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ESTUDIO DE REORDENAMIENTOS INESTABILIDAD DE
MICROSATELITES EN ADN TUMORAL

El sistema de reparacion del ADN por apareamiento
erroneo ( mismatch repair)

Las células humanas poseen mdltiples sistemas
complementarios capaces de reparar alteraciones del ADN,
espontaneas o inducidas por agentes externos, asi como errores
producidos durante la replicacion. La tasa de error intrinseca de las
DNA polimerasas es del orden de 1 por cada 10%-10° nucleétidos
incorporados. Sin embargo, gracias a estos sistemas, la tasa efectiva
de mutacion se reduce a 1 de cada 10° y 10'° bases en cada division
celular.

En concreto, el sistema de reparacion por apareamiento
erréneo ( mismatch repair o MMR) se encarga de la reparacion de
errores pequenos de secuencia, de entre 1 y 4 pares de bases,
producidos durante la replicacion del DNA. Cuando, durante la copia
de la hebra molde de DNA, se incorpora un nucleotido erréneo, se
produce una error de apareamiento (mismatch) entre las hebras
madre e hija. Este error provoca una alteracion en la estructura de la
doble hebra que puede ser reconocida y reparada por los enzimas
del sistema MMR.

En humanos, los componentes principales del MMR son dos
heterodimeros proteicos: MutS y MutL. ElI dimero MutSa esta
formado por el producto de los genes MSH2 y MSH6, y es capaz de
reconocer los errores de apareamiento. MutLa, constituido por las
proteinas codificadas por los genes MLH1 y PMS2, se une entonces
al dimero MutS vy recluta al resto de proteinas necesarias para la
correccion del error: exonucleasa, DNA polimerasa y pinza
replicativa, entre otras. El complejo es capaz de reconocer la hebra
de DNA de nueva sintesis, eliminar varios nucleo6tidos consecutivos
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en torno al error y resintentizar de nuevo esta hebra, evitando de esta
forma que se consolide la mutacion.

A single mismatch

MutSa ADP
MSH2 ({3, MSHS
Ij/)\ ADR MutLo
ADPQ | MSHAT SN s MLH1 PMS2
. Daughter strand Y e S ) : f N 7y & ) i % ;
S TR I . — ||||:|ﬁ|||| I Iy s — 3. i1
~ L i’ = _ y =
Template strand / e e oV e

ATP

B Exonuclease complex and resynthesis

Exo-
Hiiclease L DNA Excised DNA

polymerase npucleotides polymerase
1 }l 1 I}II PCNA

i )
5; ? — IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII' IIIIIIIIIIIIIIIIII‘I\ 4
3: g LU a3 i 1) TITTITP

PCNA

Figura 1. Representacién esquematica del funcionamiento del sistema mismatch
repair (de Sinicrope y Sargent, 2012).

Existen otros heterodimeros MutS y MutL diferentes, que participan
en la reparacién de apareamientos erroneos de mayor longitud y
otros tipos de apareamientos erréneos.

Mismatch repair e inestabilidad de microsatélites (MSI)

Los microsatélites son secuencias localizadas a lo largo de
todo el genoma, constituidas por un namero variable de repeticiones
(de 5 a 50) de un motivo de 1 a 6 pares de bases (e
TATATATATATATATA...). Estas secuencias son particularmente
propensas a errores durante la replicacion, especialmente pequefas
inserciones y deleciones, debido a la formacion de estructuras
secundarias aberrantes y al deslizamiento de la polimerasa en estas
regiones repetitivas.

En condiciones normales, el sistema MMR es capaz de
reconocer y reparar estos errores. Sin embargo, si una ceélula tiene
un defecto en el funcionamiento de este mecanismo de reparacion
(dMMR), serd propensa a desarrollar mutaciones en estas
secuencias repetitivas. A lo largo de mdltiples ciclos de replicacion,
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la poblacion celular con el defecto acumulara variaciones en la
longitud de secuencia de sus regiones microsatélite. Este fendmeno
se conoce como inestabilidad de microsatélites (MSI).

Tumores con inestabilidad de microsatélites

En algunos tipos tumorales, especialmente canceres
colorrectales y de endometrio, la carcinogénesis es consecuencia de
un defecto en el funcionamiento del sistema MMR, de forma que
presentan inestabilidad de microsatélites a nivel genético.

Los microsatélites se encuentran repartidos por todo el
genoma, incluso dentro de las secuencias codificantes de genes. A
lo largo de la progresion neoplasica, se acumulan mutaciones,
generalmente inactivantes, en estos genes, algunos de ellos
implicados en la carcinogénesis.

Los tumores con inestabilidad de microsatélites forman un
subgrupo diferente de otros tumorales. Por norma general,
constituyen un tipo tumoral menos agresivo y de mejor prondstico.
Ademas, desarrollan un conjunto de interacciones particulares con
el sistema inmune y tienen un comportamiento biolégico Unico, lo que
les hace susceptibles de ser tratados con toda una bateria de nuevos
farmacos.

