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La glia es el tejido conectivo especializado del sistema nervioso central (SNC)
encargado del mantenimiento, proteccion y nutricion de las neuronas. Existen tres tipos
de células gliales: los astrocitos, los oligodendrocitos y las células del epéndimo. Los
astrocitos tienen forma estrellada y se encargan de proporcionar soporte fisico a las
neuronas y fagocitar los desechos del cerebro, los oligodendrocitos proporcionan
soporte a los axones y producen la vaina de mielina que aisla a la mayoria de los
axones entre si, y las células del epéndimo revisten el conducto central de la médula

espinal y los ventriculos cerebrales.

Una vez que el sistema nervioso se ha desarrollado completamente, las neuronas
pierden su capacidad de dividirse y diferenciarse, mientras que las células gliales
mantienen la capacidad de proliferar a lo largo de la vida. Por ello, la mayor parte de
los tumores neurologicos en adultos son de origen glial, denominandose genéricamente

gliomas (1, 2).

Célula madre neural

/-“'“‘-.‘ Activacion (.]L‘ rutas
r’ (}[l(‘(‘lgl:‘l'lll)ii?i
. . /Célula madre tumoral
Célula progenitora

neuronal

Célula
progenitora glial

GLIOMA

Oligodendrocito

Neurona

Astrocito

Figura 1. Esquema del desarrollo de las células neuroectodermales y del proceso de
gliomagénesis.
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Los modelos de gliomagénesis clasicos postulaban que las células tumorales
cerebrales derivaban de la transformacion de células neurales maduras como astrocitos,
oligodendrocitos o neuronas maduras, o a partir de células precursoras indiferenciadas
que sufrian diversas alteraciones genéticas (3). En la actualidad, se ha sugerido que los
gliomas pueden originarse a partir de células madre tumorales derivadas de células
madre neurales, células progenitoras o a partir de la desdiferenciacion de células

neurales maduras debido a la activacion de distintas rutas oncogénicas (Figura 1) (4, 5).

1. CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE SNC

En la actualidad, se conocen méas de 120 tipos de tumores cerebrales segun la
National Brain Tumor Society. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido una clasificacion de los tumores de SNC en funcion de su histologia y su
grado de malignidad (Tabla 1) (6).

El grado de malignidad estd determinado por el nivel de diferenciacion del
tumor, la presencia 0 no de nucleos atipicos, la actividad mitética, el grado de
proliferacion endotelial y la presencia de zonas de necrosis; y predice el
comportamiento bioldgico del tumor, su respuesta a terapia y la evolucion del paciente
(6). Asi, los tumores de grado | normalmente tienen un comportamiento benigno, con
bajo potencial proliferativo y, en la mayoria de los casos, pueden ser eliminados
completamente con cirugia. Los tumores de grado Il son generalmente infiltrantes vy,
aunque tienen baja actividad proliferativa, suelen recurrir y tienden a progresar a grados
mayores de malignidad. Los tumores de grado Ill son tumores con clara evidencia
histolégica de malignidad, incluyen nicleos atipicos y poseen elevada actividad
mitotica. Y por ultimo, los tumores de grado 1V son los de mayor grado de malignidad,
muy activos mitoticamente, con proliferacion vascular, regiones de necrosis y

altamente infiltrantes extendiéndose rapidamente por los tejidos adyacentes.
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Tabla 1. Clasificacion de la OMS de los tumores de SNC mas frecuentes.

TUMORES NEUROEPITELIALES
Tumores astrociticos

Astrocitoma pilocitico (grado I)
Astrocitoma difuso (grado I1)
Astrocitoma anaplasico (grado I1)
Glioblastoma multiforme (grado V)
Astrocitoma subependimario de células
gigantes (grado 1)

Xantoastrocitoma pleomorfico (grado 11)
Tumores oligodendrogliales
Oligodendroglioma (grado I1)
Oligodendroglioma anaplasico (grado Il1)
Tumores oligoastrociticos
Oligoastrocitoma (grado 1)
Oligoastrocitoma anaplasico (grado IlI)
Tumores ependimales

Subependimoma (grado 1)

Ependimoma mixopapilar (grado 1)
Ependimoma (grado I1)

Ependimoma anaplésico (grado I1)

Tumores embrionarios

Meduloblastoma (grado 1V)

Tumores neuroectodermales primitivos del
SNC (PNET) (grado 1V)

Tumor rabdoide/teratoide atipico (grado 1V)
TUMORES DE LOS NERVIOS
CRANEALES Y PARAESPINALES
Schwannoma (grado 1)

Neurofibroma (grado )

Perineurioma (grado I, 11 y I11)

Tumor de la vaina nerviosa periférica
maligno (MPNST) (grado Il, 11y IV)
TUMORES DE LAS MENINGES
Meningioma (grado )

Meningioma atipico (grado I1)

Meningioma anaplasico (grado Il1)
Hemangiopericitoma (grado I1)
Hemangiopericitoma anaplasico (grado I11)

Hemangioblastoma (grado I)

2. EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA DE LOS TUMORES DE SNC

Los tumores primarios malignos de SNC representan aproximadamente el 2%
de todos los tumores humanos (datos GLOBOCAN 2008) (7). La incidencia anual en
los paises occidentales y Norteamérica es de aproximadamente 6-11 casos por cada
100000 habitantes en hombres y de 4-11 casos nuevos en mujeres (8). En las ultimas
décadas se ha producido un aumento de la incidencia y mortalidad de este tipo de
tumores, principalmente entre nifios y ancianos, debido en gran parte a las mejoras en
la deteccion de estos tumores con las técnicas de diagnostico de imagen. En Espafia, la
tasa de incidencia de tumores malignos de SNC es de 8.1 en hombres y 5.4 en mujeres
por cada 100000 habitantes (datos EUCAN 2008, IARC International agency for

research on cancer).
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La incidencia de tumores cerebrales malignos es mayor en hombres que en
mujeres, mientras que las mujeres presentan una mayor incidencia de tumores
cerebrales no malignos, principalmente meningiomas (9). La distribucion de los
distintos tipos de tumores varia también segun el grupo de edad. Asi, los
meduloblastomas y los gliomas de bajo grado son los tumores cerebrales pediatricos
mas frecuentes, mientras que en adultos los tumores mas comunes son los meningiomas
y los gliomas de alto grado (9). Ademas, existen diferencias en cuanto a la raza, siendo

mas frecuentes los gliomas malignos en personas de raza blanca que negra (2).

