

I
I ——
I ——
I
I ——
I
I —— BAG
I ——
I
I ——
I
I ——
]

60 01 G2 03 04 05 06 0,7 08 0SS 10

Figura 4: Representacion genotipos en la region rs918 en varias poblaciones

Al analizar individualmente la relacion estadistica entre este marcador y
las variables clinicas, observamos que existe una relacion estadisticamente
significativa entre el valor clinico PSA y el SNP rs918, en concreto la mayor
parte de las variables clinicas mas agresivas alcanzan porcentajes mas elevados
en el genotipo GG (Tabla 4). En contraposicién escasa (0,5%) e incluso nula
aparicién de casos de individuos con genotipo AA, se presenta en parametros
clinicos considerados de agresividad como son valores de PSA mayores de 20

ng/mL, estadio D y bajos porcentajes en escala Gleason 8-10.
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Tabla 5. Resultados estadisticos de la variante rs918 para la cohorte pacientes obtenidos por el

programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante G/G Variante G/A Variante A/A P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 29-30.6-12.8% 7-5.5-3.1% 2-1.8-0.9%
Edad 56-60 95-88.7-41.9% 10-16.0-4.4% 5-5.3-2.2% 0.395
Edad 61-65 49-53.2-21.6% 13-9.6-5.7% 4-3.2-1.8%
Edad > 65 10-10.5-4.4% 3-1.9-1.3% 0-0.6-0.0%
ESTADIO
A 9-7.2-4.0% 0-1.3-0.0% 0-0.4-0.0%
B 115-115.0-51.1% 19-21-8.4% 9-7.0-4.0% 0.478
C 37-39.4-16.4% 10-7.2-4.4% 2-2.4-0.9%
D 20-19.3-8.9% 4-3.5-1.8% 0-1.2-0.0%
PSA
< 4.0 0-0.8-0.0% 0-0.2-0.0% 1-0.0-0.5%
4.1-10 81-79.4-38.8% 14-15.8-6.7% 5-4.8-2.4%
10.1-20 50-50.8-23.9% 10-10.1-4.8% 4-3.1-1.9% g
>20 33-33.4-15.8% 9-6.6-4.3% 0-2.0-0.0%
>1000 2-1.6-1.0% 0-0.3-0.0% 0-0.1-0.0%
ESCALA GLEASON
2-6 115-117.9-51.8% 24-21.9-10.8% 8-7.3-3.6%
7 43-38.5-19.4% 3-7.1-1.4% 2-2.4-0.9% 0.339
8-10 20-21.6-9.0% 6-4.0-2.7% 1-1.3-0.5%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs918.

e 151904577

Con un valor p de < 0.001, se observa que las diferencias entre controles y
pacientes en la region rs1904577 son estadisticamente significativas.

Si hacemos una comparativa de este SNP a nivel poblacional (Figura 5),
podemos observar que en este caso existe una mayor heterogeneidad en la
poblaciéon, no pudiendo asemejarse claramente el patrén obtenido en nuestro
grupo poblacional con el de otras poblaciones. Estudios de andlisis realizados en
los genes RNASEL, MSR1 y ELAC2 por Beuten et al., demostraron que en el gen
MSR1 existia un haplotipo predominante G-A-C-G-C-G para los SNPs rs918-
rs1904577-rs2127565-rs12718376-rs3747531-rs351572 respectivamente. Esto
significaba un aumento del riesgo a padecer cancer de préostata en poblaciones
caucasicas confirmado estadisticamente por los siguientes datos (OR, 1.58;
95% Cl, 1.23-2.04; p= 4.02 x 10™*) [12]. En el caso de este SNP, los estudios

de Beuten confirman lo que hemos obtenido nosotros en este analisis.
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Maasaiin Kinyawa, Kenya
Luhyain Webuye, Kenya

Yoruba in Ibadan, Nigeria

African ancestry in Southwest USA
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Figura 5: Representacién genotipos en la regién rs1904577 en varias poblaciones.

En el caso del SNP rs1904577 estadisticamente no se validan ninguno de

los parametros clinicos analizados. Sin embargo, de igual forma que en casos

anteriores existe un patron

de distribucion de los genotipos en la poblacion. Asi,

el genotipo AA se corresponde con porcenjes mas elevados en las edades mas

bajas y los paramétros clinicos més criticos como son estadio C y D, PSA por

encima de 10 ng/mL y Gleason mayor de 7. El genotipo homocigoto GG se

corresponde en este caso con unas caracteristicas clinicas menos agresivas con

porcentajes practicamente

ng/mL y Gleason 8-10.

inexistentes de estadios C y D, PSA mayor de 20

La variante heterocigota se encuentra en unas

caracteristicas intermedias de las dos descritas anteriormente (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados estadisticos de la variante rs1904577 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante AZ/A Variante G/A Variante G/G P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 29-27.9-12.8% 5-7.1-2.2% 4-3.0-1.8%
Edad 56-60 83-80.1-36.7% 19-20.3-8.4% 7-8.7-3.1% 0.779
Edad 61-65 46-48.5-20.4% 14-12.3-6.2% 6-5.3-2.7%
Edad > 65 8-9.5-3.5% 4-2.4-1.8% 1-1.0-0.4%
ESTADIO
A 7-6.6-3.1% 2-1.6-0.9% 0-0.7-0.0%
B 100-104.6-44.6% 28-26.0-12.5%  14-11.4-6.3% 0.728
C 40-36.1-17.9% 7-9.0-3.1% 2-3.9-0.9%
D 18-17.7-8.0% 4-4.4-1.8% 2-1.9-0.9%
PSA
<4.0 1-0.7-0.0% 0-0.2-0.0% 0-0.1-0.0%
4.1-10 69-72.6-33.2% 23-18.8-11.1% 8-8.7-3.8%
10.1-20 45-45.7-21.6% 11-11.8-5.3% 7-5.5-3.4% L
>20 35-30.5-16.8% 4-7.9-1.9% 3-3.6-1.4%
>1000 1-1.5-0.5% 1-0.4-0.0% 0-0.2-0.0%
ESCALA GLEASON
2-6 108-106.4-48.9% 27-27.7-12.2%  11-11.9-5.0%
7 32-35.0-14.5% 10-9.1-4.5% 6-3.9-2.7% 0.678
8-10 21-19.7-9.5% 5-5.1-2.3% 1-2.2-0.5%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs1904577.

o 1S21277565 Yy rs3747531

Para las regiones rs21277565 y rs3747531 se han obtenido valores
estadisticamente no significativos con p-valor de 0.760 y 0.059 en el estadistico
de Chi® respectivamente. Como vemos, en la regién rs3747531 se encuentra
muy préximo a la significatividad.

De forma analoga como hemos realizado anteriormente, si comparamos los
resultados obtenidos con los de otras poblaciones mundiales, podemos observar
las grandes diferencias en estas regiones. En el rs21277565, existe un patrén
genotipico muy diferente entre la poblacion espafiola analizada y poblaciones
de Nigeria. En esta Ultima poblacion, vemos que no existe practicamente
presencia de GG mientras que éste es mayoritario en nuestra poblacion (Figura
6). Estudios realizados por Beuten et al.,, destacan al genotipo AA como

asociado a un aumento de riesgo en poblaciones caucasicas [12].
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Con respecto a la region rs3747531, poblacionalmente también se marcan
diferencias importantes como es la ausencia de genotipos CC en poblaciones de
Nigeria, hispanicos y descendientes del Norte y Oeste de Europa. Poblaciones
del Norte de América presentan predominantemente el genotipo heterociogoto
CG,mostrando por tanto un patrén muy diferente del habitual en el resto del
mundo (Figuras 6 y 7). Segun los estudios de Beuten et al, desarrollados en
poblaciones caucasicas destacan al genotipo CC como el de alto riesgo a

padecer cancer de préstata en estas poblaciones [12].

rs3747531

Yoruba in Ibadan, Nigeria
Japanese in Tokyo

Han Chinese

Hispanic heritage

North America

N&W European ancestry
Controles

Pacientes

mCC mCG mGG

rs2127565

Yoruba in Ihadan, Nigeria
Japanese in Tokyo

Han Chinese |Ccc
N&W European ancestry mCcG
Con_troles BGG

Pacientes

Figuras 6 y 7: Representacion genotipos en las regiones rs21277565 y rs3747531 en varias

poblaciones.

Con respecto a los SNPs rs2127565 y rs3747531, sélo es estadisticamente
significativo el parametro PSA con el SNP rs2127565. Sin embargo, en ambos
casos, la variante GG alcanza un mayor porcentaje en las variantes mas
agresivas con respecto a la heterocigotica CG y homocigética CC (Tabla 7 y 8).

Estudios como los realizados por Wang, L. [25], al igual que en nuestro estudio,
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no encuentran diferencias estadisticas significativas entre los pacientes y

ninguna caracteristica clinica para el SNP rs3747531.

Tabla 7. Resultados estadisticos de la variante rs2127565 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante G/G Variante G/C Variante C/C P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 21-25.0-9.2% 8-7.5-3.5% 8-4.5-3.5%
Edad 56-60 82-75.6-36.0%  21-22.6-9.2% 9-13.8-3.9% 0.295
Edad 61-65 44-44.6-19.3%  14-13.3-6.1% 8-8.1-3.5%
Edad > 65 7-8.8-3.1% 3-2.6-1.3% 3-1.6-1.3%
ESTADIO
A 6-6.1-2.7% 1-1.8-0.4% 2-1.1-0.9%
B 95-98.2-42.0%  34-29.5-15.0% 16-17.3-7.1% 0.469
C 36-32.5-15.9% 8-9.8-3.5% 4-5.7-1.8%
D 16-16.2-7.1% 3-4.9-1.3% 5-2.9-2.2%
PSA
<4.0 1-0.7-0.0% 0-0.2-0.0% 0-0.1-0.0%
4.1-10 63-68.3-30.0%  24-20.7-11.4% 14-12.0-6.7%
10.1-20 43-43.3-20.5% 15-13.1-7.1% 6-7.6-2.9% 0.005
>20 35-28.4-16.7% 4-8.6-1.9% 3-5.0-1.4%
>1000 0-1.4-0.0% 0-0.4-0.0% 2-0.2-1.0%
ESCALA GLEASON
2-6 98-100.2-43.9% 30-30.5-13.5% 20-17.3-9.0%
7 31-32.5-13.9% 13-9.9-5.8% 4-5.6-1.8% 0.316
8-10 22-18.3-9.9% 3-5.6-1.3% 2-3.1-0.9%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs2127565.

Tabla 8. Resultados estadisticos de la variante rs3747531 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante G/G  Variante G/C Variante C/C P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 30-32.9-41.3% 4-2.4-1.8% 4-2.7-1.8%
Edad 56-60 93-93.6-41.3% 8-6.7-3.6% 7-7.7-3.1% 0.484
Edad 61-65 59-57.2-26.2% 2-4.1-0.9% 5-4.7-2.2%
Edad > 65 13-11.3-5.8% 0-0.8-0.0% 0-0.9-0.0%
ESTADIO
A 6-7.8-2.7% 1-0.6-0.4% 2-0.6-0.9%
B 124-122.0-55.6%  8-8.9-3.6% 9-10.1-4.0% 0.623
C 42-42.4-18.8% 4-3.1-1.8% 3-3.5-1.3%
D 21-20.8-9.4% 1-1.5-0.4% 2-1.7-0.9%
PSA 0.990
<4.0 1-0.9-0.0% 0-0.1-0.0% 0-0.1-0.0%
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4.1-10 87-86.1-42.0% 5-6.2-2.4% 7-6.7-3.4%
10.1-20 56-55.7-27.1% 4-4.0-1.9% 4-4.3-1.9%
>20 34-35.7-16.4% 4-2.6-1.9% 3-2.8-1.4%
>1000 2-1.7-1.0% 0-0.1-0.0% 0-0.1-0.0%
ESCALA GLEASON
2-6 126-125.9-57.3% 8-9.2-3.6% 11-9.9-5.0%
7 41-41.7-18.6% 4-3.1-1.8% 3-3.3-1.4% 0.901
8-10 24-23.4-10.9% 2-1.7-0.9% 1-1.8-0.5%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs3747531.

Una representacion esqueméatica de los pardmetros clinicos dentro de
pacientes en las variantes del gen MSR1 se corresponderia con lo representado

en la Tabla 9.

Tabla 9. Resumen de las variantes de MSR1 y los p-valores con las caracteristicas clinicas

analizadas.
Escala
Pacientes Edad PSA Estadio Gleason
rsl12718376 0.920 0.545 0.435 0.248
rs918 0.395 0.002 0.478 0.339
rs1904577 0.779 0.634 0.728 0.678
rs2127565 0.295 0.005 0.469 0.316
rs3747531 0.484 0.990 0.623 0.901

Se ha realizado también un andlisis de los diferentes haplotipos encontrados
que puedan tener un mayor riesgo segun las caracteristicas clinicas analizadas.
De esta forma, los individuos con haplotipo CT-GG-AA-GG-GG, en
rs12718376-rs918-rs1904577-rs2127565-rs3747531 respectivamente;
muestran diferencias estadisticamente significativas en la escala de Gleason
(p=0.022), 35% con valores de 7. Los individuos CC-GG-GA-GC-GG,
(rs12718376- rs918- rs1904577- rs2127565- rs3747531) presentan

diferencias estadisticamente significativas en la escala de PSA (p= 0. 018).
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3.2. GEN ELAC2

De igual forma, como se ha realizado en la region de MSR1, vamos a
analizar gréafica y estadisticamente las variaciones en las distintas regiones de
ELAC2. En todos los marcadores analizados se encuentran diferencias

estadisticamente significativas entre pacientes y controles (Tabla 10).

Tabla 10. Representacién de las mutaciones analizadas en el gen ELAC2 en controles y

pacientes.
Mutacion Genotipos y porcentajes Genotipos y porcentajes p-value
PACIENTES CONTROLES
44.7% AA 63.5% AA
rs11545302 > 0
Thr520Thr 45.5% AG 33.8% AG 0.012
9.80% GG 2.70% GG
rs17552022 5.20% CC 2.90% CC
Thre31Thr 29.2% CT 12.9% CT 0.009
65.7% TT 84.3% TT
0.90% AA 0.0% AA
rs5030739
AlaS41Thr 26.6% AG 65.4% AG <0.001
72.5% GG 34.6% GG
4792311 12.0% AA 4.30% AA
Ser217Leu 41.3% AG 30.4% AG 0.027
46.7% GG 65.2% GG

e 1511545302

Beuten et al., asocian este SNP como uno de los que poseen un mayor
riesgo al cancer de préstata en poblaciones caucasicas confirmado con los
siguientes datos estadisticos (OR, 2.19; 95% CI, 1.25-3.82; p = 0.006) [12].

A nivel poblacional, no existen muchos estudios registrados. Al comparar
nuestros datos con la poblacion norte americana se encuentran pardmetros
similares de distribuciéon de los distintos genotipos en los pacientes en la

poblacion espafiola (Figura 8).

rs11545302

North America
Controles

Pacientes

mAA BmAG mGG

Figura 8: Representacion de los genotipos en la region rs11545302 con la poblacion norte

americana.
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Al analizar los parametros clinicos en este SNP comprobamos que
estadisticamente ningan parametro clinico cumple el requisito de p inferior a
0.05. Sin embargo, el mayor porcentaje de individuos con los parametros
clinicos (estadio, PSA y Gleason) mas avanzados, se encuentran en el genotipo
GA. El genotipo GG, parece que confiere un menor riesgo ya que existen
porcentajes bajos o practicamente inexistentes en los estadios C y D, PSA > 20
ng/mL y Gleason 8-10 (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados estadisticos de la variante rs11545302 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante AZ/A Variante G/A  Variante G/G P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD
Edad < 55 16-17.1-7.0% 19-17.4-8.4% 3-3.5-1.3%
Edad 56-60 50-49.4-22.0%  48-50.4-21.1% 12-10.2-5.3% 0.961
Edad 61-65 29-29.7-12.8% 32-30.2-14.1% 5-6.1-2.2%
Edad > 65 7-5.8-3.1% 5-6.0-2.2% 1-1.2-0.4%
ESTADIO
A 5-4.0-2.2% 4-4.2-1.8% 0-0.8-6.2%
B 65-63.6-28.9%  64-66.1-28.4% 14-13.3-4.0% 0.324
C 21-21.8-9.3% 26-22.6-11.6% 2-4.6-0.9%
D 9-10.7-4.0% 10-11.1-4.4% 5-2.2-2.2%
PSA
<4.0 0-0.4-0.0% 1-0.5-0.5% 0-0.1-0.0%
4.1-10 43-44.0-20.6%  44-46.9-21.1% 13-9.1-6.2%
10.1-20 31-28.2-14.8%  29-30.0-13.9% 4-5.8-1.9% 0.687
=20 17-18.5-8.1% 23-19.7-11.0% 2-3.8-1.0%
>1000 1-0.9-0.5% 1-0.9-0.5% 0-0.2-0.0%
ESCALA GLEASON
2.6 67-65.6-30.2% 69-68.2-31.1% 11-13.2-5.0%
7 25-21.4-11.3% 18-22.3-8.1% 5-4.3-2.3% 0.197
8-10 7-12.0-3.2% 16-12.5-7.2% 4-2.4-1.8%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs11545302.

e 1517552022

Estudios realizados por Y.C.Chen et al. han demostrado en poblaciones
caucasicas un cambio nucleotidico de T a C [5], por lo que el alelo T se
considera como wildtype y el C alelo mutado. Estos estudios no encuentran
resultados estadisticamente significativos con un p-valor de 0.36 en controles y

de 0.21 en pacientes. En la poblacion espafola analizada existe un mayor
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porcentaje de homocigotos TT por lo que coincide con lo expuesto por los

trabajos de Chen et al, y existe un p-valor de 0.009 entre controles y pacientes.

rs17552022
Yoruba in Ibadan, Nigeria | : : : : : : : : :
Gujarati Indians in Houston * ‘ ‘ l ‘ l ‘ l l
Japanese in Tokyo | ‘ ‘ l ‘ l ‘ l l
Chinese in Metropolitan Denver _l l ‘ ‘ l ‘ l ‘ l l
Han Chinese | l | | l | l | l l
N&W European ancestry | ‘ l ‘ l ‘ l l
Toscany in Italy | | | | | | |
Controles ‘ : : : : : :
Pacientes ‘ ; ; ; ; ; ; ; ; ;
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
BCC mCT BTT

Figura 9: Representacién de los genotipos en la region rs17552022 pacientes/controles y

comparacion genotipica con otras poblaciones.