Causas moleculares de la inestabilidad de microsaté lites y
tumores hereditarios

En general, cualquier defecto de funcion permanente en alguno
de los genes del sistema MMR puede dar como resultado un fenotipo
MSI positivo. Estos defectos pueden darse como consecuencia de
alteraciones a nivel somatico o de mutaciones heredadas.

Los defectos soméaticos son los mas frecuentes y, en
concreto, la causa mas comun es la hipermetilacion del de
promotor gen MLH1. Esta alteracion epigenética provoca la
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represion de la expresién de este gen y con ello el fallo en todo el
mecanismo de reparacion.

En un 20-30% de todos los tumores MSI positivos (alrededor
de un 3% de todos los canceres colorrectales ), el defecto en el
sistema MMR es resultado de mutaciones heredables en alguno de
los genes del sistema (MLH1 y MSH2, y, mas raramente, MSH6 y
PMS2). También se han descrito casos de alteraciones epigenéticas
heredables en alguno de estos genes.

En cualquiera de los casos, estos defectos hereditarios en el
sistema MMR son responsables de un trastorno genético autosémico
dominante conocido como sindrome de Lynch . Los individuos que
poseen una de estas mutaciones (0 epimutaciones) tienen un
elevado riesgo de desarrollar cancer de colon no polipdésico y otros
tipos de cancer, incluido endometrio, ovario, estbmago, intestino
delgado, tracto hepatobiliar, tracto urinario superior, cerebro y piel.

Analisis de la MSI en la Unidad de Patologia Molecu lar
(servicio de anatomia patoldégica HUMT vy area de gen ética de

Catlab)

En el servicio de Anatomia Patoldgica se realiza la fijacion y
preparacion de la muestra tumoral, y el estudio de expresion de los
genes del sistema MMR, mediante inmunohistoquimica.
Posteriormente, el patdlogo hace una seleccién de los cortes de
parafina mas adecuados para el estudio molecular, con la mayor
representacion posible de tejido tumoral, indispensable para alcanzar
un rendimiento diagndstico 6ptimo. Una vez seleccionada, la muestra
se remite al laboratorio de Genética de Catlab, para el estudio de
inestabilidad de microsatélites.

El andlisis se basa en la evaluacion de una serie de marcadores
microsatélites cuasimonomorficos, esto es, que no poseen apenas
variabilidad en su nimero de repeticiones a nivel poblacional.

Tras una extraccion automatizada del DNA de la muestra
parafinada de tejido tumoral, se realiza una amplificacion por PCR de
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los microsatélites de interés. Para ello se utilizan como cebadores
oligonuclotidos marcados fluorescentemente, flanqueantes a las
secuencias microsatélite.
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Figura 2. Esquema del disefio de cebadores para la PCR de MSI i de los productos
obtenidos. Las flechas negras representan los cebadores de la reaccién. En colores
verde, azul y amarillo se esquematizan los diferentes fluorocromos.

Como producto de esta reaccion se obtienen millones de copias
de cada microsatélite, cada una con un tamafo que dependera del
namero de repeticiones del motivo repetitivo en el DNA amplificado.

Este producto de reaccion se somete a electroforesis capilar en
un secuenciador automatico, capaz de separar estos fragmentos por
tamafio y mostrar el resultado de la separacibn en un
electroferograma (Figura 3).

Idealmente, cuando no existe inestabilidad de microsatélites,
cada uno de los 5 marcadores se observa como una montafa del
color del fluorocromo usado en la amplificacion, formada por un pico
principal y varios picos secundarios flanqueandolo (ver Figura 3,
arriba), que son resultado inserciones y deleciones producidas in vitro
por el deslizamiento de la DNA polimerasa. En el electroferograma,
cada marcador se puede identificar por su color y por el rango de
tamanos en el que se localiza.

Para valorar la inestabilidad de microsatélites en una muestra
tumoral, el patrén de picos observado se compara con el de un
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control estable, idealmente un DNA de sangre periférica del mismo
paciente.
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Figura 3. Comparativa de muestra de tumor de colon MSI positivo (abajo) con
muestra de sangre del mismo paciente (arriba) como control estable. A la izquierda,
en cada imagen, los 5 marcadores microsatélites analizados. Los cuatro picos de la
derecha corresponden a marcadores polimorficos, empleados como control de
calidad y de emparejamiento de muestras un mismo paciente.

Para cada microsatélite se evalla la inestabilidad
individualmente. Un microsatélite se considera inestable cuando se
produce una distorsién en la forma de la montafia de picos, con
formas no simétricas o aparicion de picos principales adicionales,
flanqueados por picos secundarios menores. Un tumor se considera
MSI positivo, cuando se observa inestabilidad en al menos dos de los
cinco (40 %) marcadores analizados.

Finalmente se emite un informe integrado firmado por los
facultativos de anatomia patoldgica y de genética.
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