La etiologia de estos tumores es, en general, desconocida. Los factores de riesgo
clasicos como el tabaco, el alcohol, la dieta o factores de riesgo ocupacionales no
parecen tener relacion con este tipo de tumores (8-10). El Unico factor de riesgo
claramente establecido es la exposicion a radiacion ionizante (8-11). Recientemente se
ha relacionado la exposicion excesiva a los campos electromagnéticos producidos por
los teléfonos maviles con la aparicion de tumores cerebrales, aunque esta asociacion no

es concluyente (12).

Existe una predisposicion genética a desarrollar tumores cerebrales en familias
portadoras de mutaciones germinales en genes asociados a sindromes hereditarios poco
frecuentes. Entre ellos se encuentran el sindrome de Li-Fraumeni (mutaciones en el gen
TP53), la neurofibromatosis tipo 1 y 2 (genes NF1 y NF2), la esclerosis tuberosa 1y 2
(genes TSC1 y TSC2), el retinoblastoma (gen RB), el sindrome de VVon Hippel-Lindau
(gen VHL), el sindrome de Lynch (genes del sistema de reparacion MMR) o el
sindrome de Cowden (mutaciones en PTEN) (13-15). Sin embargo, Unicamente el 5%
de los pacientes con tumores de SNC tienen una historia familiar y, en la mayoria de

los casos, no han sido identificadas las causas genéticas (2).

Se han descrito también diversos polimorfismos en genes implicados en
procesos de reparacion del DNA (ERCC1, ERCC2, PRKDC, MGMT o XRCC?7),
metabolismo de carcindgenos (CYP2D6 o GSTT1) o en la regulacion del ciclo celular
(MDM2, TP53 0 CDKN2B) relacionados con el desarrollo de gliomas (8-10, 16).
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3. TUMORES ASTROCITICOS

Los tumores de origen neuroepitelial engloban un subgrupo de neoplasias
conocidas como gliomas, que derivan de las células de la glia necesarias para el
mantenimiento, proteccién y nutricion de las neuronas. Los gliomas representan el 30%
de todos los tumores intracraneales y el 80% de los tumores cerebrales malignos (17).
Los astrocitomas son los gliomas méas frecuentes en el adulto (mas del 80%), y
comprenden tanto tumores con bajo grado de proliferacién e infiltracion a los tejidos
adyacentes como tumores altamente agresivos. Todos ellos presentan una elevada
heterogeneidad morfologica y geneética que aumenta a medida que la anaplasia se hace
mayor, son bastante resistentes al tratamiento con radio y quimioterapia y, en general,

tienen un prondstico desfavorable.

Astrocitoma Pilocitico (grado I): es el tumor cerebral mas frecuente en la
infancia con una edad media de aparicion entre los 15-20 afios. La mayor parte es estos
tumores se eliminan completamente con cirugia y responden bien a tratamientos de
radio y quimioterapia. Tienen un prondstico muy bueno, con una supervivencia mayor
del 95% a los 10 afios (18).

Astrocitoma Difuso de Bajo Grado (grado Il): representa aproximadamente
el 5-10% de los gliomas. Se desarrolla en adultos jovenes entre los 30-45 afos y puede
localizarse en cualquier parte del SNC, aunque muestra preferencia por los hemisferios
cerebrales. Son tumores bien diferenciados pero tienden a infiltrarse difusamente en las
estructuras cerebrales circundantes (Figura 2). Se caracterizan por un crecimiento lento
pero continuo que normalmente evoluciona a astrocitomas de mayor grado de
malignidad (astrocitoma anaplasico o glioblastoma), asociado a la acumulacion de
diversas alteraciones genéticas (6, 19). El tratamiento estandar es la extirpacion
quirargica del tumor y posterior tratamiento con radioterapia (20). En el caso de los
astrocitomas de bajo grado que recurren y comienzan a progresar a formas mas
malignas se tratan ademas con quimioterapia (temozolamida o PCV), pero presentan
una tasa de respuesta baja (21). La supervivencia media de estos pacientes es de 5-10
afios (18).
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Figura 2. Astrocitoma de bajo grado (tincion hematoxilina-eosina).

Astrocitoma Anaplasico (grado 111): constituye el 10-15% de los gliomas
adultos. Se considera una progresion del astrocitoma de bajo grado, aunque en la
mayoria de los casos se diagnostica sin que se detecte el tumor precursor. Se desarrolla
también en cualquier parte del SNC, mostrando predileccion por los hemisferios
cerebrales, y suele aparecer en torno a los 45-50 afios (6). Estos tumores son altamente
infiltrantes y muestran una gran heterogeneidad morfolégica con nucleos atipicos y una
elevada actividad mitética (Figura 3). El tratamiento general de los astrocitomas
anaplasicos es la reseccion completa del tumor mediante cirugia y posterior tratamiento
con radioterapia y temozolamida, siguiendo protocolos similares a los estandares
establecidos para el tratamiento de los glioblastomas (22, 23), aunque el uso y beneficio
del tratamiento con quimioterapia en estos pacientes no esta del todo claro (2, 24).
Independientemente del tratamiento elegido, mas del 80% de los astrocitomas
anaplésicos tienden a recurrir y a progresar a glioblastomas, y presentan una mediana

de supervivencia de 1.5-2 afios (18).

Figura 3. Astrocitoma anaplasico (tincion hematoxilina-eosina).