A nivel poblacional, como observamos en la Figura 9, existe una gran
diversidad genética en esta variante. En regiones como Nigeria ,Tokyo y China
(concretamente en el grupo étnico Han) sblo se describe la presencia de
genotipos TT. En otras poblaciones localizadas en regiones como lItalia,Denver
y poblaciones con ancestros europeos, sélo existe la presencia de los genotipos
CT y TT. Sin embargo en la poblaciébn espafiola que estamos analizando
encontramos la presencia de los tres genotipos posibles para esta variante
como son CC,CTy TT.

Al analizar estadisticamente las caracteristicas clinicas en el SNP
rs17552022, no se aceptan como significativos ninguno de los pardmetros
estudiados. De igual forma que se ha hecho anteriormente, comprobamos el
patrén de dsitribucion poblacional en cada uno de los rangos clinicos. De este
modo, se comprueba que un mayor porcentaje de la cohorte de pacientes con
genotipo TT se acumulan en parametros como estadio C y D; valores de PSA
por encima de 4 ng/mL y escala de Gleason mayor de 7. De igual manera, los
individuos de menor edad estan concentrados en esta variante genética lo que

implica que aparece en edades mas tempranas y con unas caracteristicas
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clinicas mas agresivas. En contraposicion, individuos homocigotos CC no poseen
practicamente presencia poblacional (0.9,0.5 y 1.4 % respectivamente) en
caracteristicas clinicas como estadio D, PSA por encima de 20 ng/mL y escala
de Gleason por encima de 7 (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados estadisticos de la variante rs17552022 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante T/T Variante C/T  Variante C/C P-valor

FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %

EDAD 0.275
Edad < 55 28-25.8-12.3% 8-10.5-3.5% 2-1.7-0.9%
Edad 56-60 73-74.6-32.2%  29-30.5-12.8% 8-4.8-3.5%
Edad 61-65 45-44.8-19.8% 21-18.3-9.3% 0-2.9-0.0%
Edad > 65 8-8.8-3.5% 5-3.6-2.2% 0-0.6-0.0%

ESTADIO 0.780
A 6-6.1-2.7% 2-2.5-0.9% 1-0.4-0.4%
B 97-96.6-43.1%  42-40.0-18.7% 4-6.4-1.8%
C 33-33.1-14.7% 13-13.7-5.8% 3-2.2-1.3%
D 16-16.2-7.1% 6-6.7-2.7% 2-1.1-0.9%

PSA 0.483
<4.0 1-0.7-0.5% 0-0.3-0.0% 0-0.0-0.0%
4.1-10 62-67.9-29.7%  33-28.2-15.8% 5-3.8-2.4%
10.1-20 51-43.5-24.4% 11-18.1-5.3% 2-2.4-1.0%
>20 27-28.5-12.9% 14-11.9-6.7% 1-1.6-0.5%
>1000 1-1.4-0.5% 1-0.6-0.5% 0-0.1-0.0%

ESCALA GLEASON 0.277
2-6 98-100.0-44.1% 44- 41.1-19.8% 5-6.0-2.3%
7 36-32.6-16.2% 11-13.4-5.0% 1-1.9-0.5%
8-10 17-18.4-7.7% 7-7.5-3.2% 3-1.1-1.4%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs17552022.

e rs5030739

En este SNP también denominado como Asp541Thr (A541T) observamos
gue en controles sélo se presentan los genotipos AG y GG, mientras que en
pacientes aparece una baja proporcion de genotipo AA. Estudios realizados por
Robbins et al. en poblaciones de afroamericanos no han conseguido obtener
resultados estadisticamente significativos [26]. Robbins et al., indican que en la
variante A541T el genotipo GA se presenta con una frecuencia menor al 1%
tanto en controles como en pacientes, lo que no permite establecer escalas de

riesgo claras en esta poblacion. Segun los analisis de Xu et al., el alelo Thr541
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del gen ELAC2 se asocia con un riesgo elevado de cancer de proOstata si se
compara con el alelo Ala541 (OR=1.22, 95% CI: 1.00-0.48, p=0.131) [10].

El estudio de Robbins et al,esta desarrollado en poblaciones afroamericanas de
243 pacientes y 296 controles. En la cohorte de pacientes se destacan datos de
cancer familiar en el que todos presentan genotipo GG. En el caso de cancer de
préostata esporadico un 98.7% de los casos presentan genotipo GG, y el resto
genotipo GA. Estos ultimos porcentajes son muy similares a los descritos en
controles [26]. Con respecto a nuetra poblacion, el genotipo GG es también el
predominante y existe menor porcentaje de genotipo GA (26.6% en pacientes y
65.4% en controles) pero elevado si lo comparamos con los resultados de
Robbins et al en poblaciones afroamericanas. Segun los datos obtenidos de
Hapmap en poblaciones de Norte América, siguen un patron muy similar de
dsitribucion al obtenido por Robbins et al. en poblaciones afroamericanas
(Figura 10). Xu et al., realizan sus analisis en poblaciones caucasicas y
asiaticas, encontrando un elevado riesgo entre las poblaciones asiaticas, en
este marcador al compararse con la otras poblaciones analizadas (caucasicos y
africanos) estadisticamente demostrado con los siguientes datos (OR=4.44,
95% Cl: 1.84-10.69, p=0.941) [10].

rs5030739

North America

Controles

Pacientes

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0

B AA BAG HGG

Figura 10: Representacion poblacional de la variante rs5030739.

En el caso del SNP rs5030739 se acepta como estadisticamente
significativo el pardmetro edad con las variables genéticas analizadas (Tabla
13). En concreto, los individuos GG poseen un mayor porcentaje de pacientes
con edades por debajo de 55 y en el rango de 56-60 afos. De igual modo, los
individuos con este genotipo, poseen un porcentaje mas elevado de la cohorte

pacientes en estadios C y D, en valores de PSA por encima de 4 ng/mL y escala
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Gleason por encima de 7. En contraposicion, el genotipo AA se encuentra

practicamente inexistente en los pacientes de este analisis.

Tabla 13. Resultados estadisticos de la variante rs5030739 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante G/G Variante G/A Variante A/A P-valor

FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %

EDAD 0.033
Edad < 55 31- 27.6- 13.7% 7-10.0-3.1% 0-0.3-0.0%
Edad 56-60 86- 80.0- 37.9%  23-29.1-10.1%  1-1.0-0.4%
Edad 61-65 43- 48.0- 18.9% 22-17.4-9.7%  1-0.6-0.4%
Edad > 65 5-9.4-2.2% 8-3.4-3.5% 0-0.1-0.0%

ESTADIO 0.966
A 6-6.6-2.7% 3-2.4-1.3% 0-0.1-0.0%
B 104-104.2-46.2% 38-37.5-16.9% 1-1.3-0.4%
C 36-35.7-16.0% 12-12.8-5.3% 1-0.4-0.4%
D 18-17.5-8.0% 6-6.3-2.7% 0-0.2-0.0%

PSA 0.918
<4.0 1-0.7-0.5% 0-0.3-0.0% 0-0.0-0.0%
4.1-10 71-71.3-34.0% 27-27.8-12.9% 2-1.0-1.0%
10.1-20 45-45.6-21.5% 19-17.8-9.1% 0-0.6-0.0%
>20 31-29.9-14.8% 11-11.7-5.3% 0-0.4-0.0%
=1000 1-1.4-0.5% 1-0.6-0.5% 0-0.0-0.0%

ESCALA GLEASON 0.312
2.6 106-106.6-47.7%  41-39.1-18.5% 0-1.3-0.0%
7 35-34.8-15.8% 12-12.8-5.4% 1-0.4-0.5%
8-10 20-19.6-9.0% 6-7.2-2.7% 1-0.2-0.5%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs5030739.

e 1s4792311

Nombrado también como Ser217Leu o (S217L), esta considerado como una
de las de mayor riesgo de cancer de prostata. De hecho, el alelo 217L segun los
estudios de Robbins,C.M. et al. se caracteriza como asociado a un alto riesgo
con el cancer de préstata en poblaciones afroamericanas con una evidencia
estadistica (OR=1.6; 1.0-2.6; p=0.03) [26]. Posteriores estudios realizados por
Xu et al. [10], corroboran estos datos, asignando al alelo Leu217 (217L) un
riesgo elevado en cancer de prostata al compararse con el alelo Ser217.
Los porcentajes en los que aparecen los distintos genotipos en la poblacion
analizada por Robbins son similares a los de nuestra poblacion. De esta forma
el genotipo AA aparece en una proporcion menor (12% en pacientes frente al

4.3% en controles) que el genotipo homocigoto GG (46,7% en pacientes frente
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al 65.2% en controles) y en una posicion intermedia el genotipo AG (41.3% en
pacientes frente al 30.4% en controles) tanto en la poblacion espafiola de este
estudio como en la afroamericana analizada por Robbins ( 2.5% vs 5.1% en
AA; 56.8% vs 61.5% en GG y 40.7% vs 33.4%. — pacientes vs controles).

rs4792311

Maasaiin Kinyawa, Kenya
Luhyain Webuye, Kenya

Yoruba in Ibadan, Nigeria

African ancestry in Southwest USA

Mexican ancestry in LA

Gujarati Indians in Houston
Japanesein Tokyo

Chinese in Metropolitan Denver
Han Chinese in Beijin

Han Chinese

N&W European ancestry
Toscany in Italy
Controles

Pacientes

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

HAA BAG HGG

Figura 11: Representacién poblacional de la variante rs4792611.

Poblacionalmente, como se observa en la Figura 11, la distribucion de los
perfiles genéticos de la poblacion espafiola analizada son similares a
poblaciones geograficamente proximas como son la Toscana Italiana, y
ancestros europeos. Sin embargo, un perfil similar también aparece en
poblaciones mas alejadas como Kenya. Cabe sefalar, que en regiones asiaticas
como son Tokyo y otras regiones de China so6lo se presentan las variantes GG y
AG, desapareciendo totalmente la presencia de genotipos AA. Ademas, estas
regiones presentan un patron similar de distribucién correpondiendo con una
pequefia presencia de genotipos AG siendo practicamente mayoritarios la
presencia de genotipos GG. Segun estudios realizados por Xu et al., tanto en
poblaciones asiaticas como en las europeas el polimorfismo Ser2l17Leu se
asocia con un riesgo elevado con casos de cancer de préstata, tanto esporadico
como familiar [10].

Al comparar las caracteristicas clinicas, el parametro PSA se encuentra

estadisticamente proximo a la significatividad (0.064) (Tabla 14). En este caso
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aungue el genotipo GG presenta un porcentaje mas elevado de presencia en

estas y otras caracteristicas clinicas mas agresivas, el genotipo GA se encuentra

con porcentajes muy similares a GG. Sin embargo el genotipo AA presenta un

bajo porcentaje de presencia en pacientes y los porcentajes mas elevados se

encuentran en estadio B, PSA de 4.1-10 ng/mL y escala Gleason 2-6. Estudios

realizados en la poblacion de Australia por Severi G. et al.,, no consiguen

encontrar ninguna asociacion estadisticamente significativa entre PSA y los

SNPs rs4792311 y rs5030739 [27].

Tabla 14. Resultados estadisticos de la variante rs4792311 para la cohorte pacientes obtenidos

por el programa SPSS v.15.0.

Parametros Variante G/G Variante G/A Variante A/A P-valor
FO-FE - % FO-FE- % FO-FE- %
EDAD 0.976
Edad < 55 17-18.1-7.5% 17-15.7-7.5% 4-4.2-1.8%
Edad 56-60 53-52.3-23.3%  43-45.6-18.9% 14-12.1-6.2%
Edad 61-65 31-31.4-13.7% 29-27.3-12.8% 6-7.3-2.6%
Edad > 65 7-6.2-3.1% 5-5.4-2.2% 1-1.4-0.4%
ESTADIO 0.309
A 5-4.2-2.2% 4-3.8-1.8% 0-1.0-0.0%
B 67-67.4-29.8% 60-59.7-26.7%  16-15.9-7.1%
C 24-23.1-10.7%  22-20.5-9.8% 3-5.4-1.3%
D 10-11.3-4.4% 8-10.0-3.6% 6-2.7-2.7%
PSA 0.064
<4.0 0-0.5-0.0% 0-0.4-0.0% 1-0.1-0.5%
4.1-10 44-46.4-21.1%  41-42.6-19.6%  15-11.0-7.2%
10.1-20 33-29.7-15.8%  27-27.3-12.9% 4-7.0-1.9%
>20 20-19.5-9.6% 19-17.9-9.1% 3-4.6-1.4%
>1000 0-0.9-0.0% 2-0.9-1.0% 0-0.2-0.0%
ESCALA GLEASON 0.262
2-6 69-70.2-31.1% 63- 60.9-28.4%  15-15.9-6.8%
7 28-22.9-12.6%  16-19.9-7.2% 4-5.2-1.8%
8-10 9-12.9-4.1% 13- 11.2-5.9% 5-2.9-2.3%

FO: Frecuencia Observada; FE: Frecuencia Esperada; %: % de rs4792311.

e Comparacion de parametros clinicos en las variantes de ELAC2

Al analizar estadisticamente los datos clinicos en esta region encontramos

una distribucion de los pacientes de la siguiente forma (Tabla 15).
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Tabla 15. Resumen de los estadisticos descriptivos (p-valor clinica) en los pacientes.

Variantes Escala
ELAC2 Edad PSA Estadio Gleason
rs11545302 0.961 0.687 0.324 0.197
rs17552022 0.275 0.483 0.780 0.277
rs5030739 0.033 0.918 0.966 0.312
rs4792311 0.976 0.064 0.309 0.262
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4. CONCLUSIONES

Uno de los principales objetivos de esta tesis es poder conseguir un
biomarcador mediante el desarrollo de técnicas no invasivas que permitan una
deteccion temprana del cancer. El éxito de un buen biomarcador radicaria no
solo en la calidad de vida de pacientes sino en el redisefio de técnicas de
screening y deteccion. Si bien, tenemos que tener en cuenta que para poder
tener un marcador eficiente en el uso clinico se necesita una buena sensibilidad
y especificidad, por lo que es recomendable su eleccion en funcién de la
poblacion en la que se vaya a usar para tener mejores valores predictivos. Para
ello, hemos completado el andlisis en los genes MSR1 y ELAC2.

Dentro del gen MSR1 los porcentajes entre controles y pacientes son
practicamente similares los SNPs rs918 y rs21277565 analizados en este gen, y
por tanto seria poco informativo como biomarcador entre estas cohortes en
nuestra poblacion. Al realizar las comparaciones entre poblaciones, observamos
que en las regiones rs12718376 y rs21277565 se presentan parametros
genéticos similares entre los de nuestra poblacion y otras proximas como lItalia
y descendientes europeos. Sin embargo, diverge de otras poblaciones
geograficamente mas alejadas. Por otro lado, en regiones como rs918,
rs1904577 y rs3747531 no se presentan unos patrones genéticos similares con
grupos poblacionales como los descendientes europeos 0 regiones proximas
geograficamente.

Estudios realizados por Beuten et al. para los SNPs rs918-rs1904577-
rs2127565-rs12718376-rs3747531-rs351572 destacan a los haplotipos G-A-C-G-
C-G en MSR1 con un mayor riesgo de cancer de préstata en poblaciones
caucasicas [12]. En nuestro andlisis realizado de la poblacion andaluza,
destacamos que individualmente los genotipos CC, GG, AA, GG y GG se asocian
con caracteristicas clinicas mas agresivas (estadios C y D; Gleason mayores de
7 y valores de PSA por encima de 4.1 ng/mL) en los SNPs rs12718376, rs918,
rs1904577, rs2127565 y rs3747531, respectivamente. Del mismo modo, los
genotipos TT, AA y GG parecen concentrarse en los pacientes analizados en las

caracteristicas menos agresivas (estadios A y B, Gleason menores de 7 y
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valores de PSA por debajo de 4 ng/mL) en rs12718376, rs918 y rs1904577
respectivamente. De hecho, los estudios de Beuten [12] destacan a los SNPs
rs12718376 y rs3747531, entre otros, como significativamente asociados a
riesgo de cancer de proéstata en caucasicos. De hecho en este estudio citado,
encuentra tanto en pacientes como en controles un porcentaje de distribucién
genotipica similar al de nuestra poblacion (de mayor a menor porcentaje de
individuos) CC, TC y TT, pero en este caso, con diferencias estadisticamente
significativas entre ambas cohortes.

Con respecto al gen ELAC2, es estadisticamente significativo al
compararse entre controles y pacientes en todos los SNPs analizados. Al hacer
una comparacion poblacional, sélo la region rs4792311 presenta similitudes
genéticas con individuos de poblaciones cercanas como Italia. Si comparamos
con los estudios de Beuten et al [12], en el SNP rs5030739 se manifiestan
también patrones de distribuciobn genéticos similares entre nuestra poblacion
espafiola, la caucéasica y asiatica que este autor analiza. Sin embargo, en el
resto de regiones analizadas (rs11545302 y rs17552022) no se han encontrado
similtudes génicas con otras poblaciones.

Al analizar las variantes genéticas del gen ELAC2 con las caracteristicas
clinicas, observamos que los genotipos GA, TT, GG y GG en los SNPs
rs11545302, rs17552022, rs5030739 y rs4792311 respectivamente, se asocian
con los parametros clinicos mas agresivos. En contraposicion, los genotipos GG,
CC, AA 'y AA, en los SNPs rs11545302, rs17552022, rs5030739 y rs4792311
respectivamente, se asocian con unas caracteristicas clinicas menos agresivas.
Si comparamos con los resultados realizados por Beuten et al, en poblaciones
de afroamericanos los haplotipos que se asocian con un mayor riesgo de cancer
de prostata en el gen ELAC2 para los SNPs rs2072262-rs2523-rs11545302-
rs8077923-rs7218504, son los siguientes C-G-G-C-G, respectivamente[12].
Segun Xu et al., los polimorfismos Ser217Leu y Ala541Thr, se asocian a un
riesgo elevado en cancer de prostata [10]. De igual forma Tavtigian et
al.[6,28], y Vesprini et al.[15] descubrieron que la variante Ser2l17Leu se
localizaba en el segmento de la secuencia proteica de ELAC2 y que

sustituciones del residuo hidrofobico de Leucina podrian alterar la estructura



Capitulo 2

proteica. Con respecto a la variante Ala541Thr, se encuentra adyacente al
motivo de histidina lo que puede alterar la funcion proteica. Por lo que parece
evidente, segun los estudios previos que los alelos Leu217 y Thr541 quizas
disminuyan la expresion proteica, alterando la funcién de ELAC2. Asi también lo
confirman estudios de Beuten et al., en el que sujetos con los alelos Leu217 y
Thr541 se asocian con un riesgo de cancer de prostata mayor que aquellos que
portan el alelo wild-type [10]. En nuestro caso, no encontramos resultados
similares en el rs4792311, ya que los individuos GG (Ser217) son los que se

asocian con un mayor riesgo a cancer de proéstata.