Glioblastoma Multiforme (grado 1V): es el tumor més frecuente y mas
agresivo de SNC. Representa el 20% de todos los tumores intracraneales y el 60% de

los gliomas. Los glioblastomas son tumores muy heterogéneos, presentan una

20



iNTR ODVCCiON

proliferacion celular incontrolada, focos de necrosis, gran capacidad de angiogénesis,
resistencia a la apoptosis, una alta inestabilidad genética y tienen una elevada capacidad
de infiltrarse por todo el cerebro (Figura 4) (25). Son los astrocitomas de mayor grado
de malignidad con una supervivencia media de un afio tras su diagnoéstico (18). El
tratamiento de estos tumores consiste en la maxima extirpacion tumoral posible a pesar
del elevado grado de infiltracion, y posterior tratamiento con radioterapia y
temozolamida (22, 23).

Existen dos subtipos de glioblastomas: los glioblastomas primarios surgen de
novo en ausencia de lesiones preexistentes, mientras que los secundarios se desarrollan
progresivamente desde un astrocitoma de bajo grado, generalmente durante un periodo
de 5 a 10 afios (18, 26). Aunque histologica y clinicamente son indiferenciables y
poseen similar prondstico, la edad de aparicion y las alteraciones genéticas que
presentan son diferentes. Los glioblastomas primarios representan mas del 90% de los
casos y se desarrollan rapidamente tras una corta historia clinica en pacientes de 60-65
afios. En cambio, los glioblastomas secundarios se desarrollan en personas mas
jovenes, de 40-45 afios, son muy poco frecuentes (<10%) y presentan alteraciones
genéticas similares a los astrocitomas de bajo grado y anaplasicos (26, 27). La baja
frecuencia de glioblastomas secundarios puede deberse a la elevada mortalidad de los
pacientes con astrocitomas de menor grado, que fallecen antes de la progresion de la
enfermedad (18).

21



iNTR ODVCCiON

4. BASES GENETICAS DEL DESARROLLO Y PROGRESION
TUMORAL DE LOS ASTROCITOMAS

Mas del 90% de los astrocitomas son esporadicos y no tienen relacion con
ninguno de los sindromes familiares debidos a mutaciones en genes de alta penetrancia
(16). Los astrocitomas son el resultado de la acumulacion secuencial de alteraciones
genéticas y la desregulacion de diferentes rutas de sefializacion (2, 25).

Astrocitoma Bajo Grado (grado II)

*Mutacion en IDH1/IDH2 (70%)
*Mutacion en TP53 (65%) y LOH 17
*Metilacion MGMT (50%)
*Sobrexpresion PDGFa /PDGFRa (60%)

Astrocito, Precursor glial,
Célula madre neural

Astrocitoma Anaplasico (grado III)

*Mutacion en IDH1/IDH2 (70%)
*Mutacion en TP53 (50%) y LOH 17
*LOH 9p, 19q (50%)

*Metilacion MGMT (50%)

J

Glioblastoma Primario (grado 1V)

Glioblastoma Secundario (grado IV)

*Mutacion en IDH1/IDH2 (<5%)
*Mutacion en TP53 (35%) y LOH 17
*Amplificacion de MDM2 (15%)
*Pérdida de CDKN2A/B (50%)
*Amplificacion de EGFR (40%)

*LOH 10q (80%)

*Mutacion en PTEN (35%)
*Mutacion/amplificacion de PI3K (15%)
*Mutacion/delecion de NF1 (20%)
*Metilacion MGMT (50%)

*Mutacion en IDH1/IDH2 (70%)
*Mutacion en TP53 (60%) y LOH 17
*Pérdida de CDKN2A/B (20%)
*Amplificacion de EGFR (8%)
*LOH 10q (60%)

*Mutacion en PTEN (5%)
*Metilacion MGMT (75%)

Figura 5. Principales alteraciones implicadas en el desarrollo y progresion de los
tumores astrociticos.

La mayor parte de las alteraciones se encuentran en rutas que regulan procesos
de proliferacion celular, supervivencia (apoptosis y necrosis), invasion, angiogenesis y

metabolismo celular (16, 25), y pueden ser debidas tanto a mecanismos genéticos como
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epigenéticos, entre los que se incluyen mutaciones genéticas, amplificaciones o
deleciones cromosomicas, alteraciones en el estado de metilacion, niveles de
microRNAs, etc. (28). Los genes alterados y el orden en el que se alteran normalmente

se correlacionan con el grado clinico y el tipo de tumor (Figura 5).

Mas del 60% de los astrocitomas de bajo grado, anaplasicos y glioblastomas
secundarios presentan mutaciones en el gen TP53 que pueden estar asociadas a
pérdidas de heterocigosidad del cromosoma 17 (29), lo que sugiere que las alteraciones
en este gen estan involucradas en fases tempranas del desarrollo de estos tumores (1,
18). La via de sefializacion mediada por RAS/RAF se encuentra también relacionada
con el desarrollo de los astrocitomas de bajo grado a través de la sobrexpresion del
receptor tirosina quinasa PDGFRa y su ligando PDGFa en mas del 60% de los casos,
mientras que la presencia de mutaciones somaticas activantes en genes de la ruta
RAS/RAF son muy poco frecuentes (30). Sin embargo, se han identificado en
astrocitomas pilociticos aumentos en el numero de copias del gen BRAF vy
reordenamientos intracromosoémicos que generan una nueva proteina oncogénica de
fusion, KIAA1549:BRAF, activa constitutivamente (31).

Las rutas implicadas en el metabolismo celular también se encuentran alteradas
en los astrocitomas de bajo grado, anaplasicos y glioblastomas secundarios. Méas del
70% de los casos presentan mutaciones en los genes IDH1 e IDH2, que estan
relacionadas con un mejor pronostico de los pacientes independientemente del grado
del tumor (27, 32). Estas mutaciones probablemente constituyan un evento temprano en
el desarrollo tumoral (33) y suelen estar asociadas a otras alteraciones frecuentes en

tumores de bajo grado como las mutaciones en TP53 (32, 34).

La pérdida del brazo largo del cromosoma 10 (10q) es la alteracion mas comun
asociada tanto a glioblastomas primarios (80%) como secundarios (60%). Sin embargo,
las mutaciones en el gen PTEN, localizado en 10q, se producen en méas del 30% de los
glioblastomas primarios y apenas en los secundarios (4%) (26, 35). Las pérdidas o
mutaciones de PTEN son alteraciones poco frecuentes en los astrocitomas de bajo
grado, lo que sugiere que su pérdida no favorece el crecimiento en los estadios iniciales
del tumor sino que, por el contrario, favorece la progresion tumoral (36).
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El 40% de los glioblastomas primarios se caracteriza por la amplificacion del
gen EGFR (26) y el 20% expresa una proteina truncada y activa constitutivamente,
EGFRVIII, que carece del dominio extracelular de unién a ligando. La mitad de los

tumores que expresan EGFRvVIII presentan también sobrexpresion de EGFR (25, 37).

La pérdida de expresion del locus CDKN2A (gen que codifica pl6 y ARF)
puede deberse tanto a deleciones homocigotas como a la metilacion de la regién
promotora, y es mas frecuente en los glioblastomas primarios (50%) que en los
secundarios (20%), mientras que las mutaciones en el gen TP53 aparecen con menor
frecuencia (<35%) en los glioblastomas primarios (19, 38). La pérdida de CDKN2A
afectaria tanto a la funcion de p16 como de ARF desregulando asi las rutas de RB y
p53 respectivamente (33). Ademas, las alteraciones en CDKN2A estan asociadas con la

amplificacion de EGFR y son excluyentes de las mutaciones en el gen TP53 (39).

Aproximadamente el 50% de los glioblastomas primarios y més del 70% de los
secundarios presentan hipermetilacién de la region promotora del gen MGMT que
conlleva el silenciamiento del gen, lo que hace a estos tumores mas sensibles al
tratamiento con temozolamida (40, 41). La metilacion de MGMT también se ha
observado en una alto porcentaje de astrocitomas de menor grado asociado a un mejor

prondstico (42).

Recientemente se ha establecido una nueva clasificacion molecular de los
glioblastomas dividiéndolos en clasicos, mesenquimales y proneurales en base a sus
perfiles de expresion y alteraciones genéticas (43). El subtipo clasico esta caracterizado
por la amplificacién de EGFR y la delecion del cromosoma 10, y es el que mejor
responde al tratamiento con radioterapia y temozolamida. El subtipo mesenquimal se
caracteriza por la presencia de mutaciones o deleciones del gen NF1, la expresion de
marcadores mesenquimales como CHI3L1, y presenta una respuesta parcial al
tratamiento. Por Gltimo, el subtipo proneural se desarrolla en pacientes jovenes, esta
asociado la sobrexpresion de PDGFRa, mutaciones en los genes IDH1 y TP53 y, en

general, presenta resistencia al tratamiento con radioterapia y temozolamida (38, 43).

24



iNTR ODVCCiON

5. RUTA DE SENALIZACION DE P53

5.1. P53

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica
una proteina de 393 aminoacidos cuya actividad principal es actuar como factor de
transcripcion. Es conocido como el *“guardian del genoma” por su papel en la
prevencion de la acumulacion de alteraciones genéticas mediante la induccion de la
reparacion de dafios en el DNA, la induccion de la parada del ciclo celular mientras se
repara el dafo, o la muerte celular por apoptosis si el dafio es tan severo que resulte

imposible su reparacion (44, 45).

La proteina p53 consta de cuatro dominios funcionales clave para regular la
respuesta celular frente a dafios en el DNA (46, 47). El dominio de activacion
transcripcional, localizado en el extremo amino terminal, es el encargado de reclutar
cofactores de transcripcion y proteinas modificadoras como CBP o p300 y, ademas,
interacciona con el regulador negativo MDM2. En este extremo también se localiza una
regién rica en residuos de prolina importante para los procesos apoptéticos mediados
por p53. En la region central de la proteina se encuentra el dominio de unién al DNA a
través del cual p53 se une a secuencias consenso especificas, denominadas elementos
de respuesta a p53, presentes en la region promotora de sus genes diana (48). Esta
unién con el DNA es imprescindible para la actividad transcripcional de p53 y, por
tanto, para su actividad como supresor tumoral. El extremo carboxilo terminal contiene
el dominio de regulacion y el dominio de oligomerizacion a traves del cual se forma un

tetramero simétrico que es activo como factor de transcripcion (46, 47).

La proteina p53 estd implicada en multiples funciones celulares responsables
del mantenimiento de la homeostasis celular (49, 50). P53 se expresa constitutivamente
en la célula de manera inactiva a bajas concentraciones, pero sus niveles celulares
aumentan y adquiere un estado activo en repuesta a multiples situaciones de estrés
celular como dafios directos en el DNA, proliferacion celular incontrolada debida a una
activacién oncogénica, erosion de telémeros, hipoxia o estrés oxidativo (Figura 6) (51,
52). Las respuestas inducidas por p53 son variables y dependen tanto del tipo celular

como de la naturaleza del agente dafiino y/o del estrés celular (51).
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Figura 6. Mecanismos de activacion de p53, mediadores y respuestas producidas por la
activacion de la transcripcion génica.

La ubiquitina ligasa MDM2 es el regulador clave de la estabilidad y los niveles

de p53, existiendo un mecanismo de control negativo de regulacion entre ambas
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proteinas (53, 54). En condiciones normales, MDM2 interacciona con p53 inhibiendo
su actividad transcripcional y, ademas, MDM2 ubiquitina p53 promoviendo su
exportacion nuclear y marcandolo para su degradacion en el proteosoma (53, 55). Sin
embargo, en condiciones de estrés se producen diversas modificaciones
postraduccionales en p53 como fosforilaciones o acetilaciones que generan cambios
conformacionales en la proteina (54, 56). Todo ello esta encaminado a interrumpir la
interaccion entre p53 y MDM2, y a producir la estabilizacion, acumulacion y
activacion de p53 (57).