142



143

Bibliografia

5. BIBLIOGRAFIA
[1] J. Simard, M. Dumont, D. Labuda, D. Sinnett, C. Meloche, M. El-Alfy, et al.,

Prostate cancer susceptibility genes: Lessons learned and challenges posed,
Endocr.Relat.Cancer. 10 (2003) 225-259.

[2] E.A. Ostrander, J.L. Stanford, Genetic of prostate cancer: too many loci, too
few genes. Am J Hum Genet. 67 (2000) 1367-1375.

[3] J.P. Heuvel-Vanden, G.H. Perdew, W.F. Greenlee, W.B. Mattes, Inhereted
susceptibility and prostate cancer risk. Low penetrance genes in prostate
cancer. Cellular and Molecular Toxicology. Elservier, Amsterdam, 2002, pp. 1-
534.

[4] H. Takaku, A. Minagawa, M. Takagi, a. et, A candidate prostate cancer
susceptibility gene encodes tRNA 3’ processing endoribonuclease. Nucleic Acids
Res. 31 (2003) 2272-2278.

[5] Y. Chen, E. Giovannucci, P. Kraft, D.J. Hunter, Sequence variants of elaC
homolog 2 (Escherichia coli) (ELAC2) gene and susceptibility to prostate cancer
in the Health Professionals Follow-Up. Carcinogenesis. 29(5) (2008) 999-1004.
[6] S.V. Tavtigian, J. Simard, D.H.F. Teng, V. Abtin, M. Baumgard, A. Beck, et
al., A candidate prostate cancer susceptibility gene at chromosome 17p. Nature
genetics. 27 (2001) X-X.

[7IN.J. Camp, S.V. Tavtigian. Meta-analysis of associations of the Ser217Leu
and Ala541Thr variants in ELAC2 (HPC2) and prostate cancer. Am J Hum Genet.
71 (2002) 1475-1478.

[8] L. Wang, S.K. McDonnell, D.A. Elkins, S.L. Slager, E. Christensen, A.F.
Marks, et al., Role of HPC2/ELAC2in Hereditary Prostate Cancer. Cancer
research. 61 (2001) 6494-6499.

[9] J. Simard, M. Dumont, P. Soucy, F. Labrie, Perspective: prostate cancer
susceptibility genes, Endocrinology. 143 (2002) 2029.

[10] B. Xu, N. Tong, J.M. Li, Z.D. Zhang, H.F. Wu, ELAC2 polymorphisms and
prostate cancer risk: a meta-analysis based on 18 case-control studies. Prostate
cancer and prostatic diseases. 13 (2010) 270-277.

[11] Perspective: Prostate Cancer Susceptibility Genes. Endocrinology. 143(6)
(2002) 2029-2040.



Capitulo 2

[12] J. Beuten, J.A.L. Gelfond, J.L. Franke, S. Shook, T.L. Johnson-Pais, |.M.
Thompson, et al., Single and multivariate associations of MSR1, ELAC2, and
RNASEL with prostate cancer in an ethnic diverse cohort of men, Cancer
Epidemiology Biomarkers and Prevention. 19 (2010) 588-599.

[13] A. Minagawa, H. Takaku, M. Takagi, M. Nashimoto, The missense
mutations in the candidate prostate cancer gene ELAC2 do not alter enzymatic
properties of its product, Cancer Lett. 222 (2005) 211-215.

[14] J.C. Meitz, S.M. Edwards, D.F. Easton, A. Murkin, A. Ardern-Jones, R.A.
Jackson, et al., HPC2/ELAC2 polymorphisms and prostate cancer risk: Analysis
by age of onset of disease, Br.J.Cancer. 87 (2002) 905-908.

[15] D. Vesprini, R.K. Nam, J. Trachtenberg, M.A.S. Jewett, S.V. Tavtigian, M.
Emami, et al.,, HPC2 Variants and Screen-Detected Prostate Cancer, The
American Journal of Human Genetics. 68 (2001) 912-917.

[16] L. Peiser, S. Gordon, The function of scavenger receptors expressed by
macrophages and their role in the regulation of inflammation.
Microbes and Infection. 3 (2) (2001) 149-159.

[17] Resumen de Inmunologia. Receptores Scavenger. 2011 (2011).

[18] J. Han, A.C. Nicholson, Lipoproteins modulate expression of the
macrophage scavenger receptor. , Am J Pathol. 152 (1998) 1647-1654.

[19] Macro6fagos receptor scavenger. 2011.

[20] J.D.P. Han, J. Hajjar, M. Tauras, A.C. Nicholson, Cellular cholesterol
regulates expression of the macrophage type B scavenger receptor, CD36.,
J.Lipid Res. 40 (1999) 830-838.

[21] J. Xu, S.L. Zheng, A. Komiya, J.C. Mychaleckyj, S.D. Isaacs, J.J. Hu, et al.,
Germline mutations and sequence variants of the macrophage scavenger
receptor 1 gene are associated with prostate cancer risk, Nat.Genet. 32 (2002)
321-325.

[22] F. Lindmark, B. Jonsson, A. Bergh, P. Stattin, S.L. Zheng, D.A. Meyers, et
al., Analysis of the Macrophage Scavenger Receptor I Gene in Swedish
Hereditary and Sporadic Prostate Cancer, Prostate. 59 (2004) 132-140.

144



145

Bibliografia

[23] D.M. Altshuler, R.A. Gibbs, L. Peltonen, E. Dermitzakis, S.F. Schaffner, F.
Yu, et al., Integrating common and rare genetic variation in diverse human
populations, Nature. 467 (2010) 52.

[24] A.W. Hsing, L.C. Sakoda, J. Chen, A.P. Chokkalingam, I. Sesterhenn, Y.
Gao, et al., MSR1 variants and the risks of prostate cancer and benign prostatic
hyperplasia: A population-based study in China, Carcinogenesis. 28 (2007)
2530-2536.

[25] L. Wang, S.K. McDonnell, J. Cunningham, M.S. Hebbring, S.J. Jacobsen,
J.R. Cerhan, et al., No association of germline alteration of MSR1 with prostate
cancer risk. NATURE GENETICS. 35,2 (2003) 128-129.

[26] C.M. Robbins, W. Hernandez, C. Ahaghotu, J. Bennett, G. Hoke, T. Mason,
et al., Association of HPC2/ELAC2 and RNASEL non-synonymous variants with
prostate cancer risk in African American familial and sporadic cases, Prostate.
68 (2008) 1790-1797.

[27] G. Severi, G.G. Giles, M.C. Southey, A. Tesoriero, W. Tilley, H. Neufing, et
al., ELAC2/HPC2 polymorphisms, prostate-specific antigen levels, and prostate
cancer, J.Natl.Cancer Inst. 95 (2003) 818-824.

[28] N.J. Camp, S.V. Tavtigian, Meta-analysis of associations of the Ser217Leu
and Ala541Thr variants in ELAC2 (HPC2) and prostate cancer [1],
Am.J.Hum.Genet. 71 (2002) 1475-1478.



Capitulo 2

ANEXO

e INFORMACION DE LOS GENES ELAC2 Y MSR1
OBTENIDA DE GENECARDS

ELAC2:

e Nomenclaturas y descripcién:

A continuacién, se van a representar esquematicamente la informacion
para este gen obtenida de las bases de datos on-line genecards.

Tabla Al: Representacion de las siguientes nomenclaturas del gen ELAC2.
(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=ELAC?2)

Nomenclatura Descripcion
elaC homolog 2 (E. coli) elaC homolog 2 (E. coli)
HPC2 RNase Z 2
ElaC homolog protein 2 Heredity prostate cancer protein 2
Ribonuclease Z 2 ELAC2
tRNA 3 endonuclease 2 zinc phosphodiesterase ELAC protein 2

Tabla A2. Informacion de las distintas bases de datos para el gen ELAC2.

HGNC Entrez Ensembl OMIM UniProtkKB
Gene
14198 60528 ENSG00000006744 605367 Q9BQ52

e Informacion:

La proteina codificada por este gen tiene un dominio C-terminal con el
ARNt, con una actividad endorribonucleasa que cataliza la eliminacion de la
parte 3’ terminal del precursor de ARNst. Esta proteina también interacciona
con la proteina activada Smad 2 y su homologo nuclear de dominio H1l
(conocido también como FAST-1). Las mutaciones en este gen resultan en un
aumento de riesgo del cancer de préstata. Se han descrito multiples variantes
del transcrito que codifican para las distintas isoformas en este gen.

Segun su funcioén se podria definir como una fosfodiesterasa dependiente

de Zinc que juega una actividad endonucleasa en el extremo 3’ del ARNt, por lo
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que probablemente esté implicada en la maduracion del ARNt, por la
eliminacion de este extremo 3’ terminal.
= Informacion citogenética:

Localizado en el cromosoma 17 (17p11.2). Comienza en la 12.894.929
pares de bases (bp) y acaba en la 12.921.381 bp; por lo que cuenta con un
total de 26.453 bases.

= Informacion de la proteina:

La proteina codificada por este gen tiene varias nomenclaturas,
RNz2 HUMAN, Q9BQ52, pero normalmente se le conoce como proteina ELAC 2
fosfodiesterasa dependiente de Zinc. Posee un tamafio de 826 aminoacidos y
92219 Da. Como cofactor posee al Zinc y la localizacion subcelular nuclear.
Existen tres isoformas denominadas como Q9BQ52-1, Q9BQ52-2 , Q9BQ52-3.

MSR1:

e Nomenclaturas y descripcién:

A continuacién, se van a representar esquematicamente la informacién
para este gen obtenida de las bases de datos on-line genecards.

Tabla A3: Representacion de las siguientes nomenclaturas del gen MSR1.

Nomenclatura Descripciéon
Macrophage scavenger receptor 1 SR-A
SCARA1 Macrophage acetylated LDL receptor | and Il
CD204 scavenger receptor class A, member 1

Tabla A4. Informacion de las distintas bases de datos para el gen MSR1.

HGNC Entrez Gene Ensembl OMIM UniProtkB

7376 4481 ENSG00000038945 153622 P21757
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Informacién citogenética:

Localizado en el cromosoma 8p22. Comienza en la base 15.965.387 y

acaba en la 16.424.999 por lo que posee un tamafio total de 459.613 bases.

Informacién de la proteina:

Se le conoce como MSRE_HUMAN, P21757, pero mas comunmente como
receptor scavenger de macréfagos tipo 1 y 2. Con un tamafio de 451
amino&cidos y 49762 Da. Se encuentra formando un homotrimero y se localiza
en la membrana. Existen tres isoformas P21757-1, P21757-2 y P21757-3.
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ABSTRACT

It is known that mitochondrias have an important role in certain diseases,
like cancer (prostate, renal, breast or colorectal amongst others); but also they
are main organelles to energy metabolism, cell signalling, apoptosis, and
cellular homeostasis. These organelles have an important role in apoptosis and
production of reactive oxygen species but also, mtDNA reveals history of
populations and ancient human migration. Due to their high variability, they
have been used not only in anthropology sciences to evidence the migratory
movements of populations, but also to identity testing in criminal and missing
people cases in forensic field. These events and the variation in mitochondrial
genome are thought to be the causes of some cancers like prostate cancer, and
also help us to group individuals into common origin groups. The aim of the
present study is to analyze the different haplogroups and variations in sequence
in the mitochondrial genome of South European Caucasians affected (n=231)
and non-affected (n=100) by sporadic prostate cancer. No statistically
significant differences in the analysis of mitochondrial DNA were observed,
whereas some interesting mutations and differences between patients and

controls have been notated.
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1. INTRODUCCION

Cada célula contiene cientos de mitocondrias, y a su vez, cada una de ellas
tiene varias copias del genoma mitocondrial. EIl ADN mitocondrial (ADNmt) es
circular de doble cadena y estd compuesto aproximadamente por 1500 genes,
entre los que se incluyen ARNr 12S y 16S, ARNt y subunidades esenciales del
sistema OXPHOS. Este genoma mitocondrial puede dividirse principalmente en
dos regiones; la regién control y la codificante. La regién codificante esta
compuesta por 37 genes que actlan en la maquinaria de traduccion y como
enzimas de la via de la fosforilacion oxidativa [1-3]. La region control, o region
no codificante esta compuesta por dos zonas hipervariables (HV1 y HV2) y la
region D-loop que esta implicada en la replicacion del ADNmt y en la
transcripcion [4].

Una mutacion en cualquier parte del ADNmt de una célula genera la
aparicibn de una mezcla de genomas mutantes y genomas intactos (o
normales), fendmeno que se conoce como heteroplasmia. Tras varios procesos
de divisiones celulares, estos genomas pueden segregarse totalmente
consiguiéndose células mutantes y células homoplasmicas (o sin mutacién). Sin
embargo, no siempre las mutaciones van a generar fenbmenos patogénicos
(mutaciones deletéreas), sino que también pueden ser neutrales, o incluso
beneficiosas (produciendo fendmenos adaptativos) [5].

Por tanto, se tienden a realizar principalmente dos clasificaciones de las
mutaciones en el ADNmt: las mutaciones tumorigénicas y adaptativas. Mientras

que los mutantes tumorigénicos son una mutacion mas severa del tipo

inserciones, deleciones 0 mutaciones missense entre otras y causan
principalmente un aumento de ROS (especies reactivad de oxigeno) que
finalmente potencia la transformacion celular. En cambio, las mutaciones
adaptativas no son tan severas lo que permite que se puedan presentar en
diferentes poblaciones humanas y a lo largo de los afios o0 en patologias.

Este tipo de mutaciones podrian facilitar la adaptacion a diversas
condiciones ambientales como pueden ser entre otras la de soportar

condiciones de ROS més elevadas [5].
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La mayor parte de los cambios mutacionales somaticos en tumores, son
hotspots asociados a polimorfismos comunes en poblaciones humanas. Estas
variantes se suelen considerar como neutras en relacion a la funcion
mitocondrial y poseen pocas implicaciones severas en el desarrollo de tumores
[6].

Actualmente, se esta barajando cada vez con mayor fuerza que las distintas
variantes que generan la diversidad haplotipica mitocondrial generen una

influencia individual a la predisposicion para determinadas patologias.

1.1. ADN MITOCONDRIAL

Es el material genético especifico de las mitocondrias, que se encuentra en
el interior de las mismas en namero variable entre 1000 y 10.000 moléculas de
ADNmt por célula [7]. Las mitocondrias son organulos ovalados, de doble
membrana (externa e interna) que contienen la matriz mitocondrial.

El origen del ADNmt se ha explicado evolutivamente por la teoria
endosimbiotica (Lynn Margulis) [8]. Teoria que postula que una célula
procariota ancestral pierde inicialmente su pared, permitiéndole introducir por
fagocitosis a otras células procariotas mas pequefas especializadas en rutas
metabdlicas mas eficientes. De esta manera, la célula procariota ancestral
adquiere determinadas ventajas de supervivencia con respecto a otras. De la
asociacion de estas células con otras procariotas especializadas en oxidar la
materia organica a inorganica con el uso del oxigeno como aceptor de
electrones (proceso de respiracién celular), surgen las células eucariotas
animales. La pérdida de la pared permite que la membrana se invagine al
interior y se envuelvan regiones del citoplasma que contienen moléculas
especializadas en reacciones quimicas (enzimas) o bien que llevan informacién
genética (ADN). Asi se generan los organulos membranosos de células
eucariotas. Una prueba clara de este hecho son las mitocondrias, ya que son
organulos con doble membrana y con un ADN propio. Su ADN es muy parecido
al de las células procariotas, circular y con ribosomas 70S en su interior [9]. Sin

embargo, que tenga su material genético propio no significa que sea
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genéticamente autosuficiente, sino que gran parte de sus proteinas funcionales

y estructurales estan codificadas por genes del genoma nuclear.

Las grandes diferencias entre el genoma mitocondrial y el genoma nuclear,

les confieren una serie de propiedades muy dutiles en el ambito de la

investigacion tanto biomédica como en la evolucién molecular e identificacion

de individuos. Como principales caracteristicas sefialariamos:

Transmision uniparental (via materna), salvo por procesos de
mutacion todas las personas emparentadas via materna tienen igual
ADNmt [10]. Siendo uno de los rasgos que hace del genoma
mitocondrial una herramienta muy Uutil en casos de identificacion
humana, como para reconstrucciones de filogenias en poblaciones
humanas.

Presencia en alto numero de copias por individuo. Un individuo esta
formado por alrededor de unos millones de células y cada una de
ellas puede contener miles de copias de ADNmt.

Gran variedad de polimorfismos existentes.

Elevada tasa de mutacion. En concreto de 5-10 veces superior a la
del ADN nuclear y su consecuente tasa de fijacion (es decir que las
mutaciones que se producen, se conservan). Las principales causas
de este porcentaje elevado de tasa de mutacién, son el hecho de que
el ADNmt es muy sensible al dafio oxidativo producido por los
radicales libres liberados en la zona, ademas de que carece del efecto
protector de las histonas (proteinas que si estan presentes en el ADN
nuclear) y la baja fidelidad de la polimerasa del ADNmt junto con la
aparente carencia de mecanismos de reparacion (lo que favorece la
tasa de fijacion) [11]. Esta alta tasa de mutacion genera una alta

hipervariabilidad en la poblacion humana.

En determinadas ocasiones, como se dijo anteriormente el efecto de las

mutaciones puede traducirse en la presencia de heteroplasmias. Por lo que,

coexistirdn dos o mas poblaciones de ADNmt en una sola mitocondria

(intramitocondrial), en una sola célula (intracelular) o en un solo individuo

(intercelular) [12]. La heteroplasmia se genera por fenomenos de
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segregacion mitética (Figura 1), donde se producen las distintas
posibilidades de poblaciones mitocondriales (homoplasmia normal,

homoplasmia mutada y heteroplasmia).

Mitocondria
\

g o 0 ADNmt normal
ADNmt @—__

Figura 1: Heteroplasmia y segregacion mitética.

Podemos clasificarla en:

Heteroplasmia de secuencia: en una posicion determinada de la secuencia

del ADNmt hay mas de una base, por ejemplo la coexistencia de C/T (Figura
2).

WAV {\wf\/ \5’*\

T C TG c coT|:
| ,

| ' |
152 l4z 13z lzz 11z

Figura 2: Heteroplasmia de secuencia. Dentro de un recuadro, se observa la coexistencia de
C/G.