El principal mecanismo por el cual p53 ejerce su funcién es como factor de
transcripcion de genes implicados en la parada del ciclo celular, la senescencia y la
apoptosis (Figura 6) (57). P53 induce la parada del ciclo celular en la fase G1 en
respuesta a dafios en el DNA mediante la activacion de p21 (58), mientras que otros
genes diana de p53 como Reprimo, 14-3-3c 0 GADDA45 intervienen en la parada del
ciclo celular en la fase G2 (49, 59). La expresion de oncogenes como Myc o Ras
también provoca una parada del ciclo celular al aumentar los niveles de p16 y ARF
(60). Ademas, en determinadas situaciones de estrés o ante dafios que no pueden ser
reparados, p53 puede inducir senescencia celular, una parada irreversible del ciclo
celular, a través de la activacion de la expresion de PAI-1 (inhibidor del activador de

plasminogeno 1) y p21 (50).

La induccidn de la apoptosis mediada por p53 tiene lugar mediante la activacion
de la transcripcion de genes proapoptoticos como BAX, PERP, FAS, NOXA o PUMA
(61). P53 también puede activar la apoptosis de manera independiente de su actividad
transcripcional al traslocarse a la mitocondria e interaccionar directamente con las
proteinas antiapoptoticas BCL-XL y BCL-2, antagonizando su actividad (51, 62). La
decision celular entre inducir la parada de ciclo celular o sufrir un proceso de apoptosis
en respuesta a una sefial de estrés depende de muchos factores como el tipo celular, la
eficiencia de los mecanismos de reparacion del DNA, la composicion oncogénica de la

célula, los estimulos extracelulares o la intensidad de las condiciones de estrées (50).

La proteina p53 también es importante en el mantenimiento de la estabilidad
genomica. Participa en la reparacion de dafios en el DNA activando la transcripcion de

diversos genes como la ribonucledtido reductasa p53R2, XPC o GADDA45, inhibiendo
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asi la sintesis de DNA y estimulando la reparacidn por escision de nucleétidos (49, 63).
Ademas, p53 esta involucrado en otras funciones celulares entre las que se encuentran
la inhibicion de la angiogeénesis, la regulacion de la glucolisis y la autofagia o el control

de las especias reactivas de oxigeno (52, 59).

TP53 es el gen mas frecuentemente alterado en tumores humanos (49). La via
de sefializacion regulada por p53 esta alterada en el 80% de todos los tumores, y en el
50% de los casos es debido a mutaciones en el gen (64, 65). EI 95% de las mutaciones
se producen en el dominio de union al DNA y la mayor parte son mutaciones missense
localizadas en aminoéacidos clave para la funcion de la proteina, denominados “puntos
calientes” (codones 175, 248, 273 y 282) (64, 65). En otras ocasiones, la funcién de
p53 se ve comprometida por la desregulacion de genes cuyos productos interaccionan
con p53 o transmiten informacion a/o desde p53, como MDMZ2, p21 o ARF (50).

En gliomas, mas del 60% de los astrocitomas de bajo grado, anaplasicos y
glioblastomas secundarios presentan mutaciones en TP53, mientras que en los
glioblastomas primarios la frecuencia es menor y la inactivacion de la ruta de p53 se
debe a la pérdida de ARF o a la amplificacion de MDM2 (25).

5.2. P63

P63 es un factor de transcripcion de la familia de p53 localizado en la region
cromosomica 3g28. Tiene una estructura similar a p53 con un dominio de
transactivacion, una region rica en residuos de prolina, un dominio de union al DNA y
un dominio de oligomerizacion. Ademas, p63 presenta un dominio de interaccién
(SAM, sterile a-motif), un dominio de activacion transcripcional adicional (TA2) y un
dominio de represion transcripcional (T1) en el extremo carboxilo terminal (Figura 7)
(66, 67).

La proteina p63 presenta 6 isoformas. Mediante el uso alternativo de sus dos
promotores se generan dos clases de isoformas, TAp63 que es la isoforma larga y
completa, y la isoforma corta ANp63 que carece del dominio de transactivacion.
Ademas, existen otras 3 isoformas, a, B y v, generadas por el procesamiento alternativo
del mRNA que difieren en la region carboxilo terminal (Figura 7) (66).
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Figura 7. Estructura de las diferentes isoformas de p63 y su homologia con p53.

P63 regula un elevado nimero de genes y juega un papel fundamental en el
desarrollo epitelial, asi como en la regulacién del ciclo celular, la respuesta a dafios en
el DNA, la senescencia, la apoptosis e incluso en el desarrollo tumoral (68, 69). Las
isoformas AN parecen tener funciones opuestas a las isoformas largas TA. Las
isoformas TAp63, por su elevada homologia con p53, son capaces de transactivar genes
diana de p53 como p21, GADD45 o BAX induciendo la parada del ciclo celular o la
apoptosis (66). Por el contrario, las formas ANp63 promueven el crecimiento celular y
protegen a las células de la apoptosis mediante la activacion de genes como EGFR,
JAG1 o Hsp70, y por su funcion dominante negativa al contrarrestar la actividad
transcripcional de las isoformas TAp63 y de p53 (66, 70). De esta forma, TAp63

actuaria como un supresor tumoral mientras que ANp63 lo haria como un oncogén (71).

Las alteraciones en la expresion de p63 estan asociadas con la progresiéon de
diversos tipos de tumores, el tamafo tumoral, la invasion local y el mantenimiento del
fenotipo “cancer stem cell”, mientras que mutaciones en el gen son muy poco
frecuentes (71, 72). La forma que se ha detectado de manera predominante es la ANp63
que posee efectos antiapoptoticos y proliferativos, aunque el ratio entre las formas

29



iNTR ODVCCiON

TAp63 y ANp63 es el que determina el resultado biologico (71). Por el contrario, el
papel de p63 en la capacidad de un tumor de metastatizar es diferente, relacionandose
la expresion de p63 con una menor invasion y metastasis. Se ha observado que tumores
epiteliales agresivos y metastasicos pierden la expresion de p63, lo que sugiere que la
pérdida de p63 acelera la tumorogénesis y la invasién metastasica (71, 72).

5.3. VRKs

La familia de quinasas VRK (Vaccinia-Related Kinases) es un grupo de
serina/treonina quinasas que consta en humanos de tres miembros: VRK1 y VRK2, que
son cataliticamente activos y con una intensa actividad de autofosforilacion, y VRK3
que es una pseudoquinasa con funciones de andamiaje (73-75). Tanto VRK1 como
VRK2 presentan en su regién amino terminal el dominio catalitico con un sitio de
unién a ATP y un sitio serina/treonina quinasa activo. Sin embargo, difieren bastante en
su region reguladora localizada en el extremo carboxilo terminal (Figura 8) (73, 74).

v [

B Dominio catalitico Motivo basico-acido-basico

L1 Sitio de unién a ATP Seiial de localizacién nuclear

B Sitio quinasa activo Regién transmembrana

Iicl

2 Secuencia diana lisosoma/endosoma Dominio quinasa degenerado

Figura 8. Representacion esquematica de los dominios de las VRKs humanas.

VRK1 es el miembro mejor caracterizado de la familia de quinasas VRK. El
gen VRK1 se localiza en la regién cromosdmica 14932 y codifica una proteina de 396
aminoéacidos que presenta en su extremo carboxilo una sefial de localizacién nuclear
(Figura 8) (74). Sin embargo, aunque VRKL1 es una proteina principalmente nuclear, su

localizacion varia dependiendo del tipo celular y de las condiciones de crecimiento, y

30



iNTR ODVCCiON

se han detectado subpoblaciones tanto en el citoplasma como en el aparato de Golgi
(76). Ademas, los niveles de expresion de VRK1 estan relacionados con la tasa de

proliferacion celular (76, 77).

La proteina VRK1 esta implicada en el control de la proliferacion y progresion
del ciclo celular a través de la regulacion de factores de transcripcion como ATF2,
CREB o0 c-Jun, y la modulacion de los niveles de p53 (54, 78). VRKL1 fosforila
especificamente p53 en la treonina 18, impidiendo su interaccion con MDM2 y
aumentando la estabilidad de p53 (74, 79). Ademas, existe un circuito de
autorregulacion entre p53 y VRKL, por el cual la acumulacion de p53 fosforilado, al
inducir la expresion de DRAM, provocaria la degradacion de VRKL1 por via endocitica-
lisosomal (80). VRK1 también participa en el control del ensamblaje de la envuelta
nuclear, en la fragmentacion del aparato de Golgi y en la condensacion de la cromatina

mediante la fosforilacion de la histona H3 (78, 81).

El gen VRK2, localizado en la region cromosomica 2p16, codifica dos isoformas
generadas por la maduracion alternativa de su mRNA que difieren en su extremo
carboxilo, VRK2A y VRK2B (Figura 8) (73). La isoforma VRK2A, de 508
aminoacidos, se encuentra anclada a las membranas del reticulo endoplasmatico,
mitocondria y envuelta nuclear mediante la regién transmembrana hidrofobica que
presenta en su extremo carboxilo terminal (Figura 8). Sin embargo, la isoforma
VRK2B, de 397 aminoacidos, carece de esta region hidrofobica y se detecta tanto en el

citoplasma como en el nacleo (73).

La funcidon y regulacion de VRK2 es menos conocida. VRK2A interviene en la
regulacién de rutas mediadas por MAPK quinasas como la modulacion de la respuesta
celular mediada por interleucina-1p y la respuesta a condiciones de hipoxia (82, 83).
Actla también como modulador negativo en la ruta de sefializacion de EGFR de forma
independiente de su actividad quinasa mediante la interaccion con Mek1 y la proteina
de anclaje KSR1 (84). Tanto VRK2A como VRK2B fosforilan p53 in vitro, aunque
unicamente VRK2B lleva a cabo esta funcion in vivo mediando su estabilizacion y
acumulacién (73). VRK2B podria tener una funcion parcialmente redundante con

VRK1 y reemplazarla funcionalmente en el ndcleo en aquellas células en las que VRK1
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presenta una localizacion citosélica (73). Ademas, al igual que ocurria con VRK1, p53
es capaz de inducir la degradacion de VRK2A y VRK2B (85).

Las alteraciones en la funcion quinasa de las VRKSs estan relacionadas con el
desarrollo tumoral. Altos niveles de VRK1 estan presentes en tumores con mutaciones
en el gen TP53 y se encuentran asociados a una mayor proliferacién en tumores de
cabeza y cuello y de pulmoén (86, 87). Ademas, la expresion de VRK1 se ha asociado
con mal prondstico en pacientes con cancer de mama (88), mientras que la expresion de
VRK?2 en cancer de mama esta relacionada con buen prondéstico de los pacientes al
correlacionarse positivamente con los niveles de receptores de estrégeno vy

progesterona y negativamente con ERBB2 (84).

6. RUTA DE SENALIZACION EGFR/PI3K/PTEN/RAS

6.1. EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) pertenece a la familia
de receptores tirosina quinasa ERBB formada por cuatro miembros:
EGFR/ERBB1/HER1, ERBB2/HER2/NEU, ERBB3/HER3 y ERBB4/HER4 (89).

El gen EGFR se localiza en el cromosoma 7p12 y codifica una proteina de 170
kDa que tiene cuatro dominios funcionales: el dominio extracelular de union a ligando
que se encuentra subdividido en cuatro dominios I-1V, el dominio transmembrana, el
dominio intracelular con actividad tirosina quinasa y el dominio de regulacion
carboxilo terminal que contiene mdaltiples tirosinas que se fosforilan especificamente

tras la union del ligando (90, 91).

Los principales ligandos de EGFR son EGF (epidermal growth factor) y TGF-a
(transforming growth factor-a). La union del ligando al dominio extracelular genera la
dimerizacion del receptor estimulando la actividad tirosina quinasa intrinseca que
autofosforila residuos de tirosina especificos en el dominio de regulacion
citoplasmatico. Esta fosforilacion permite la union de diferentes moléculas de
sefializacion que contienen dominios SH2 o PTB, responsables de la transmision de la
sefial y, por tanto, de la activacién de rutas de sefializacién implicadas en el control de

procesos celulares como la proliferacion, la migracion, la evasion de la apoptosis o la
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angiogeénesis (92, 93). Las principales vias de sefializacién activadas por EGFR son la
via de sefializacion de PISBK/PTEN/AKT vy la ruta de proteinas quinasa activadas por
mitogeno RAS/RAF/MEK/ERK (Figura 9) (89, 94).