Heteroplasmia de longitud: la variacion en el nimero de bases existentes se

da en un fragmento homopolimérico. Un ejemplo tipico en la secuencia de
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ADNmt humano ocurre en el fragmento de poliC de HV2 donde existe una

variacion en el namero de C (Figura 3).

2?3 3?3 3}3
TTTCCIiCC CCCCCCCTCCC
TTTCCICC ccccccCcTCCC
1 I
£l Zal
2?2 3?2 31?;2
L]
TTTCCLALOC ICCCCCCCTCC
TTTCCLALCC ICCCCCCCTCC
I I I
241 251 26l

PV A AN AN

2?3 3?3 31?:
L]
TTTCCACC CCCCCCCCCTC
TTTCCACC CECCCCCCCtC
I I I
241 251 26l

[ VY

Figura 3: Heteroplasmia de longitud en la posicién 309C. En la imagen superior se observa la
secuencia de referencia, la imagen del medio representa una insercién en la posiciéon 309.1C y

la imagen inferior muestra una insercion en la posicion 309.2C.

Morfologia

Como hemos mencionado anteriormente, el ADNmt es un ADN doble y
circular (Figura 4). Las hebras se denominan hebra pesada o H (Heavy) (posee
mayor cantidad de adeninas y guaninas o bases puricas) y hebra ligera o L
(Light) (més rica en citosinas y timinas o bases pirimidinicas). Tiene un total de

16.569 pb y codifica para 13 proteinas que forman parte del Complejo 1, 3y 4
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de la cadena respiratoria, y otras forman parte de las subunidades de la ATPasa
[13].

16024 16365 173 340

~~._Cortrol Region (D-Loop) =~

L2 ,
31

NDA4L ¥
ND3

Pt

Figura 4: ADNmt. Imagen del ADNmt y representacion de sus principales partes.
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Se pueden diferenciar dos regiones principales, la region control o D-loop'y
la regiodn codificante. La region control tiene una longitud de alrededor de 1122
pb, contiene los promotores de transcripcion de ambas cadenas (Hy L) y el
origen de replicacién de la cadena pesada y sitios de union para factores de
transcripciéon mitocondrial. Abarca desde la posicion 16.024 hasta la 16.569
continuando desde la posicion 1 hasta la 576. [13]. Dentro de esta zona control
(cuya principal caracteristica es la elevada variabilidad entre individuos), se
encuentran dos regiones conocidas como hipervariable 1 (16.024 - 16365) e
hipervariable 2 (73 -340) [7]. Hay quien sefiala una tercera region hipervariable
menos conocida HV3 que comprende las regiones de la 440 a la 560 (Figura 5)
[14]. Existe mayor variabilidad en HV1 por lo que es la mas usada para estudios

poblacionales [15].
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16024 16365 73

340

HV1

\,{

Hv2

REGIONES VARIABLES Numero de pares de bases (pb)

Region control (16024-576) 1122pb
HV1 (16024 - 16365) 342 pb
HV2 (73 - 340) 267 pb

HV3 (440 — 560) 121 pb

VR1 (16366 — 72) 267 pb

VR2 (341 — 576) 263 pb

Figura 5. Regiones hipervariables y pares de bases en el genoma mitocondrial.

1.2. HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES

Como se ha sefialado anteriormente, el ADNmt puede sufrir alteraciones

gue generan fendmenos adaptativos (mutaciones adaptativas), en los que
puede verse afectado por una seleccion positiva poblacional. El conjunto de
variantes relacionadas en una sola molécula de ADNmt se conoce como
haplotipo de ADNmt. Como haplotipo mitocondrial se define a la secuencia de
una determinada molécula de ADNmt. Se le denomina haplotipo por las
caracteristicas especificas del genoma mitocondrial que es haploide, ya que

posee una herencia uniparental materna [10,16-18] (Figura 6).
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ot b 4+
REMI

Figura 6. Herencia materna del ADNmt.

En la poblacion humana se han acumulado un gran numero de
sustituciones de distintas bases en el ADNmt por agentes mutagénicos como
radiaciones entre otros, que han supuesto pequefios cambios y combinaciones
que constituyen los haplogrupos mitocondriales [3,4,19]. Los haplogrupos suelen
ser especificos de cada region geografica y ayudan a describir parametros de
antropologia molecular. Se ha comprobado que el ADN de la mitocondria posee
un cierto numero de posiciones que definiran el haplogrupo de un individuo. El
namero de posiciones que se caracterizan van aumentando, lo que hace que a
su vez vaya aumentando el nimero de subdivisiones dentro de los haplogrupos.
En genética humana, los haplogrupos mitocondriales nos permiten trazar la
herencia matrilineal hasta los origenes de la especie humana en Africa y la
consiguiente expansion por la superficie del planeta. La mujer africana de la
cual provienen estos grupos se considera como el antepasado femenino comun
a los seres vivos mas reciente y se denomina Eva mitocondrial [20-22].

La nomenclatura actual fue propuesta por Wallace y Torroni [23] mediante
la designacion con una letra mayuscula (Ej.: A, B, C, D, H, I, L, U, V). A su vez
dentro de éstos grupos (que corresponden con los clusters) exiten subgrupos (o
subclusters) que se van a designar por la letra correspondiente mas un namero,
por ejemplo H1. Debido a que se ha evolucionado a grandes pasos en este
ambito, se necesitaron de nuevo otras codificaciones para nombrar a nuevas
subdivisiones, mediante la combinacién de letras (cluster) junto con nimeros y

letras minusculas, un ejemplo seria U5alb.
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De hecho los haplogrupos més antiguos se denominan LO, L1 y L2 y se
localizan principalmente en la region africana. De éstos, por diversos cambios
posicionales en el ADNmt, surgieron otros haplogrupos que se distribuyeron por
todas las regiones geograficas. De este modo, la region europea, se caracteriza
por un elevado porcentaje de haplogrupos H, I, J, U, K, T, U, V, Wy X [5].
Cada uno de ellos, a su vez es especifico de determinadas regiones del

continente europeo (Figura 7).

- .\“ = =
g 130-170
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Figura 7. Expansién de las poblaciones humanas siguiendo la distribucion de
haplogrupos de ADNmt. Imagen tomada de www.dnaroottester.com (2010)

Aunque la mayoria de los polimorfismos mitocondriales se consideran
neutrales son especificos de determinadas poblaciones lo que puede ejercer
variaciones que influyan en el desarrollo de determinadas patologias [3,24-26].
De hecho, ya existen estudios que demuestran determinadas asociaciones entre
algunas enfermedades como el cancer y los polimorfismos mitocondriales. Tal
es el caso del polimorfismo 10398A implicado en el aumento de produccién de
ROS y que parece ser un factor de riesgo en el cancer de eséfago y de pulmén
en pacientes indios y de igual forma para cancer invasivo de mama en
poblacion femenina afroamericana [27,28].

Dentro de los haplogrupos mitocondriales, podemos obtener la siguiente

clasificacion:
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El haplogrupo H se deriva del haplogrupo HV y es uno de los més
caracteristicos de toda Europa, ocupando un 40% de su poblacion. En la
Espafa, se localiza en Galicia (59,2%); Pais Vasco (57,8%) y 46,2% en
Andalucia, entre otros [29]. El porcentaje de H1 es especialmente alto en
Noruega (30%) y Espafa (18-25%). H3 principalmente en Portugal (12%) y
regiones del Norte de Espafia como Galicia (10%) y Pais Vasco (10%). El
haplogrupo V, alcanza su maxima frecuencia en norte de paises
escandinavos (40%) y Norte de Espafia (8%) [30].

El haplogrupo U, destacamos en Europa U3, U4, U5 (mas comun de
Europa Norte y Occidental) y U8/K. El U6 se confina principalmente al Norte
de Africa [30].

El haplogrupo K, la concentracion mas elevada se encuentra en el Norte-
Occidente y Centro-Europa, junto con regiones como Anatolia y Sur de la
peninsula ardbica. Es uno de los haplogrupos con mayor numero de
subclados. La mayoria de los subclados Kla4, K1al0, Klb, Klc y K2 son
tipicos europeos [30].

El haplogrupo J, es uno de los haplogrupos mitocondriales mas antiguos
de Europa y el Medio Oriente. J1 se confina principalmente a los paises
germanos. J2 es menos frecuente que el J1. J2a se encuentra
homogéneamente distribuido a través de Europa. J2b es més frecuente en
el Sur Este Europeo [30].

El haplogrupo T, se encuentra poro toda Europa, mitad norte de Africa y
Asia Central. El subclado T2 es el mayor de toda Europa, y particularmente
comun en el Nordeste Europeo [30].

El haplogrupo W, presenta una baja frecuencia en Europa, sus porcentajes
mas elevados los presenta en Ucrania, Rusia, paises Balticos y Finlandia
(con valores entre 3-5%) [30].

El haplogrupo [, tiene una distribucion similar al haplogrupo W. Se
encuentra practicamente ausente en determinadas partes de Europa (como
Espafia, Francia e Irlanda) [30].

El haplogrupo X, es uno de los haplogrupos mas antiguos que se

distribuye por Eurasia y Norte Africa. X1, es casi exclusivo del Norte de
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Africa, mientras que X2b presenta un linaje amerindio. Los X2 (X2a, X2c,

X2d y X2e) se encuentran en Europa, Siberia y Centro de Asia [30].

162



Introduccién

West/Central African

West African East African
189t
16126 16129

ey aeed 16148
16364 16360 16172 16160
16270 East African 16188t gz Outgroup

16243
16278

4312 :
L2d
Q Epe! T Southem African
“miEve”
iy 16185
s 16399 16260 /o
16114t
16129 18 lesar
16213

16208
16294 16390
L2a @ Lar
™ 10086

16180
16278 16249
West African 16129 16311 ™~ M1 } East African

16144
10400 16148
16241
16265t
16124 : 16311
16343 )
s Melanesian
16120
. 10873 16391
() Africa 16292

i 16145
@ East Eurasia 16176t

16166

i

E‘O\
3

h

=,

2

w0

.
]
=

s

2

F3

2352 16209

() West Eurasia ielan 16278

1 16290
© Pan Eurasia . oo 1620
Q Unclear (?Eurasia) @/16261

16223
16231 12705

o F P o
<

16069

-
12508 1719
16172
16051 14766
151291

4
© Vincent Macaulay & Martin Richards %

Figura 8: Arbol de haplogrupos mitocondriales.

Imagen que representa los distintos haplogrupos mitocondriales, describiendo las principales
mutaciones que subdividen las variantes existentes. Se puede ver marcada la situacién de la
Eva mitocondrial mediante el simbolo "mitEve". Imagen obtenida de:

http://www.stats.gla.ac.uk/~vincent/images/skeleton07-08-02.jpg
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1.3. MITOCONDRIAS Y ENFERMEDAD

Es bien conocida la principal funcién de las mitocondrias en la produccion
de ATP mediante el sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Mediante éste
se usan las grandes cantidades de NADH que se han producido en el ciclo de
Krebs y mediante procesos de oxidacion del NADH con la fosforilacion del ADP y
el transporte electrénico se generan las cantidades de ATP necesarias gracias a
la accidn de la ATP sintasa.

Existen gran cantidad de alteraciones en el metabolismo oxidativo
mitocondrial, lo que condiciona un conjunto de enfermedades mitocondriales
(Tabla 1). Se denominan citopatias o miopatias mitocondriales aquellas
disfunciones de la cadena respiratoria mitocondrial.

Las enfermedades mitocondriales siguen patrones de transmision particular,
bien pueden ser de transmision autosémica (ya que parte de la funcién
mitocondrial esta regulada por ADN nuclear); o bien de transmision vertical o
materna, para aquellas alteraciones de ADNmt (parte de la funcion mitocondrial

esta regulada por el ADNmt) [31].

Tabla 1: Tipos de enfermedades mitocondriales[32].

Mutaciones en el Enfermedades por Enfermedades Enfermedades por
ADNmt defectos genéticos por defectos en defectos de genes que

que alteran la genes nucleares codifican proteinas

estabilidad del que codifican relacionadas
ADNmMt proteinas de los indirectamente con la
complejos oxidacion fosforilativa
enzimaticos de la
CRM

e Sindrome de Kearns- e Oftalmoplejia e Sindrome de e Ataxia de Friederich.
Sayre. externa progresiva. Leigh. e Ataxia ligada al

e Sindrome de Pearson. e Encefalomiopatia e Paraganglioma cromosoma X y

e Oftalmologia neuro- hereditario. anemia
progresiva externa. gastrointestinal e Hiperpotasemia sideroblastica.

e Encefalopatia mitocondrial. y acidosis e Paraparsia espastica
mitochondrial. e Miopatia congénita lactica. hereditaria.

e Epilepsia mioclénica fatal infantil. e Ataxia,epilepsia e  Sindrome de sordera-
con fibras “ragged e Hepatopatia fatal , miopatia. distonia liagada al
red” (MERRF). infantil. cromosoma X.

e Ataxia,sordera, e  Microcefalia e Atrofia dptica.
epilepsia. congénita de

Amish.
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Aunqgue no son pocos los casos descritos de patologias mitocondriales, no
son éstos los Unicos procesos en los que se relaciona la mitocondria con la
enfermedad. De hecho la relacidon tan intrinseca que guardan las mitocondrias
con los procesos de apoptosis celular hacen que se deriven también patologias
como el cancer, relacionadas con alteraciones en la apoptosis.

Se sabe que en los organismos pluricelulares la homeostasis celular se logra
gracias a un balance entre la division y eliminacién de celular [33]. Ambos
procesos estan altamente regulados para poder permitir el funcionamiento
correcto de la homeostasis celular.

Uno de los principales mecanismos que regulan la muerte celular es el
proceso conocido como apoptosis, fendmeno descrito por Carl Vogt en 1842
[34]. Se define como el mecanismo fisiolégico de muerte programada y se
encuentra regulado por una serie de genes y mecanismos bioquimicos [35]
desencadenados por una variedad de sefiales, estimulos (tanto fisioldgicos,
como ambientales o exdgenos) [33,36,37] y principalmente relacionada con la
accion de las caspasas.

El proceso que mas nos interesa es la relacion entre apoptosis y cancer, ya
gue es una de las causas por las que el genoma mitocondrial esta relacionado
con el desarrollo de tumores, bien por la exposicion a un determinado
ambiente, a la dieta o bien a agentes infecciosos, entre otros factores [38] que
generan efectos que modifican diversas vias celulares incluyendo la resistencia
a la apoptosis [39].

Si bien no es tampoco el Unico mecanismo que relaciona el genoma
mitocondrial con el desarrollo del cancer ya que se han descrito casos en
determinados canceres y poblaciones en los que hay relaciones entre
haplogrupos mitocondriales y el desarrollo de tumores. Casos como este, han
sido descritos en poblaciones americanas en pacientes de cancer de prostata y
rifdn. En estos individuos los pacientes con el haplogrupo U, poseian un riesgo
relativamente mayor a padecer estos tumores al compararse con los individuos

controles [40].
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1.4. APLICACIONES DEL ADNmt

Se ha comprobado a lo largo de esta introduccion la gran importancia del
genoma mitocondrial y las caracteristicas tan especificas y peculiares que
posee. Esto le permite una aplicacion en gran cantidad de campos cientificos y

médicos, que se detallan a continuacion.

Estudios de enfermedades mitocondriales

Como se detall6 en el apartado “Mitocondrias y enfermedad”, aunque existe
una gran cantidad de enfermedades mitocondriales 0 mas concretamente,
citopatias mitocondriales. Sin embargo, el papel de las mitocondrias en el

desarrollo de tumores parece cada vez mas importante y relevante [31].

Estudlios poblacionales y de diversidad humana

Apartado descrito con detalle en esta introducciéon (haplogrupos
mitocondriales). La region control del ADNmt se usa para estudios de: evolucion
humana, origen de poblaciones, estudios filogenéticos y de mestizaje [41-43].
En estudios filogenéticos, las variaciones en el ADNmt se utilizan para la

construccion de arboles filogenéticos [44].

ldentificacion Humana

En el campo de la identificacion humana y la medicina forense, gracias a las
herramientas genéticas, se ha derivado una rama denominada genética
forense. En el &mbito de la genética forense se estudian tanto ADN nuclear
como ADNmt. EI ADN nuclear es una herramienta muy util y de hecho
practicamente rutinaria en la identificacibn genética humana. Sin embargo, en
determinados casos es imposible obtener informacién suficiente o con una
calidad 6ptima del mismo, como son los casos en los que hay poca cantidad de
muestra 0 bien esta excesivamente degradada. En estas y otras situaciones
especificas, el ADNmt puede servirnos como alternativa al andlisis genético.
Como muestras caracteristicas para el analisis del ADNmt son pelos sin bulbo,

restos 0seos antiguos, restos de personas desaparecidas [44-46].
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Estudios de relaciones familiares (hermandad y maternidad), linaje

Como se ha descrito anteriormente, una de las principales peculiaridades
del ADNmt es la herencia materna. Por ello, en determinados casos como
estudios de parentesco entre familiares relacionados por via materna, podemos
incluso usar familiares lejanos sin necesidad de ser de primer grado obteniendo
gran cantidad de informacion genética [44,47-49] e incluso estudiar linajes

completos como es el caso del Zar Nicolas de Rusia [50].

ldentificacion de especies no humanas

En especies no humanas, una region del ADNmt situada en el gen del
citocromo b, en concreto zonas en el extremo 5’, se usan de forma rutinaria

para el analisis de identificacion de otras especies [44,51].

1.5. ADNmMt Y CANCER DE PROSTATA

Después de esta introduccion y tras haber abordado un apartado especifico
de “Mitocondrias y enfermedad”, parece razonable intentar buscar una posible
relacion entre determinadas mutaciones y/o alteraciones del genoma
mitocondrial con el cancer de préstata. Ya hemos visto que la apoptosis es uno
de los principales desencadenantes de los tumores en humanos, pero ademas,
varios estudios han analizado la posible relacion entre los haplogrupos
mitocondriales y el cancer de préstata. Algunos de estos estudios en
poblaciones norteamericanas han conseguido encontrar una asociacion clara
entre el haplogrupo U y el riesgo a padecer cancer renal y prostatico [52]; sin
embargo, otros realizados en poblaciones coreanas y centro europeas no han
conseguido resultados estadisticamente significativos que puedan diferenciar
unos haplogrupos entre los pacientes afectados por cancer de prostata [53,54].
Como se comenta en el capitulo 1, el cancer de préstata varia enormemente
entre las distintas poblaciones, por lo que se quiere realizar un estudio
profundo a nivel de mutaciones mitocondriales y haplogrupos mitocondriales

que afectan al cancer de préstata en la poblacion sur europea.