El gen EGFR se encuentra amplificado y/o mutado en un gran nimero de
tumores (95). En los astrocitomas, las alteraciones en EGFR son frecuentes en los
tumores de alto grado pero no en los de bajo grado (19). EI 40% de los glioblastomas
presenta amplificacion de EGFR y el 20-30% expresan la variante EGFRvIII que
carece de los exones 2 al 7, correspondientes a los dominios extracelulares 1 y I, y
presenta actividad tirosina quinasa constitutiva en ausencia de ligando (37, 96).
Ademas, la mitad de los casos con expresion de EGFRvIII presentan amplificacién de
EGFR (25, 97). La sobrexpresion de la forma truncada EGFRVIII provoca la activacion
constante de la ruta de PI3K confiriendo una ventaja de crecimiento e invasién a la
célula tumoral (37, 98). Se han descrito también mutaciones puntuales en el dominio
tirosina quinasa pero son poco frecuentes en gliomas (93, 95, 98).

6.2. PI3K

La familia de las fosfatidilinositol-3-quinasas (PI13K) esta subdividida en tres
clases de quinasas (I-111) en funcion de su estructura, localizacion, mecanismo de
activacion y el sustrato lipidico que fosforilan (99, 100). Las PI3Ks de la clase 1A son
las méas importantes en cuanto a la regulacion de la proliferacion y el desarrollo tumoral
(101, 102). Son heterodimeros formados por una subunidad regulatoria p85 y una
subunidad catalitica p110 que son activadas por receptores tirosina quinasa (100).
Existen varias isoformas de ambas subunidades, la subunidad regulatoria puede estar
formada por las isoformas p85a, p55a, p50a, p85P o p55y, y la subunidad catalitica por
las isoformas p110a, p110p o p1105 (100).

La activacion de PI3K provoca la fosforilacion del fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (99, 103). EI PIP3 es un
segundo mensajero de membrana capaz de unirse y activar otras proteinas con
dominios PH (homologos a plecstrina). La principal diana del PIP3 es la serina/treonina
quinasa AKT que desencadena una cascada de sefializacion que regula multiples
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procesos celulares entre los que se encuentran principalmente el metabolismo, la

proliferacion y la supervivencia celular al bloquear la apoptosis (Figura 9) (102, 103).
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Figura 9. Ruta de sefializacion mediada por EGFR/PIBK/PTEN/RAS. Las proteinas
que activan y reprimen la sefializacion de la ruta se encuentran en color azul y rojo
respectivamente (RTK: receptor tirosina quinasa).

Una de las funciones mas conservadas de AKT es la activacion del complejo
mTORC1 mediante la inhibicién de las proteinas TSC1/TSC2 y PRAS40. El complejo
mTORC1 activa la sintesis de lipidos y proteinas estimulando el crecimiento, la
proliferacion y el metabolismo celular (104). AKT estimula también la proliferacion y
el metabolismo celular mediante la inhibicion de GSK3, p27 o p21, o la activacion de
AS160 o SREP1 (102, 105), e incrementa la supervivencia celular al regular

negativamente proteinas como FOXO, BCL2 o BAD, o mediante la activacion de
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MDM2 que regula negativamente la funcion de p53 (102, 105). Ademas, AKT juega un
papel importante en la angiogénesis mediante la activacion de la oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) y el aumento de la produccion de HIF-1o por la activacion del
complejo mTORC1 (106).

Existen otros efectores distintos de AKT sobre los que puede actuar PI3K entre
los que se incluye la familia Rho de GTPasas (Rho, RAC1 y Cdc42) que interviene en

procesos como la polaridad, la motilidad o la diseminacion celular (107).

La ruta de sefializacion de PI3K se encuentra alterada por diversos mecanismos
en muchos tumores, y con frecuencia es debido a amplificaciones y mutaciones en el
gen PI3KCA que es considerado un oncogén (102, 108). En gliomas de alto grado se

han observado mutaciones en el gen PI3KCA en el 5-7% de los casos (109).

El gen PI3KCA se localiza en el locus 3926, estd formado por 20 exones y
codifica la subunidad catalitica p110a. Esta subunidad estd compuesta por cinco
dominios funcionales: un dominio adaptador de union a la subunidad de regulacion
p85a. que mantiene los niveles de PI3K bajos en células quiescentes, un dominio de
unién a Ras, un dominio C2 por el que establece uniones con otras proteinas y lipidos,
entre ellos los lipidos de membrana, un dominio helicasa que sirve de puente entre el
dominio C2 y quinasa, y un dominio catalitico quinasa (110). Mas del 75% de las
mutaciones descritas en PI3BKCA se localizan en los dominios helicasa (exon 9) y
quinasa (exoén 20), donde se encuentran residuos muy conservados evolutivamente
(102, 108).

6.3. PTEN

El gen supresor tumoral PTEN se encuentra en el locus 10923 y esta formado
por 9 exones (111, 112). Codifica una proteina de 403 aminoacidos que consta de un
dominio catalitico fosfatasa y un dominio de unién a PIP2 en el extremo amino
terminal, un dominio C2 mediante el que establece uniones con lipidos de membrana y
otras proteinas, una cola con secuencias PEST (Pro, Glu, Ser, Thr) implicadas en la
estabilidad y degradacion de la proteina, y un dominio PDZ de interaccion con otras
proteinas en el extremo carboxilo terminal (113). Tiene una vida media larga y se

expresa de manera constitutiva en todos los tejidos, estando estrechamente regulado por
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mecanismos transcripcionales, postranscripcionales y postraduccionales, y a través de

interacciones proteina-proteina (113, 114).