Capitulo 3

La tasa de mutacion en la regién control, es diez veces mayor a la
existente en la region codificante [55]. Pero las diferencias de tasas de
mutacion no solo se restringen a las regiones codificantes y no codificantes,
sino que existen diferencias entre las bases [56,57]. De hecho, en la zona
control posiciones como las 146, 150, 152, 195, 16.189, 16.311, 16.362, 16.519
son puntos calientes de alta variacion, mientras que otras como 477, 493,
16.108, 16.219 parecen bastante estables, asi mismo, esta diferencia entre
bases se observa también en la zona codificante [55,58-60].

La region no codificante es interesante no sélo por su relativa riqgueza en
la variacion de la secuencia, sino también por la informaciéon de haplogrupos
que se puede obtener de la misma. Siendo este el punto central de nuestro
estudio, basandonos en estudios previos que relacionan los haplogrupos con
patologias oncologicas (cancer de mama, colorectal y tiroides)[61], al igual que

con patologias como el SIDA [62].
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2. MATERIALES Y METODOS

Se ha detallado el procesamiento de las muestras para secuenciacion de

ADNmt en el capitulo de “Materiales y Métodos”. En resumen, las principales

diferencias entre el procesamiento de las muestras de ADNmt y las muestras de

ADNn es la cantidad de ADN usado (1-2ng/ul), la técnica y procedimiento

utilizado.

2.1. TRATAMIENTO ESTADISTICO

En este caso se han empleado los siguientes softwares estadisticos:

SPSS v.15.0: programa estadistico que nos permite trabajar con bases de
datos de gran tamafo. Permite la posibilidad de recodificar las variables y
registros segun las necesidades del estudio. Consta basicamente de un
modulo anexo que se va actualizando constantemente con nuevos
procedimientos estadisticos [63,64]. Se han realizado los test de ¥, test
exacto de Fisher’s, test de Monte Carlo test y tablas de contingencia.

Arlequin: se usa para el andlisis de datos genéticos en la poblacion y su
principal objetivo es dar al usuario una gran variedad de métodos y tests
estadisticos, para obtener informacién de las caracteristicas genéticas y
demogréaficas de una coleccion muestral de una o varias poblaciones [65].
Principalmente se ha realizado el analisis de AMOVA (acrénimo del inglés:
Analysis of Molecular Variance). Se trata de un analisis de varianzas de
frecuencias genéticas, pero ademas el software de Arlequin nos permite
tener en cuenta el nimero de mutaciones entre los haplotipos. Asi, el
AMOVA puede usarse para describir la variabilidad genética entre y dentro
de los grupos; ademas de poder elegir agrupamientos de poblaciones

definidas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A lo largo de todo este capitulo se ha comprobado la gran utilidad del
ADNmt humano ya que se puede usar como una herramienta eficiente en
diversos y gran cantidad de campos cientificos (antropolégicos, médicos y
forenses entre otros). Este capitulo se ha centrado en el analisis de la region
control del ADNmt, tanto en el estudio de haplogrupos como en la busqueda de
nuevas variantes que puedan desarrollar un papel importante en nuestra
poblacion en el cancer de prostata.

3.1. HAPLOGRUPOS  MITOCONDRIALES (CONTROLES Y
PACIENTES)

En la cohorte que se ha analizado, se han obtenido principalmente cinco
haplogrupos prevalentes, los haplogrupos H, U, K, J y T. Se han testado
también la presencia de otros haplogrupos como es el caso del L, R y W. Sin
embargo, estos fueron encontrados en un porcentaje minimo en la poblacion de
estudio, lo que guarda coherencia con la poblacién europea.

De este modo, la region europea se caracteriza por un elevado porcentaje
de haplogrupos H, I, J, U, K, T, U, V, Wy X [5]. Lo que concuerda totalmente
con los obtenidos en nuestra cohorte (H, U, K, J, T y un bajo porcentaje de L, R
y W). Si se subdivide el estudio en pacientes y controles (Figura 9 y Tabla 2),
los haplogrupos H y U poseen los porcentajes mas altos en pacientes al
compararlos con los controles. Ocurre lo contrario con los haplogrupos J, Ty K
que son predominantes en controles. Ademas, hay haplogrupos como L1, L2,
L3e2, M1, Mb5a, C4al, Hlla, H1b, H2, I5a, J2ala, T2b, U2, U5, U6, Wle y X2d;
que no se presentan en controles. De igual forma hemos encontrado
haplogrupos que solo se han presentado en controles; L1bl, L1c2a2, L3a, L3h1,
M5c2, H1f, H1k, H20, HV6, HV7, T2b3a, U3, U4, U5b3, U6, X2h y P (Figura 10).
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Figura 9: Grafico de barras de haplogrupos ADNmt pacientes / controles.

Estudios de ADNmt en la poblacion espafiola han generado una
caracterizacion haplotipica de la misma. El haplogrupo H es el mas comun,
seguido de los haplogrupos U, J, T y V con una frecuencia minima de 6.4%
[66].

Tabla 2: Representacion de los porcentajes de los haplogrupos mitocondriales en la poblacion

espafiola, controles y pacientes de este estudio.

% Hap. pob.espafiola % Hap. controles % Hap. pacientes
Haplogrupo H 42.3% 46.2% 56.3%
Haplogrupo U 16% 8.5% 15%
Haplogrupo T 8.3% 6.6% 4.7%
Haplogrupo J 6.7% 5.7% 4.7%
Haplogrupo K 4.8% 10.6% 6%
Haplogrupo | 1.6% 1.3% 0.8%

(Hap.= haplogrupo); (pob.=poblacién). Los datos obtenidos referentes a la poblaciéon espafiola
han sido tomados del articulo “Characterization of human control region sequences for Spanish
individuals in a forensic mtDNA data set. J.C. Alvarez, D.L.E. Johnson, J.A. Lorente, E. Martinez-

espin, L.J. Martinez-Gonzalez, M. Allard, et al., Leg.Med. 9 (2007) 293-304 [66].”
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Como se observa, los porcentajes obtenidos en la cohorte analizada son
similares a los haplogrupos de ADNmt de la poblacion espafiola. Nuestra
cohorte de estudio se confina al sur de Espafia, mas concretamente a la region
de Andalucia y a la zona de Granada. Las leves diferencias pueden ser debidas
a la influencia genotipica del Norte de Africa que existe en esta region
estudiada. Asi, en las regiones del Norte de Africa el haplogrupo H posee
también un porcentaje elevado, en concreto; 25.6% en argelinos, 26.5% en
tunicios y un 36.8% en bereberes marroquies. Dentro de la propia peninsula
Ibérica también existen una desproporcion de los haplogrupos de ADNmt; ya
gue haplogrupos como el V alcanzan un 10% en vascos, 21.6% en cantabros, y
5.2% en gallegos, pero es muy baja en el centro peninsular y Valencia. Otros
haplogrupos como el I, alcanzan en Andalucia, un 1.9%. W presenta una
irregular dispersion; alcanza el 5% en Cataluiia, esta ausente en Valencia y Pais
Vasco y entre 1y 2% en el resto. Por dltimo X, con bajas frecuencias en todas

las poblaciones, tiene un pico en el centro de Portugal del 3.6% [67].
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Figura 10: Arbol de distribucion de los haplogrupos mitocondriales en pacientes y controles.
Se representan las proporciones de pacientes y controles en cada haplogrupo. Se usa la siguiente notacion (pacientes- controles).
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ANALISIS DE LOS PARAMETROS CLINICOS
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Para analizar la posible relacion entre los haplogrupos mitocondriales y los datos clinicos de la poblacion de estudio, se han

realizado una serie de tests estadisticos mediante el software SPSS v15.0 (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los resultados estadisticos de haplogrupos e informacion clinica de pacientes.

Haplogrupo H

Haplogrupo U

Haplogrupo K

Haplogrupo J

Haplogrupo T

OF-EF - % p-valor OF-EF - %0 p-valor OF-EF - %0 p-valor OF-EF - %0 p-valor OF-EF - %0 p-valor
EDAD
<55 10-10.6-7.1% O'(‘gl 3-2.6-8.8% 0.431 (F) 1-0.9-8.3% 0.431 1-0.8-9.1% 0.431 1-0.8-9.1% 0.431
56-60 14-15.3-10% 0371 2-3.7-5.9% .O 371 1-1.3-8.3% (@) 2-1.2-18.2% (D) 4-1.2-36.4% (3
61-65 34-27.9-24.3% (MC) 4-6.8-11.8% (MC) 1-2,4-8.3% 0.371 2-2.2-18.2% 0.371 1-2.2-9.1% 0.371
> 65 82-86.3-58.6% 25-20.9-73.5% 9-7.4-75% (MC) 6-6.8-54.5% (MC) 5-6.8-45.5% (MC)
ESTADIO
A 6-5.3-4.3% 0'(?31 1-1.3-2.9% 0.851 (F) 1-0.5-8.3% 0.851 0-0,4-0% 0.851 0-0.4-0% 0.851
B 84-85.8-60.9% 0.837 20-21.1-58.8% '0 837 9-7.5-75% (F) 9-6.8-81.8% (F) 6-6.8-54.5% (D)
C 34-32.4-24.6% (MC) 10-8-29.4% (iVIC) 1-2.8-8.3% 0.837 1-2.6-9.1% 0.837 2-2.6-18.2% 0.837
D 14-14.5-10.1% 3-3.6-8.8% 1-1.3-8.3% (MC) 1-1.2-9.1% (MC) 3-1.2-27.3% (MC)
PSA
<4.0 1-0.6-0.8% 0.723 0-0,2-0% 0-0.1-0% 0.723 0-0.1-0% 0723 0-0.1-0% 0.723
4.1-10 60-60.4-47.6% F 15-14.9-48.4% 0.723 (F) 4-5.3-36.4% .(F) 5-5.3-45.5% ,(F) 4-5.3-36.4% kF)
10.1-20 34-36.4-27% 0.679 9-8.9-29% 0.679 3-3.2-27.3% 0.679 6-3.2-54.5% 0679 3-3.2-27.3% 0.679
>20 26-23.4-20.6% (MC) 6-5.8-19.4% (MC) 2-2-18.2% (MC) 0-2-0% (;\/IC) 2-2-18.2% (MC)
>1000 5-5.2-4% 1-1.3-3.2% 2-0.5-18.2% 0-0.5-0% 2-0.5-18.2%
ESCALA
GLEASON ey @ & o ere % e %
226 96-91.3-70.1% 0.578 vr 19-22 57.60A: 0578 vr 7-8 58.3/;) 0.578 vr 9-7.3 81.80/0 0.578 vr 5-7.3 45.50/0 0.578 vr
7 25.28.5-18.2% 0.592 cv 9-6.9-27.3% 0.592 cv 4-2.5-33.3% 0.592 1-2.3-9.1% 0.592 4-2.3-36.4% 0.592
8-10 16-17-2-11.7% : 5-4.1-15.2% : 1-1.5-8.3% cv 1-1.4-9.1% cv 2-1.4-18.2% cv

vr: razén de verosimilitud, cv: valores de contingencia; F: Test de Fisher; MC: Test de Monte Carlo; OF:

porcentaje de los haplogrupos en pacientes.

frecuencia observada; EF: frecuencia esperada; %:
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Como en todos los andlisis estadisticos, un resultado se denomina
estadisticamente significativo cuando no es probable que se haya debido al

azar. El nivel de significatividad se expresa normalmente por «, y en este caso

se ha tomado el valor 0.05 como nivel de corte para el p-valor. Cuanto menor
sea el nivel de significatividad, mas fuerte sera la evidencia de que un hecho no
se debe al azar. Sin embargo, hay casos en los que no se observan valores de

a significativos y, al representar graficamente los datos estadisticos se pueden

observar diferencias entre los controles y pacientes (Tabla 3).

De esta forma, se han analizado las relaciones entre los parametros clinicos
asociados con progresion e invasividad del tumor (PSA, escala de Gleason y
Estadio) con las frecuencias de los haplogrupos. No se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y los parametros
clinicos. Tampoco es raro no encontrar ningun tipo de asociacion entre las
variables haplogrupo y cancer de prostata, ya que en poblaciones coreanas [53]
y en poblaciones de europeos de centro Europa [54] se han desarrollado
estudios similares, y sin embargo no se han encontrado diferencias entre
pacientes y controles. Se describié la presencia de haplogrupo U al igual que
hemos encontrado en nuestra cohorte de estudio, pero no se pudieron describir
diferencias entre controles y pacientes.

Sin embargo, si realizamos una representacion grafica de estos datos
(Figura 11), podemos observar que en el haplogrupo H hay un destacado
predominio del estadio B seguido por el C y una minima proporcion (4.3%) de
la poblacion se encuentra en el estadio A. En el haplogrupo U, observamos un
patron de distribucion poblacional similar (Tabla 3). En el resto de haplogrupos
(J, K y T) hay prevalencia del estadio B (81.8%, 75% y 54.5%
respectivamente), con respecto al resto de estadios. En el resto de parametros
clinicos PSA y Gleason, no se encuentra una diferencia tan clara entre los
haplogrupos U y H con respecto al resto (Tabla 3). De hecho, Excepto el
haplogrupo J que no posee valores de PSA por encima de 20 ng/mL, el resto

(H, U, Ky T) poseen porcentajes elevados en valores por encima de 10.1

175



Capitulo 3

ng/mL. Patrén que se repite para valores de Gleason por encima de 7, que

presentan menor porcentaje en el haplogrupo J.

100+
80 Estadio del tumor
Ha
60 Es
R
3 Oc
40 . ’
20+

H J K T U

Haplogrupos - Pacientes

Figura 11: Representacién del porcentaje de pacientes en cada haplogrupo mitocondrial versus

al estadio del tumor.

3.3. ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS DE LA REGION
CONTROL

Al secuenciar la zona comprendida entre las bases 16024-16365 de la
region control, se han encontrado 21 polimorfismos homoplasmicos y 1
heteroplasmico (16169Y) al compararse con la secuencia de referencia
(Cambridge reference sequence). Dieciocho de ellos, se detectaron con una
frecuencia mayor o igual al 4%. Tras realizar un analisis estadistico mas
detallado los mismos, las mutaciones 16356C (p=0.029) y 16278T (p= 0.051)
poseian una frecuencia estadisticamente més significativa en pacientes respecto
a controles. De hecho, estas mutaciones, han sido previamente relacionadas
con otras patologias como glioblastoma [68] y cancer de mama [69]
(T16365C); y neurofibromatosis tipo 1 [70] y cancer de mama [69] (C16278T).
Al comparar los polimorfismos en esta region con las caracteristicas clinicas, la
variante G16129A se encontrd en un 8.79% de los pacientes con una escala de
Gleason 2-6, 0.42% en escala de Gleason 7, y un 0.42% en el rango de 8-10

(p=0.007). La mutacién T16224C se localizaba en un 3.76% de pacientes en
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escala de Gleason 2-6, un 2.09% en una escala de Gleason 7, y un 0.41% en
una escala de Gleason 8-10 (p=0.022). El polimorfismo T16311C alcanza
valores estadisticamente significativos en estadio: 1.67% de los pacientes en
estadio A, 9.21% en B, 1.67% en C, y 1.67% en D (p=0.046).Esta variante, se
ha asociado también con cancer colorectal [71].

Ciertos SNPs de la regién control se han asociado previamente con otros

tumores como pancreas, mama o melanoma [68,72,73].



Capitulo 3

4. CONCLUSIONES

Con este estudio, se ha puesto de manifiesto que las mitocondrias estan
implicadas no so6lo en procesos biolégicos de gran importancia como en la
respiracion celular, sino que también lo estan en procesos patolégicos como son
desarrollo de cancer y otras enfermedades exclusivas de las mitocondrias.
Principalmente eventos como la generacion de ATP y regulacion de la apoptosis
son los que parecen derivar la accibn mitocondrial hacia situaciones patologicas
como las descritas anteriormente. El enfoque de este estudio no ha sido
analizar las rutas bioquimicas que interactian entre la apoptosis y los procesos
oncoldgicos, sino en analizar una secuencia determinada del genoma
mitocondrial (regiones hipervariables, HV1 y HV2), tratando de encontrar
diferencias significativas entre controles y pacientes; incluso dentro de los
pacientes pudiendo destacar algunas diferencias que caractericen la agresividad
de la patologia.

Asi, mediante los haplogrupos mitocondriales, obtenemos informacién
geografica pues, cada haplogrupo es caracteristico de una region lo que
representa una informacién muy valorada ya que este cancer es altamente
variable en funcién de la region geografica. En nuestro caso, los haplogrupos
prevalentes en pacientes son U y H, lo que es normal tratdndose de una
poblacién europea.

El otro objetivo para el estudio de los haplogrupos es el poder encontrar un
tipo de asociacion de riesgo de la enfermedad al igual que se habia hecho en
otras poblaciones como la norte americana de raza blanca [52], en la que se
observd una presencia elevada de haplogrupo U en pacientes de carcinoma
prostatico. Sin embargo, en nuestro estudio no se confirma una asociacion
entre ningun haplogrupo mitocondrial y el riesgo a padecer cancer de préstata
esporadico. Aunque no hemos podido describir esta asociacion, si hemos
obtenido polimorfismos de la region D-loop como T16356C y C16278T con una
frecuencia méas elevada en pacientes que en controles, y por tanto pueden
sefialarse como posibles predictores de riesgo para este cancer. Ademas,

pudimos destacar que algunos haplogrupos como L (1, 2 & 3), M (1&5), C4al,
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H (11a, 1b & 2), 15a, J2ala, T2b, U (2d, 2e, 5a & 6a), Wle y X2d; sélo los
hemos encontrado en pacientes y no en controles.

Por tanto, mediante el analisis de estas muestras en nuestra region
andaluza hemos encontrado determinadas mutaciones que parecen exclusivas
de pacientes y ademas conseguimos afiadir un componente genético mediante
la asignacién de haplogrupos mitocondriales que nos aporta una informacién
geografica que como ya hemos indicado anteriormente nos parece de

extremada utilidad en el caso del cancer de préstata.
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ANEXO

e TERMINOLOGIA ESPECIFICA DE ESTE CAPITULO

Heteroplasmia. Término que indica la presencia de mas de un tipo de ADNmt en un
mismo individuo. Podemos diferenciar, la heteroplasmia de longitud, en la que las
moléculas de ADNmt difieren en longitud de la secuencia unas respecto a otras.
Heteroplasmia de secuencia (o sitio); aparecen moléculas de ADNmt con distintos
nucleétidos en la misma direccion.

Homoplasmia. Término opuesto a heteroplasmia. Nos indica la condicién en la que
todas las copias de un organulo de una célula son genéticamente idénticas [74].
Penetrancia. Mediante el término penetrancia genética, se indica en una poblacién, la
propocion de individuos que expresan el fenotipo patoldgico, entre todos los que
presentan un genotipo portador del alelo mutado. Para un individuo, la penetrancia es
la frecuencia con la que se expresa la enfermedad. Puede ser reducida o incompleta si
la proporcion de fenotipos patoldgicos es inferior al 100% [75,76].

Regiones hipervariables (HV1, HVZ2). La region del ADN caracterizada por una alta
variabilidad entre individuos se denomina regién control o D-loop; gracias a esta
caracteristica se usa con fines de identificacion genética muy Uutil en las ciencias
forenses. Dentro de la region control, se encuentran las regiones HV1 (hipervariable 1)
gue comprende desde las bases 16024 a 16365, y la region HV2 (hipervariable 2) que
comprende entre las bases 73 y 340. La region control, no codifica para proteinas, ni
ARNt, ni ARNr, pero es importante por la gran variedad entre individuos y por poseer
los promotores de las hebras pesada y ligera, sitios de union para factores de
transcripcion mitocondrial y el origen de replicacion de la hebra pesada (H).
Segregacion mitdtica. Se le conoce al proceso producido en cada division celular
(mitosis), donde las moléculas de ADNmt se reparten (segregan) al azar entre las
células hijas, pudiendo dar lugar a tres situaciones posibles: homoplasmia normal,

homoplasmia mutada y heteroplasmia [77].
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Aunqgue el componente hereditario en el riesgo de desarrollar el cancer de
préstata parece obvio; la dificultad para identificar genes que generen una
predisposicion sigue siendo el principal handicap por las caracteristicas
especificas de este cancer. Ademas, al ser diagnosticado en edades avanzadas
dificulta la obtencion de muestras de ADN de varios familiares afectos vivos (de
distintas generaciones). La presencia de fenocopias de alto riesgo hace muy
complejo el diferenciar entre cancer hereditario y esporadico y establecer una
relacion causal clara, ademas de una alta complejidad y heterogeneidad
genética [1].

A lo largo de este estudio, se ha comprobado que las variantes del gen
RNASEL (D541E, R462Q y 197L) parecen ser relevantes en la cohorte de
estudio. Sin embargo, no parecen serlo en otros estudios realizados con
individuos de otras poblaciones europeas, americanas y asiaticas, entre otras
[2]. En cambio, mediante este estudio preliminar de factores clinicos y
genéticos, se ha podido observar que ambos factores pueden servir como
informacion relevante sobre el control de este cancer, asi como determinar
grupos poblacionales de mayor o menor riesgo. Por otro lado, se ha
demostrado que en cada poblacion, los datos genéticos tienen un valor
prondstico diferente.

El efecto de la diferencia genética poblacional se ha comprobado tanto en
el gen RNASEL, como en los genes MSR1 y ELAC2. Las distintas variantes
descritas no aparecen de la misma forma en pacientes de distintas regiones
geogréficas. A su vez, se ha comprobado que mismos genotipos para el gen
RNASEL no dirigen a una misma evolucion del cancer en las diferentes
poblaciones analizadas. Asi, la informacion genética puede usarse como una
herramienta importante para mejorar la evolucion clinica de pacientes afectados

por este cancer. Sin embargo, debido a que hay muchas diferencias genéticas
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dependiendo de la poblacién de estudio, no se puede olvidar nunca el
componente poblacional al realizar el andlisis genético.

Ademas, el saber que pacientes con un genotipo especifico desarrollaran
peores caracteristicas de este cancer puede ayudar a enfocar un tratamiento
clinico diferente con el que se evite una progresion rapida del cancer y mejorar
la calidad de vida del paciente. De esta forma, si se conoce que individuos con
genotipos A/G, A/A'y G/G en las variantes 197L, R462Q y D541E (gen RNASEL);
G/A, T/T, G/G y G/G en los SNPs rs11545302, rs17552022, rs5030739 y
rs4792311 (gen ELAC2); y los genotipos C/C, G/G, A/A, G/G y G/G en los SNPs
rs12718376, rs918, rs1904577, rs2127565 y rs3747531 (gen MSR1),
respectivamente presentan peores caracteristicas clinicas y una evolucion del
tumor mas répida. Se puede realizar un seguimiento més controlado y menos
espaciado en el tiempo que a los individuos cuyos genotipos les confieren unas
mejores caracteristicas y una evolucion del tumor menos agresiva. De igual
manera, por similitudes entre el cancer de préstata esporadico y familiar
podriamos extrapolar todos los resultados obtenidos en cancer de préstata
esporadico al cancer prostatico familiar. Tal vez, como medida preventiva en el
cancer de préstata familiar, se podria ofertar a los individuos con los genotipos
que se esbozan como mas agresivos la posibilidad de realizar un seguimiento
mas exhaustivo a sus familiares ya que muchos de ellos se presentan en una
edad algo mas precoz que lo estipulado como lo normal para esta patologia.

Diversos estudios han demostrado que las mitocondrias estan implicadas no
so6lo en procesos bioldgicos de gran importancia como en la respiracion celular,
sino también en procesos patolégicos como son desarrollo de canceres y otras
enfermedades exclusivas de las mitocondrias. Eventos como la generacion de
ATP y regulacion de la apoptosis son los que parecen derivar la accion
mitocondrial hacia situaciones patologicas. El presente estudio no pretende
analizar las rutas bioquimicas que interactian entre la apoptosis y los procesos
oncolégicos sino que analiza una secuencia determinada del genoma
mitocondrial (regiones hipervariables, HV1 y HV2). A través del estudio de la

secuencia se han querido encontrar diferencias significativas entre controles y



Capitulo 4

pacientes, e incluso entre pacientes y determinar polimorfismos que
caractericen la agresividad de la patologia.

Tras el analisis de las regiones hipervariables, se han determinado los
haplogrupos mitocondriales para obtener /nformacion geografica. Cada
haplogrupo es caracteristico de una region geogréafica; informacion muy
importante ya que este cancer es altamente variable en funcion de cada region.
Los haplogrupos prevalentes en pacientes son U y H, haplogrupos
predominantes en la poblacion europea.

Ademas, con el estudio de haplogrupos se ha querido establecer una
asocilacion de riesgo de la enfermedad como se ha hecho en otras poblaciones.
Estudios en la poblacion de Norte Americana de raza blanca [3] observan una
presencia elevada de haplogrupo U en pacientes de carcinoma prostatico. En
cambio, en este analisis no se ha podido establecer asociacion entre ningan
haplogrupo mitocondrial y el riesgo a padecer cancer de prostata esporadico. El
tamano de los grupos poblacionales controles y pacientes puede haber afectado
a los resultados obtenidos, quizas un aumento en el nimero de individuos
mostraria diferencias estadisticas significativas. Por otro lado, estudios similares
en poblaciones coreanas [4] y en poblaciones de europeos de centro Europa [5]
no han encontrado diferencias entre pacientes y controles. Se describié la
presencia de haplogrupo U al igual que se ha encontrado en la cohorte de
estudio, pero no se pudieron describir diferencias significativas entre controles y
pacientes.

Aunque no hemos podido describir esta asociacion, si hemos encontrado
que dieciocho de los 125 polimorfismos de la region control, en los individuos
portadores del cancer se presentan con un porcentaje (frequencia = 4%) mas
elevado al compararse con los controles, de ellos solo T16356C y C16278T
poseen diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0.05). Ademas,
pudimos destacar que algunos haplogrupos como L (1, 2 & 3), M (1&5), C4al,
H (11a, 1b & 2), 15a, J2ala, T2b, U (2d, 2e, 5a & 6a), Wle y X2d; sélo los
hemos encontrado en pacientes y no en controles.

Por tanto, mediante el andlisis de estas muestras en nuestra region

andaluza hemos encontrado determinadas mutaciones tanto en el ADNmt como
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Resumen Global

en las regiones génicas RNASEL, ELAC2 y MSR1, que parecen exclusivas de
pacientes pero ademas mediante la asignacion de haplogrupos mitocondriales,
conseguimos afadir un componente genético que nos aporta una informacion
geografica lo que nos parece de extremada utilidad en el caso del cancer de
préstata.

En general, con este estudio se ha comprobado no sélo lo complicado de
este cancer concreto por el desconocimiento de su etiologia, sino también por
los numerosos factores que parecen intervenir en el mismo. Asi, destacamos
como principales factores de riesgo, la existencia de familiares y el nimero de
familiares afectados por cancer, pero también es importante el papel del
componente genético. Si a todo ello, sumamos variantes ambientales y raciales

hace necesario un estudio detallado de esta patologia en cada sociedad.



Capitulo 4

BIBLIOGRAFIA

[1] E.A. Ostrander, J.L. Stanford, Genetic of prostate cancer: too many loci, too
few genes. Am J Hum Genet. 67 (2000) 1367-1375.

[2] F. Wiklund, B.-. Jonsson, A.J. Brookes, L. Stromqvist, J. Adolfsson, M.
Emanuelsson, et al., Genetic analysis of the RNASEL gene in hereditary,
familial, and sporadic prostate cancer, Clinical Cancer Research. 10 (2004)
7150-7156.

[3] L.M. Booker, G.M. Habermacher, B.C. Jessie, Q.C. Sun, A.K. Baumann, M.
Amin, et al., North American white mitochondrial haplogroups in prostate and
renal cancer, J.Urol. 175 (2006) 468-473.

[4] W. Kim, T.K. Yoo, D.J. Shin, HW. Rho, H.J. Jin, E.T. Kim, et al.,
Mitochondrial DNA Haplogroup Analysis Reveals no Association between the
Common Genetic Lineages and Prostate Cancer in the Korean Population, PLoS
ONE. 3(5) (2008) €2211-e2211.

[5] E.E. Mueller, E. Eder, J.A. Mayr, B. Paulweber, W. Sperl, W. Horninger, et
al., Mitochondrial Haplogroups and Control Region Polymorphisms Are Not
Associated with Prostate Cancer in Middle European Caucasians, PLoS ONE.

4(7) (2009) e6370.-e6370.

193



194

CHAPTER 4

Although the genetic influence in the risk of developing of prostate cancer
seems to be obvious, nowadays it is still patent the difficulty to identify those
genes with a clear predisposition to prostate cancer. In addition, diagnosis in
advanced ages, make it difficult to obtain DNA of living family members
affected by this cancer (and more difficult if we want samples from different
generations) [1].

Throughout this research, we have demonstrated that some of the variants
in RNASEL gene (D541E, R462Q and 197L) seem to be relevant in the group
analyzed. However, this does not appear to be the case in other studies carried
out on different populations such as Europeans, Americans and Asians, among
others [2]. However, thanks to this preliminary study of clinical and genetic
factors we observed that both factors could be used as relevant information for
monitoring this cancer and allowing us to establish those population groups
with a higher or lower risk. Moreover, in each population, genetic data has a
different prognosis value.

The population difference is demonstrated in RNASEL, MSR1 and ELAC 2
genes, because the variants are not equally distributed among patients in
different geographical areas. So genetic data could be used as an important
tool for improving the clinical evolution in prostate cancer patients, but due to
the differences among populations, we still must not forget the geographical
component when carrying out genetic analysis.

Furthermore, knowing that patients with a specific genotype will develop
worse characteristics of this cancer, this information could be used for giving
different clinical treatments which will try to avoid the quick progression of the
cancer. With all this information, people with genotypes A/G, A/A and G/G in
variants 197L, R462Q and D541E of RNASEL gene; G/A, T/T, G/G and G/G in
SNPs rs11545302, rs17552022, rs5030739 y rs4792311 (ELAC2 gene); and
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genotypes C/C, G/G, A/A, G/G and G/G in SNPs rs12718376, rs918, rs1904577,
rs2127565 and rs3747531 (gene MSR1), respectively have worse
clinical characteristics and this could guide the doctor in doing a more
controlled follow up of the patients.

There are similarities between sporadic and hereditary prostate cancer so
genetic data in sporadic cancer can also be applied to hereditary prostate
cancer. Genetic analysis could be used as a preventive measure in hereditary
prostate cancer, by offering the opportunity those individuals with more
aggressive genotypes the opportunity of a screening along with their family
members.

Mitochondrial DNA has been always an important factor in the oncology
process, being part of biological processes such as the production of ROS, but it
also plays an important role in other mitochondrial diseases. The generation of
ATP and the regulation of apoptosis, seem to be related to pathological
processes in cancer and other diseases. However, in this study, the main focus
has been to analyze the sequence of mitochondrial DNA in hypervariables
regions 1 and 2 (HV1 and HV2). We tried to find significant differences between
patients and controls and even find differences among patients to sketch a
pathological score of aggressiveness.

After analyzing hypervariables regions, we have obtained information about
haplogroups providing geographical information about each sample (each
mitochondrial haplogroup is specific of a geographical area). The samples of
this study are all clustered in Europe and for that reason, the prevalent
haplogroups are U and H, the most common among Europeans. Another
objective was trying to obtain any kind of relation between the risk in prostate
cancer and having a specific haplogroup, similar to other analysis performed in
populations of North America [3], where high levels of haplogroups U among
patients with prostate cancer are described. However, in our analysis we could
not establish a relation between haplogroups and the risk of prostate cancer,
and similar results have been described in Koreans populations [4] and in

central European populations [5].
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Global Summary

Although there is no a clear association between haplogroups and the risk
of prostate cancer, eighteen of the 125 CR polymorphisms were detected at a
frequency > 4% in either the sporadic prostate cancer or the control group.
However, only two of them, 16356C and 16278T were found to have a
significantly higher frequency in patients with sporadic prostate cancer
compared to controls (p-value < 0.05). Also some haplogroups have been
found only in patients such as L (1, 2 & 3), M (1&5), C4al, H (11a, 1b & 2),
I5a, J2ala, T2b, U (2d, 2e, 5a & 6a), Wle y X2d.

As a result, with the analysis of these samples in the region of Granada,
Andalusia, we have found some mutations in DNAmt and in genetic regions of
RNASEL, ELAC2 and MSR1, which seem to be exclusive to patients. In addition,
with the genetic information of the mitochondrial haplogroups we could add
that geographical information seems to play a very important role in prostate

cancer.
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CONCLUSIONES

1. Las variantes del gen RNASEL 197L, R462Q y D541E, asociadas a los
genotipos A/G, A/A y G/G respectivamente presentan peores caracteristicas

clinicas y una evolucion del tumor mas rapida.

2. En el gen MSR1 se observa asociacion entre controles y pacientes para
los SNPs rs1904577 y rs3747531. Los genotipos CC, GG, AA, GG y GG se
asocian con caracteristicas clinicas mas agresivas (estadios C y D; Gleason
mayores de 7 y valores de PSA por encima de 4.1 ng/mL) en los SNPs

rs12718376, rs918, rs1904577, rs2127565 y rs3747531, respectivamente.

3. En el gen ELAC2 se han esbozado diferencias significativas claras entre
controles y pacientes para los SNPs analizados (rs11545302, rs17552022,
rs4792311 y rs5030739). Los genotipos GA, TT, GG y GG en los SNPs
rs11545302, rs17552022, rs5030739 y rs4792311 respectivamente, se asocian

con los pardametros clinicos més agresivos.

4. En el genoma mitocondrial aunque se han descrito 125 polimorfismos.
De todos los polimorfismos encontrados, s6lo T16356C y C16278T poseen
diferencias estadisticamente significativas Ademas, algunos haplogrupos como L
(1, 2 & 3), M (1&5), C4al, H (11a, 1b & 2), 153, J2ala, T2b, U (2d, 2e, 5a &

6a), Wle y X2d; sélo se han encontrado en pacientes y no en controles.

5. Con la asignacion de los haplogrupos mitocondriales se puede aportar
siempre una informacién geografica a las muestras analizadas, ya que los

haplogrupos mitocondriales son exclusivos de regiones geograficas concretas.

6. El perfil genético de cada individuo en el cancer de prostata puede usarse
como un factor pronostico para tomar una decision en relacidon a dar unos
tratamientos menos espaciados en el tiempo y mas efectivos dependiendo del
genotipo del paciente. Aplicando tratamientos mas personalizados segun cada

poblacion y a cada genotipo.
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Conclusiones

“Se ha comprobado no solo lo complicado de este cancer por el
desconocimiento de su etiologia, sino también por los numerosos factores que
parecen intervenir en el desarrollo del mismo. Asi, se han destacado siempre
como principales factores de riesqgo, la existencia de familiares y el numero de
familiares afectados por cancer, pero también es importante el papel del
componente genético. Si a todo ello, sumamos variantes ambientales y raciales

hace necesario un estudio detallado de esta patologia en cada sociedad.”



CONCLUSIONS

1. RNASEL variants 197L, R462Q and D541E, with A/G, A/A and G/G
genotypes respectively are related to worst clinical characteristics and a faster

evolution of the tumour.

2. In MSR1 gene there are significant differences between patients and
controls in the SNPs rs1904577 and rs3747531. Genotypes CC, GG, AA, GG and
GG, are related to more aggressiveness of the cancer measured by the
presence of worst characteristics in clinical parameters such as (C and D stages,
Gleason score above 7 and PSA values higher than 4.1 ng/mL) in SNPs
rs12718376, rs918, rs1904577, rs2127565 and rs3747531 respectively.

3. ELAC2 gene there is significant differences between patients and controls in
all of the SNPs (rs11545302, rs17552022, rs4792311 and rs5030739). GA, TT,
GG and GG genotypes in SNPs rs11545302, rs17552022, rs5030739 and

rs4792311 are linked to more aggressive clinical features respectively.

4. In Mitochondrial DNA we have described 125 polymorphisms. Among all of
this polymorphisms only T16356C and C16278T presented statistical significant
differences .And haplogroups like L (1, 2 & 3), M (1&5), C4al, H (11a, 1b & 2),
I5a, J2ala, T2b, U (2d, 2e, 5a & 6a), Wle y X2d; have been only found in

patients.

5. By the analysis of mitochondrial haplogroups geographical information is
also added to these samples, due to the specificity of mitochondrial

haplogroups and geographical areas.

6. The genetic profile of each individual in prostate cancer could be used as a
prognosis factor in relation to giving some specific treatments to each patient

depending on its characteristics and genetic information. So it could be a first

203



204

Conclusions

step for a personalized medicine and treatment depending on each population

and genotype.

"To sum up, with this PhD, it is demonstrated that prostate cancer /s not only
complicated due to the unknown of its aetiology, but also for the high number
of factors that can affect the development of the cancer. There are some main
described risk factors, such as the presence of familial cases, but the genetic
component Is also important. However, If we add other variants such as
environmental factors, and ethnics it makes patent the need of a deeper

analysis of this cancer in each geographical region along the world.”
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ORIGINAL ARTICLE

Predictive value in the analysis of RNASEL genotypes in relation
to prostate cancer

M] Alvarez-Cubero', C Entrala?, F Fernandez-Rosado?, L] Martinez-Gonzalez®, JC Alvarez'?,
A Suarez*, JA Lorente!?® and JM Cozar*

!Laboratory of Genetic Identification, Legal Medicine and Toxicology Department, Facultad de Medicina, Universidad de Granada,
Granada, Spain; ’LORGEN GP, R & D Division, PT, Ciencias de la Salud - BIC, Granada, Spain; *Pfizer Center, University of
Granada, ]unta of Andalucia of Genomics and Oncology Research, Biomedical Research Center, Av. del Conocimiento s/n, Granada,
Spain and *Service of Urology, Universitary Hospital Virgen de las Nieves, Granada, Spain

BACKGROUND: We would like to compare the different RNASEL genotypes with the stage of the cancer using parameters
such as PSA levels, Gleason score and T-stage, and to develop a clinical protocol for the monitoring of the disease for trying a
better evolution of the patient.

METHODS: A total of 231 patients with sporadic prostate cancer and 100 of controls were genotyped in RNASEL gene by
sequencing the exons 1 and 3. A survey of clinical information was collected by a specialist following the Helsinki protocol.
All patients and controls were interviewed by a researcher and signed their informed consent to participation in the study,
which was approved by Ethics Committee of the hospital. The genetic information was processed and collected with an ABI
PRISM Genetlc Analyser 3130 using SeqScape software v.2.6. All the patients were analysed by comparing the genetic and
clinical data. y*-tests, Monte Carlo, Fisher tests and contigency tables were performed using SPSS v.15.0 and ARLEQUIN v.3.5
software on patient population.

RESULTS: Significant differences were found only between patients and controls in D541E, R461Q and I97L genotypes, the
remainder of the variants did not seem relevant to our population in contrast to other populations, such as north-Caucasians,
Afro Americans and Ashkenazi Jews. The genotypes associated with the worst prognoses are G/G in D541E, A/A in R462Q
and A/G in I97L. The controls were included in our study to determine an approximation of the genotype in our population
compared with the patients, but they did not account for the statistical process.

CONCLUSIONS: The genetic profile of patients with this cancer combined with other parameters could be used as a
prognosis factor in deciding to give more radical and frequent treatments, depending on personal genotype.

Prostate Cancer and Prostatic Diseases advance online publication, 15 November 2011; doi:10.1038/pcan.2011.56

Keywords: genetic profile; RNASEL; South European population

Introduction

An autosomal dominant cancer syndrome has been
discovered that is associated with the development of
renal carcinoma in patients with familial von Hippel-
Lindau (VHL) disease. VHL has also been shown to be
important in sporadic conventional renal cell carcino-
mas, with a large number of studies reporting potential
loss of VHL function as a result of allele loss, mutation,
and promoter methylation.'? It has been determined that
the presence of VHL gene mutations in tumour tissue
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from patients with sporadlc renal cell carcinoma, could
act as a prognostic factor.” Similar to renal carcinoma,
genes in prostate cancer that are relevant 1r1 familial
disease are also important in sporadic disease.*” A study
in African Americans and Hispanic Caucasians has
concluded that RNASEL genetic variants have a role in
prostate cancer risk.° The main genetic variants de-
scribed are missense mutatlons (R462Q and D541E), the
stop mutatlon (E265X)” and other variants such as
471delAAAG,® G265X, M1I” and 197L."° These studies
describe results in Caucasian (from northern Europe),
Jewish, African and American populations. However,
information about population of southern Europe is
lacking. A difficulty associated with prostate cancer is
the existence of different promoting factors, including
genetic, epigenetic and environmental influences, which
may be responsible for ethnic Varlatlons in the post-
induction progression of the disease."
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)

Some patients with levels of PSA not typically
predlctlve of poor progn051s after treatment, experience
progression of the disease.'” The main purpose of this
article is to provide genetic information to serve as a tool,
allowing the urologist to monitor each patient individu-
ally, depending on his genetic classification regarding the
RNASEL gene, to manage a specific population of
southern Europe.

Materials and methods

Study population and sample analysis

This study was supported by the Urology Department of
the University Hospital Virgen de las Nieves, Granada,
Spain. Men enrolled in this study were analysed by a
urologist, who also made notations about important
parameters for prostate cancer, such as PSA, T-score,
Gleason score, and information such as age and place of
birth. This project included unrelated adult Caucasian
males with recent diagnoses of prostate cancer, and
clinical diagnosis of primary adenocarcinoma of the
prostate was histopathologically confirmed after abnor-
mal serum PSA findings and lower urinary tract
symptoms (1 =231). Healthy, unrelated Caucasian men
(n=100) from the same geographic area with no history
of prostate cancer were enrolled as controls (no PSA
levels were detected and clinical evolution over some
years was followed to avoid including affected men with
prostate cancer as controls). Controls belonged to the
same age group as patients; they all were men with
health problems like renal lithiasis or andrological
problems, so PSA analysis was performed to dismiss a
possible prostate cancer. They all have normal PSA
values with blood levels below 4 mg ml™, as well as a
normal rectal touch. All these analysis confirmed that
selected controls had no prostate cancer. Furthermore,
men with family history of prostate cancer were
dismissed.

In this study, controls were used in the first stage of a
two-phase design (case—control study) to determine
which of the seven variants in RNASEL gene (M1],
G59F, 197L, S113S, 471delAAAG, 1220V, E262X, E265X,
S406F, R462Q, Y530C and D541E) were associated with
prostate cancer risk, and having genotype differences
between patients and controls. (Further details are
included in Table 2.) We have only selected the three
variants (D541E, R462Q and I97L), where genetic
differences between controls and patients were found.
At this point, we conducted a case—case analysis to
determine which of the variants associated with prostate
cancer risk are also associated with a specific phenotype.
This study was conducted from 2007 till the beginning of
2011, and informed consent was obtained from all the
patients and controls. Peripheral blood samples were
drawn from all participants into tubes containing K3-
EDTA. All, patients and controls, were interviewed by a
researcher and signed their informed consent to partici-
pation in the study, which was approved by Ethics
Committee of the hospital. Patient characteristics are
summarised in Table 1.

The analyses were performed by LORGEN.GP and
the Laboratory of Genetic Identification of Granada.
DNA from the samples was extracted from peripheral
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Table 1 Clinical characteristics of patients (n=231)

Variables Patients (n=231) %
Age at study

<69 171 74.03

70-79 49 21.21

>80 11 4.76
T stage

1 25 8.5

2 92 37.8

3 88 375

4 26 16.2
N stage

NO 187 63.2

N1 44 36.8
M stage

MO 170 76.3

M1 61 23.7
Gleason score

2-6 107 46.2

7-8 98 45

9-10 26 8.8
PSA levels, ng ml™

<10 49 23.3

10-19.99 51 23

>20 110 46.5

>100 21 7

The range of age at study is clustered in three groups whereas later in the
statistical analyses it is done in four ranges (<55, 56-60, 61-65, > 65) to have
a deeper analyses of the population.

blood using an organic extraction procedure by phenol/
chloroform/isoamyl alcohol and proteinase K. It was
purified using Microcon100 (Millipore, Billerica, MA,
USA). Quantification of extracted DNA was performed
by 0.8% agarose gel. To cover all variations in the
RNASEL gene (R462Q, D541E, E265X, 471delAAAG,
G265X, M1I and I97L), amplification of exons 1 and 3
was carried out with specific primers designed for these
regions (Table 1). The amplification was performed using
the AmpliTaq GoldPCR Master Mix (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA), which includes all the
chemical components, except the primers and template,
necessary for PCR, using a GeneAmp System2400
thermal cycler. Sequencing reactions were made only in
the samples in which an amplification band was
observed in a 2% agarose gel. Sequencing was generated
using ABI PRISMBigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequen-
cing Ready Reaction Kits (Foster City, CA, USA). The
amplicons were analysed using the ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems) automated DNA sequencer. Each
template was sequenced in both directions. The results of
the analysis were edited using the ABI PRISM SeqScape
v.2.6 software (Applied Biosystems).

Statistical analysis

For each single nucleotide, R462Q), D541E and I97L, allele
frequencies were compared with the y’-test using the
software package SPSS v.15.0 (Chicago, IL, USA). The
Hardy—-Weinberg equilibrium test and an analysis of the
linkage of the loci of the RNASEL  gene were performed
with ARLEQUIN v.3.5 software!® (Bern, Switzerland).



100% Patients A/A
100% Controls A/A
32.91% Patients G/G
52.32% Patients T/G
14.77% Patients T/T
36.11% Controls G/G
47.22% Controls T/G
16.67% Controls T/T

F: CTTCCCTCCCTAACAAGCCT
R: GCACCACCTTACCCTTCC

D541E (1623 T>G)

(1567-1772)
Y530C (A>G)

EXON 3

100% Patients C/C
100% Controls C/C
15.62% Patients A/A
50.63% Patients G/A
33.75% Patients G/G
16.67% Controls A/A
56.94% Controls G/A
26.39% Controls G/G

F: ATACCGCCCTATGATTGGCA
R: GCAGATCCTGGTGGGTGTATC

EXON1-R3 (1070-1459)
S406F (1217C>T)
R462Q (1384 G>A)

100% Patients delAAAG
100% Controls delAAAG

100% Patients A/A
100% Controls A/A
100% Patients G/G
100% Controls G/G
100% Patients G/G
100% Controls G/G

F: AATGTGAATTTGAGGCGAAAG
R: AGTTCAACAGCAAGCAGC

EXON1-R2 (449-848)
471 delAAAG

1220V (661 A>G)
E262X (784 G>T)
E265X (793 G>T)

100% Patients G/G
100% Controls G/G
100% Patients G/G
100% Controls G/G
0.85% Patients A/G
1.27% Patients A/C
96.17% Patients A/A
100% Controls A/A
100% Patients T/T
100% Controls T/T

EXONI1-R1 (1-377)
F: TGGTAGCAGGTGGCATTTAC

I97L (289 A>G)

Table 2 Studied mutations in locus HPC1 (1q24-q25) of the RNASEL gene

R: AAGCCATAAAAATCACACTCA

MI1I 3 G>A)
G59F (175 G>A)
51135 (339 T>C)
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Comparisons between each locus and clinical informa-
tions such as PSA, age, stage and Gleason score were
obtained with contingency tables using the y*-test, Monte
Carlo and Fisher exact test. In order to gain deeper ana-
lyses of the population, age was clustered into four
ranges (<55, 56-60, 61-65, >65) for statistical analysis,
however, some tables within this paper have a cluster of
age into three groups for easier interpretation.

Analysis of variance was also performed with the data.
All the data were represented using bar charts and other
plots generated by SPSS v.15.0.

Results

In the genetic analysis of all regions of the RNASEL gene
performed in this study, genetic differences were not
found between controls and patients in some mutations
(100% of patients and controls have the same genotype),
such as in variants M1I, G59F, S113S, 471delAAAG,
1220V, E262X, S406F and Y530C, whereas significant
differences were obtained in 1971, R462Q and D541E.
Therefore, statistical analyses were reduced to the above
three mutations.

There are some parameters for which P-value covers
the rate <0.05, which means the cut-point below where
results would be considered statistically significant.
These results imply that a significant association exists
among variables such as D541E with the stage of
the cancer (P-value <0.0001), PSA (P-value=0. 021)
and Gleason score (P-value=0.008); R462Q with age
(P-value = 0. 047), stage (P-value <0.0001), Gleason score
(P-value=0.001) and PSA (P-value=0. 015); and I97L
with PSA (P-value =0.002).

Further details for each single mutation and all the
parameters analysed are represented in bar charts
generated by SPSS v.15.0. (Figures 1 and 2).

80 =
Age ranges
[ =55
[] 56 -60
60 - ] 61-65
B 65
2
=4
2
&
w 404
o
=S
20 -

G/G T/G LI
D541E variant in RNASEL gene

Figure 1 Bar chart representation of D541E variants. Representa-
tion of groups according to age generated by SPSS V.15.0.
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Figure 2 Bar chart representation of R462Q variants. Representa-
tion of the variants in R462Q according to the Gleason score.

As can be seen in Figure 1, although D541E and age are
not statistically significant (P-value =0.986), the variant
T/G has a higher representation in patients >65 years
old (59.3%), whereas T/T has the lowest proportion in
this age range. In all, 21% of the patients were in the age
range 70-79, in contrast to the control population, which
had 12% in this age range. Analysis of the other clinical
parameters indicates that T/T has better clinical para-
meters, such as the absence of individuals in stage 4,
statistically significant with a P-value of <0.0001 and no
presence of Gleason score in the range of 8-10,
statistically significant with a P-value of 0.008 as well
as no measurements in the highest ranges of PSA
(>1000ng ml™), P-value =0.021. In contrast, the variant
G/G has the worst clinical prognosis. This variant
includes the highest proportions of stages 3 and 4
(35.1% and 20.3%, respectively contrasting with a
proportion of 16.4% and 7.4% in T/G; 9.7% and 0% in
T/T variant in stages 3 and 4, respectively), as well as the
highest prevalence of Gleason scores 7 and 8-10 (23 and
21.6% contrasting with proportions below 20% in the rest
of the variants). Similar results are found in PSA levels,
which reach the highest values in this variant, that is,
>20 and >1000ngml™ with a proportion of 23.3 and
8.7%, in contrast to proportions below 15 and 3% in the
other variants. Figure 1 shows that the lowest values
of age occur in the variant G/G; thus, the cancer will
have an earlier appearance and a worse prognosis in this
case. To confirm the results, an analysis of variance was
performed in age P-value: 0.898, stage of the cancer
(P-value <0.0001), Gleason score (P-value=0.012) and
PSA (P-value <0.0001). As can be seen, similar results
were obtained.

In R462Q), the means of lowest age as well as the worst
values of the clinical data analysed are located in A/A
variant. For example, with regard to cancer stage, higher
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values for stages 3 and 4 occurred with this variant
(around 80% of patients with A/A), and stages 1 and 2
were nearly non-existent (around 20% of patients with
A/A). However, stage 2 was highly prevalent with the
G/A variant (73%) and this genotype had a higher
proportion in patients >65 years old (58%) and in those
between 61-65 years-old (25%). Nevertheless, 88% of
controls are in the age range of <69 years old and 12% in
the range between 70-79 years old.

On analysing the groups of Gleason scores, the A/A
variant had the highest proportion of Gleason scores in
the range of 8-10 and the lowest proportion of 2-6.
However, there were also Gleason scores of 7 and 8-10
with the G/A and G/G variants. According to PSA
levels, the A/A variant also had the highest propor-
tion of PSA levels in the range of >20ngml” and
>1000ngml™ (32.4% and 14.7% in contrast to 13% and
2.8%; 15.9% and 1.4% in variant G/A and in variant
G/G, respectively).

In I97L, most variants were A/A; however, some
patients had A/G and A/C variants. The A/G variant
was initially related to worse clinical values, such as a
Gleason score of 7, although there were no statistically
significant differences (P-value=0.064), and PSA levels
were between 10.1-20ng ml™".

However, we would like to note that although PSA
values >50ngml™" are predictive of metastatic disease,
we have also added values above this range because we
have found them in our patient population.

Other statistic analysis such as the Hardy-Weinberg
equilibrium test and an analysis of the linkage of the loci
in the RNASEL gene were performed using ARLEQUIN
v.3.5 software.'® All of the variants are in Hardy-Weinberg
equilibrium, but we would also like to remark that
although the genotype distributions are in Hardy-
Weinberg equilibrium, they also have slight linkage,
which is normal for all the variants located in the same
gene. The three variants were evaluated for linkage-
disequilibrium (an example, 7* in the D541E variant is
0.3667). However, every single variant is located in the
same gene (RNASEL), so there is linkage heredity.

After analysing all the samples by the y*-test, and
confirming the data by the analysis of variance test,
we have performed multiple comparisons with contin-
gency tables and the adjustment was made by Fisher
exact test.

Discussion

Substantial evidence indicates that the aetiology of
prostate cancer involves an interaction among genetic,
environmental and dietary factors. However, having a
positive family history is the strongest epidemiological
risk factor for prostate cancer.” Among all the genes
described as relevant in the developing of prostate
cancer, the RNASEL gene has been highlighted as having
the greatest effect.”'*'> Many variants " described in
this gene, such as Arg462GIn, have been found to be
associated with sporadic prostate cancer risk among
Caucasians and African Americans.'® However, the same
variant (R462Q or Arg462GIn) has been found with
decreased familial prostate cancer risk in _a Japanese
population with the GIn/Gln genotype."” Similarly,



inconclusive results have been obtained with the
other variants, such as a study in a D541E in a northern
Indian population that found no assoc1at10n between
this variant and the risk of prostate cancer.'"® However,
other studies show an association between D541E and
prostate cancer risk. A study of a Japanese population'”
and studies of a European-American Caucasian
sample®'’ found a strong positive association with
prostate cancer and D541E. The results are diverse and
vary among populations and ethnic groups in relation to
RNASEL variants and others related to prostate cancer
risk as well as in the specific genotypes that confer
susceptibility.”

In our population of south Spain (European Cauca-
sians), the most relevant variants in the RNASEL gene
were D541E, R462Q and 197L. However, other variants,
such as E265X, M1l, 471delAAAG, G59F, S113S, 1220V,
S406F and Y530C have representative roles in the
development of prostate cancer_ m some populations,
such as Ashkenazi Jews,?! Finns®?* and African Amer-
icans,'” but there were no differences in our population
between patients and controls. For the variants (D541E,
R462Q and I97L), which have statistically significant
values, the genotypes that had the worst prognoses were
G/Gin D541E, A/A in R462Q and A /G in 1971, whereas
the ones that represented better clinical characteristics
were T/T in D541E, G/G in R462Q and A/C in I97L. A
similar study in R462Q has been carried out in other
populations, such as in Cleveland, Ohio and Detroit,
Michigan, where men who are heterozygous with respect
to the mutated allele were found to have a 50% greater
risk of prostate cancer than non- carr1ers, and homo-
zygotes had more than double the risk.'® Our study in
R462Q indicated that homozygotes with the A/A
genotype had worse clinical characteristics in prostate
cancer than individuals with the G/G genotype or with
the G/A genotype in the middle. A study of a Finnish
population found that variants R462Q and D541E had
an 1mp0rtant role in prostate cancer.”” However, con-
cerning in D541E in the Finnish population, the variant
that showed a higher correlation with prostate cancer
was G/T, whereas in our population it was G/G.

Both genetic and clinical data could confer relevant
information about the control of prostate cancer. This
work indicates that in each single population genetic
data for RNASEL gene have different prognosis values.
Meanwhile, different variants of the same region
analysed in the RNASEL gene have the same patholo-
gical evolution for prostate cancer, depending on the
population in which it is analysed. With all this data, we
may find genetic differences depending on the popula-
tion analysed. Moreover, these genetic data could be an
important tool in improving the clinical evolution of
patients affected by prostate cancer, but knowing that
prostate cancer is a polygenic cancer and further studies
in other genes will confer accurate information.

Knowing that patients with a specific genotype will
develop worse characteristic of this cancer than other
patients, will help us to focus on different clinical
treatments and attempt to avoid rapid progression of
the cancer and a decreased quality of life. As it can be
infered by the clinical data, the genetic profile in patients
with this cancer could be used as a prognostic factor for
decision making regarding more radical and frequent
treatment, depending on personal genotype.

Predictive value in the analysis of RNASEL genotypes
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Resumen

Objetivos: Mediante este estudio se pretende buscar una posible relacion genética en el cancer
de prostata esporadico, para intentar establecer subgrupos poblacionales en los pacientes en
funcion del genotipo encontrado y la agresividad del cancer.

Material y métodos: Doscientos treinta y un pacientes con cancer prostatico esporadico y 68
individuos control, todos seleccionados segun criterios de parametros clinicos (grado de PSA,
escala de Gleason...) por el urélogo especialista. Ambos grupos (pacientes y controles) han sido
genotipados mediante técnicas de secuenciacion en los exones 1y 3 del gen RNASEL.
Resultados: Se han encontrado diferencias significativas entre controles y pacientes en algunas
de las regiones genotipadas del gen RNASEL (I97L,D541E y R462Q).

Conclusiones: Gracias a la caracterizacion del perfil genético en determinadas regiones del
genoma, como el gen RNASEL, junto con la combinacion de los parametros clinicos y ambientales
podemos generar una medicina y seguimiento mas personalizado de cada individuo.

© 2011 AEU. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

RNASEL Study of Genetics of Prostate Cancer and its Relation to Clinical Staging

Abstract

Objectives: This study has aimed to find a possible genetic relationship between sporadic pros-
tate cancers. An attempt is made to establish population subgroups in patients based on the
genotype found and the aggressiveness of the cancer.

Material and methods: A total of 231 patients with sporadic prostate cancer and 68 controls
were selected. The subjects were selected by an urologist using clinical parameters such as PSA
level and Gleason score. Both groups (patients and controls) were genotyped in RNASEL gene
by sequencing the exons 1 and 3.
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Results: Statistically significant differences were found between controls and patients in some
of the genotyped regions of the RNASEL gene (I97L, D541E and R462Q).

Conclusions: Thanks to the genetic profile in some regions of the genoma, such as the RNASEL
gene, together with the combination of the clinical and environmental parameters, we can
suggest a care and more personalized follow-up of each patient.

© 2011 AEU. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccién

Aun siendo el cancer de préstata la patologia oncologica
con una de las mayores tasas de mortalidad entre la pobla-
cion masculina de Espana’?, posee caracteristicas como
una etiologia desconocida y una elevada variabilidad gené-
tica en funcidn de la localizacidn geografica’. La principal
complejidad de esta etiopatogenia radica en sus caracteris-
ticas multifactoriales, entre las que se destacan una amplia
variedad de factores genéticos y ambientales* que parecen
ejercer un papel importante en el desarrollo y evolucion de
la misma.

Se hace patente la necesidad de un estudio genético en
la poblacion que nos permita crear un factor de diagndstico
precoz y de predisposicion eficiente. Segln estas premi-
sas estamos disefiando un primer abordaje genético de este
cancer analizando mutaciones en genes relevantes como el
HPC1(1q24-925), que codifica para una Rnasa L, endorribo-
nucleasa que parece desempenar un papel relevante en la
apoptosis>~’ y especialmente en el desarrollo del cancer de
prostata’. De hecho, se han descrito determinados Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) en este gen que se desta-
can como relevantes en el desarrollo de esta patologia, asi
es el caso de 471delAAAG y Arg462Gln, entre otros, definidos
en poblaciones asiaticas®.

Mediante este estudio, por tanto, se pretende buscar una
posible relacion genética en el cancer de prostata espora-
dico que nos permita establecer subgrupos de agresividad
del cancer en los pacientes en funcion del genotipo encon-
trado en las variantes del gen RNASEL®.

Materiales y métodos

Desde 2007 se han analizado un total de 68 controles y
231 pacientes diagnosticados de cancer de prostata en este
proyecto. El estudio se ha llevado a cabo entre grupos del
Departamento de Medicina Legal, Toxicologia y Antropolo-
gia Fisica de la Universidad de Granada y el Servicio de
Urologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de
Granada. El grupo de pacientes esta compuesto por varo-
nes con cancer de prostata esporadico, diagnosticados por
el urdlogo de forma no consecutiva, sino aleatoria, para
que hubiera una muestra representativa de cada estadio
tumoral, tras la determinacion de parametros como PSA,
escala-T y escala de Gleason; ademas otros datos como el
lugar de origen del paciente y la edad fueron anotados. El
grupo control también fue seleccionado por el urdlogo espe-
cialista, siendo todos ellos individuos con niveles de PSA y
tacto rectal normales. Todos los sujetos fueron entrevistados

por un investigador y firmaron un consentimiento informado
segun la Declaracion de Helsinki para su participacion en
el estudio, previamente aprobado por el Comité Etico del
hospital. Para mayor informacion sobre los sujetos de este
estudio remitimos al lector a la tabla 1, en la que se presenta
la caracterizacion de los sujetos participantes en el estudio
seglin parametros de edad, estadios (T, N y M), escala de
Gleason y niveles de PSA.

Las muestras se tomaron en 2 formatos: muestras de
hisopado bucal y muestras de sangre periférica en EDTA
(200 wl). Ambas fueron procesadas mediante una extraccion
organica con fenol/cloroformo/alcohol-isoamilico y protei-
nasa K. Posteriormente se cuantificaron por RT-PCR (Applied
Biosystems 7500).

El procedimiento analitico ha sido la amplificacién y suce-
siva secuenciacion de 3 regiones dentro del exon 1 (1-377,
449-848, 1070-1459) y exon 3 (1567-1772) en el gen HPC1.
La informacion de los primers se expone en la tabla 2.

Mediante la secuenciacion del gen RNASEL (exdn 1y 3)
se intentaron cubrir todas las variantes del mismo descritas
hasta la fecha (R462Q, D541E, E265X, 471delAAAG, G265X,
M1l e 197L)>8. Para este proceso se usaron los reactivos
de amplificacion AmpliTag Gold®PCR Master Mix (Applied
Biosystems), en un termociclador GeneAmp System2400.
Posteriormente, en las regiones en las que se obtuvo una
amplificacion eficiente, se procedio al proceso de secuen-
ciacion. El proceso de secuenciacion se realizd usando el
kit ABI PRISM® BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing
Ready Reaction kit. Posteriormente se visualizaron los resul-
tados en un analizador genético ABI PRISM 3130 (Applied
Biosystems®). Los resultados del analisis fueron editados
mediante el uso del software ABI PRISM® SeqScape® v.2.6.

La base de datos se manejo con el paquete estadistico
SPSS v15.0.

Resultados

Del screening realizado al gen RNASEL se han analizado
las siguientes mutaciones: (M1l, G59F, 197L, S113S, Del 471
AAAG, 1220V, E262X, E265X, S406F, R462Q, Y530C, D541E).
No se han encontrado diferencias significativas entre indivi-
duos controles y pacientes en las variantes M11, G59F, I97L,
S113S, Del 471 AAAG, 1220V, E262X, S406F, Y530C y E265X
en nuestra cohorte de estudio. Sin embargo, si hemos obser-
vado diferencias en las regiones 197L, donde un 97,14% de
los pacientes presenta genotipo A/A igual que los controles,
mientras que un 2,07% presenta variantes diferentes (A/G y
A/C); en la region R462Q un 43,81% presenta G/G frente a
un 26,3% de los controles, 50,4% G/A frente a un 56,9% en
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Tabla 1 Informacion clinica de pacientes y controles de este estudio

Variables Pacientes (%) Controles (%)
n=231 n= 68
Edad
<60 41 17,7 28 41,2
60-69 130 56,3 32 47,1
70-79 49 21,2 8 1,2
>80 11 4,8 0 0
Estadio T
T1 25 8,5 ND ND
T2 92 37,8 ND ND
T3 88 37,5 ND ND
T4 26 16,2 ND ND
Estadio N
NO 187 63,2 ND ND
N1 44 36,8 ND ND
Estadio M
MO 170 76,3 ND ND
M1 61 23,7 ND ND
Escala Gleason
<4 15 5 ND ND
4-6 92 41,2 ND ND
7-8 98 45 ND ND
9-10 26 8,8 ND ND
Niveles PSA (ng/ml)
<20 100 46,3 ND ND
20-40 50 19,9 ND ND
> 40 81 33,6 ND ND

n: numero total de individuos; ND: no determinado; ng/ml: nanogramos/mililitro.

los controles y variante A/A 15,3% en los pacientes frente
a un 16,6% en los controles; en la region D541E encontra-
mos un genotipo predominante en los pacientes de T/G del
52,5% frente al 47,2% en los controles, un genotipo T/T en el
14,9% de los pacientes frente al 16,6% en los controles y un

Discusion

Segun los datos obtenidos hemos descartado determinadas
mutaciones como M1l, G59F, I97L, S113S, Del 471 AAAG,

genotipo G/G del 32,4% en los pacientes frente a un 36,1%

Q5 en los controles.

Al relacionar nuestros hallazgos de genotipado con las
caracteristicas clinicas de los pacientes encontramos que:

1220V, E262X, E265X, S406F, R462Q, Y530C, D541E, que
sin embargo son predominantes en otras poblaciones como
Israel, Finlandia y Alemania'®'?, y en nuestra poblacion
presentan igual perfil genético tanto en controles como
en pacientes, por lo que no nos sirve como herramienta
para poder diferenciar estos grupos poblacionales. Por
tanto, estos SNP del gen RNASEL se descartan por si solos
en la poblacion sureuropea como factor de riesgo, pues

1. la mutacion AA por GG en R462Q (que cambia la sin-
tesis aminoacidica: arginina por glicina) se asocié con
enfermedad avanzada, esto es T3-4, N1, M1 (p<0,02).

2. la mutacion GG por TT en D541E (que provoca el
cambio aminoacidico: aspartato por glutamato) se aso-
ci6 significativamente con enfermedad metastasica (M1)
(p<0,01).

Para mayor detalle véase la tabla 3.

Como podemos ver en la figura 1 la aparicion de un cam-
bio de una base A o G en la secuencia del gen HPC1 conlleva
la aparicion de una mutacion (R).

Tabla 2 Secuencia de primers gen HPC1 (RNASEL)

Primers HPC1

Secuencias del primer (5’—3’)

Exon 1-1 (F) TGGTAGCAGGTGGCATTTAC
Exon 1-1 (R) AAGCCATAAAAATCACACTCA
Exon 1-2 (F) AATGTGAATTTGAGGCGAAAG
Exon 1-2 (R) AGTTCAACAGCAAGCAGC
Exon 1-3 (F) ATACCGCCCTATGATTGGCA
Exén 1-3 (R) GCAGATCCTGGTGGGTGTATC
Exon 3 (F) CTTCCCTCCCTAACAAGCCT
Exon 3 (R) GCACCACCTTACCCTTCC

F: forward); R: reverse.
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Tabla 3  Resultados de los genotipos estudiados y estadio del cancer

Exon Posicion nucleotidica Cambio Cambio aminoacido Genotipo (variantes) Pacientes % Controles % EstadioTNM
Loc/Av
1 3 G>A Met > Ile M1l (GG,GA,AA) 100% GG 100% GG
1 175 G>A Gly > Phe G59F (GG,GA,AA) 100% GG 100% GG
1 289 A>G Ile>Leu 197L (AA,AG,GG, AC) 97,93%AA 100% AA
1,030%AG
0% GG
1,030%AC
1 339 T>C Ser > Ser S$113S (TT,TC,CC) 100% TT 100% TT
1 471 Del Frame shift Del471AAAG 100% AAAG/AAAG 100% AAAG/AAAG
AAAG (AAAG/AAAG,
AAAG/DelAAAG,
DelAAAG/DelAAAG)
1 661 A>G Ile > Val 1220V (AA,AG,GG) 100% 100% AA
AA
1 784 G>T Glu> Stop E262X (GG,GT,TT) 100% 100% GG
GG
1 793 G>T Glu > Stop E265X (GG,GT,TT) 100% 100% GG
GG
1 1217 C>T Ser > Phe S406F (CC,CT,TT) 100% 100% CC
CcC
1 1384 G>A Arg>Gln R462Q (GG,GA,AA) GG 34,18% GG 26,39% GG (NS)
GA 50,42% GA 56,94% 54 vs 46% GA (p<0,01)
AA 15,38% AA 16,67% 41% vs 59%
AA (p<0,01)
37 vs 63%
3 1589 A>G Tyr>Cys Y530C (AA,AG,GG) 100% 100% AA
AA
31623 T>G Asp>Glu D541E (TT,TG,GG) TT 14,95% TT 16,67% TT (NS)
TG 52,56% TG 47,22% 52 vs 48%
GG 32,47% GG 36,11% TG (p<0,02)
44 vs 56%
GG (p<0,02)
43 vs 57%

A: adenina; Arg: arginina; Asp: acido aspartico; C: citosina; Cys: cisteina; Del: delecion; Estadio TNM loc/Av: estadio TNM localizado versus avanzado; G: guanina; Gln: glutamina; Glu:
acido glutamico; Gly: glicina; Ile: isoleucina; Leu: leucina; Met: metionina; NS: no significativo (indica valor no significativo entre las variables comparadas); Phe: fenilalanina; Ser: serina;
Stop: codon de parada; Tyr: tirosina; Val: valina.
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Figura 1

son idénticos en individuos afectados y no afectados.De las
mutaciones en las que hemos obtenido diferencias entre
controles y pacientes (197L, R462Q y D541E), los genotipos
predominantes son diferentes a los preexistentes en otras
poblaciones europeas'*~'¢. Gracias a los resultados de
estos SNP se podria caracterizar genotipicamente a los
individuos del Sur de Europa y diferenciarlos genética-
mente de otras poblaciones. Con respecto a las diferencias
encontradas en las variantes 197L, D541E y R462Q entre
pacientes y controles se puede encontrar, tras un analisis de
la literatura, otros estudios que comunican resultados en
nuestra misma linea de trabajo. Madsen en 2008 describio
que la mutacion 197L es de tipo missense y se localiza en

s Q6 el sitio de repeticion 3 y 7 del dominio anquirina del gen
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RNASEL". Al igual que el grupo de mutaciones descritas con
anterioridad (M11, G59F, S113S, Del 471 AAAG, 1220V, E262X,
E265X, S406F, Y530C) se sefialaba como una mutacion con
un efecto importante en el cancer de proéstata, sin embargo
pocos estudios han conseguido resultados positivos que
lo avalen' y la mayoria no encuentran diferencias en la
actividad de la enzima Rnasa L. Muchos de los estudios
se han realizado también en canceres de cérvix, cabeza,
cuello y mama, encontrando resultados similares a los
del cancer de prostata'. Nuestros resultados apoyan los
encontrados por Xiang en 20038 en el cancer de préstata.

La mutacion missense R462Q: (rs486907) es de tipo ger-
minal, también denominada Arg462Gln, lo que significa una
sustitucion de una glutamina por una arginina en el codén
462 (una guanina pasa a adenina, fendmeno conocido como
transicion nucleotidica en la base 1385). Segln algunos
estudios' parece que esta variante provoca una disminucion
de la actividad enzimatica en el gen RNASEL con respecto
a la variante wildtype, lo que puede estar implicado en la
carcinogénesis prostatica.

En el mismo estudio de Casey en 2002' se sefalan a los
varones heterozigotos con un 50% mas de riesgo de pade-
cer este cancer al compararse con los individuos que no
portan ninguna alteracion, y este riesgo aumenta hasta el
doble en individuos homocigotos. Sin embargo, la dificul-
tad y variedad de este cancer se hace patente al consultar
otros estudios. Resultados derivados de los trabajos de Xiang
et al."® indican que la variante R462Q reduce la habilidad
de la enzima RNASEL para generar la respuesta apoptotica
como respuesta a la activacion de la enzima 2-5 A. Otros
estudios en poblaciones suecas, sin embargo, no encuentran
diferencias significativas entre controles y pacientes en esta
variante'?. Nuestros resultados refuerzan las hipotesis de

Enmarcado en el cuadro SNP que difiere de la secuencia normal del gen HPC1.

los trabajos de Xiang y Casey, ya que también encontramos
mutaciones en esta region que pueden afectar la eficiencia
de la enzima RNASEL, y ademas relacionandose con estadios
de la enfermedad avanzados'’.

Por ultimo, la mutacion missense D541E (rs627928): al
igual que hemos visto en los ejemplos anteriores, segln
la poblacion en la que enfoquemos el estudio, podemos
obtener unos resultados diferentes. En este caso, en pobla-
ciones japonesas se ha encontrado un aumento de riesgo
para el cancer de prostata en individuos que poseen esta
variante?®, mientras que otros estudios no encontraron este
tipo de asociacion, como es el caso de estudios en pobla-
ciones europeas'’'4?' | en los que se han descrito casos de
mayor riesgo de cancer de prostata en individuos con al
menos una componente del alelo G y una disminucion de
un 36% de riesgo en varones homocigéticos para el alelo T"°.
Nuestro estudio confirma estos hallazgos en pacientes del
Sur de Europa, en donde no se habia abordado el estudio
de este gen RNASEL. Al igual que en la variante R462Q, la
variante d541E se asoci6 a pacientes con enfermedad avan-
zada, concretamente aquellos con metastasis (M1).

En definitiva, y en funcion de los datos preliminares de
este estudio, podemos inferir que: las mutaciones del gen
RNASEL (en R462Q y D541E) producen cambios en la sintesis
de los aminoacidos proteicos o naturales codificados por el
genoma, que pueden inducir cambios en la biologia intrace-
lular del cancer de proéstata; los pacientes que presentaron
estas mutaciones tuvieron un estadio de la enfermedad
significativamente mas avanzado; las mutaciones descri-
tas pueden estar relacionadas con la agresividad tumoral
y podrian ser propuestas, de confirmarse estos datos, en
series mas amplias como factores pronosticos de progresion;
se han descrito situaciones similares recientemente en el
supresor de tumores ARLTS1 (localizado en el gen 13q14.3),
cuya variante Cys148Arg (T442C) parece aumentar la sus-
ceptibilidad a padecer cancer de prostata esporadico y/o
hereditario??.
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