PTEN es una fosfatasa dual que actla sobre proteinas y lipidos cuya funcién
principal es desfosforilar el PIP3 a PIP2 en la membrana plasmética antagonizando la
via de sefalizacion de PI3K (Figura 9). Asi, PTEN participa en la regulacion de
multiples procesos celulares entre los que se incluyen la regulacion del ciclo celular, la
supervivencia celular, la adhesion y motilidad celular, la angiogénesis, la homeostasis

de la glucosa o el control del crecimiento y tamario celular (113, 115).

PTEN también puede actuar como fosfatasa sobre diferentes proteinas
participando en la regulacién de otras vias de sefializacion distintas a la de PI3K.
Interviene en la regulacion de interacciones dinamicas de la superficie celular e inhibe
procesos de migracion e invasion celular al actuar sobre proteinas como FAK, Racl o
Cdc42, inhibe la via de sefializacion de proteinas quinasa activadas por mitdégeno
(MAPK) al desfosforilar Shc, RAS o IRS-1 (116), y también participa en la regulacién
de la via de JNK (Jun N-terminal Kinase) de manera independiente de AKT (117).

Aunque PTEN se localiza principalmente en el citoplasma, puede traslocarse al
nucleo donde ejerce funciones importantes independientes de su actividad fosfatasa que
parecen estar mediadas, al menos en parte, por el dominio carboxilo terminal (113,
116). En el ndcleo, PTEN ejerce un papel fundamental en el mantenimiento de la
estabilidad cromosémica al unirse al centromero de los cromosomas a traves de la
proteina centromérica C (CENP-C), y mediante la activacion de la proteina RAD51
promoviendo la reparacion de roturas de DNA de doble cadena (118). Ademés, PTEN
interacciona con p300/CBP promoviendo la acetilacion de p53 en respuesta a dafios en
el DNA (119), y regula la transcripcion de genes importantes entre los que se
encuentran la ciclina D1, c-Met, NF-xf, CREBP, AP-1, MDM2 o IGF-2 implicados en
procesos celulares criticos como el control del ciclo celular o la reparacion del DNA
(113, 114).

La peérdida de PTEN conlleva el aumento de los niveles de PIP3 estimulando el
crecimiento y la supervivencia celular (113). Sin embargo, la pérdida completa de la
funcién de PTEN en fases tempranas del desarrollo tumoral esta asociado con un
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crecimiento lento, elevados niveles de p53 y senescencia celular hasta que se produce
la pérdida concomitante de p53 (120).

La pérdida de funcién de PTEN puede producirse tanto por mutaciones en el
gen, deleciones del locus 10923 e hipermetilacion del promotor de PTEN, siendo uno
de los genes mas alterado en tumores humanos (113). La delecién hemicigota de PTEN
es frecuente en los astrocitomas de alto grado, principalmente en los glioblastomas, y
estd relacionada con la progresion tumoral y las fases avanzadas de la enfermedad
(114). Ademas, las mutaciones en el gen se producen en el 35% de los casos y generan

una activacion de AKT similar a las mutaciones oncogénicas en PI3K (35, 100).

6.4. BRAF

El oncogén BRAF pertenece a la familia de las serina/treonina quinasas RAF
formada por tres miembros, ARAF, BRAF y CRAF. BRAF es una proteina efectora de
RAS vy participa en la transduccion de la sefial desde la superficie celular hasta el
nucleo en la via de sefializacion de RAS/RAF/MEK/ERK, controlando procesos como

la proliferacion celular, la diferenciacion o la apoptosis (Figura 9) (121, 122).

El gen BRAF, localizado en el cromosoma 7934, esta compuesto por 18 exones
y codifica una proteina formada por tres regiones altamente conservadas: CR1 y CR2
localizadas en el extremo amino terminal donde se encuentra el dominio de regulacion,
y CR3 en el extremo carboxilo terminal que comprende el dominio quinasa (Figura
10A) (122, 123). CR1 y CR2 contienen el sitio de union a RAS, una regidn rica en
cisteinas y otra en residuos de serina y treonina importantes para la interaccion con el
dominio quinasa y la inhibicion de su actividad catalitica en células quiescentes (122,
123).

Las mutaciones puntuales en el gen BRAF ocurren en el 8% de los tumores,
siendo muy frecuentes en el melanoma, cancer de tiroides, de colon y de ovario (122,
124). Estas mutaciones se agrupan en dos regiones del dominio quinasa, en el exén 11
en la region rica en residuos de glicina y en el exon 15 en el segmento de activacion, y
generan una proteina que induce una activacion constante de ERK (123, 124). La

sustitucion Val600Glu en el exdn 15 representa el 90% de las mutaciones puntuales de
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BRAF (124), y ha sido descrita en el 25% de los astrocitomas pediatricos de grados Il a
IV (125, 126).

Dominio de Regulacién Dominio Quinasa
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T T Tl L
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1 Dominio rico de Cisteinas

1 Dominio transmembrana
EEm Region rica en Glicinas

Figura 10. A) Estructura de los dominios de la proteina BRAF. B) Representacion del
reordenamiento entre los genes KIAA1549 y BRAF.

Se han descrito también diferentes reordenamientos en los genes BRAF y RAF1
que generan proteinas con actividad quinasa constitutiva en tumores de prostata,
gastricos, melanoma y astrocitomas pilociticos (31, 127). En el 60-70% de los
astrocitomas pilociticos se ha descrito una duplicacion en tindem de aproximadamente
2.5Mb localizada en 7g34, poco frecuente en gliomas de mayores grados de malignidad
(31, 128, 129). Los puntos de corte de este reordenamiento se encuentran en los genes
KIAA1549 y BRAF generando una proteina de fusion que incorpora el dominio quinasa
del oncogén BRAF (Figura 10B) (31). Se han descrito 7 puntos de corte diferentes
siendo los mas frecuentes KIAA1549 exon 16-BRAF exdn 9, KIAA1549 exdn 15-BRAF
exon 9 y KIAA1549 exdn 16-BRAF exon 11, pero todos ellos presentan en fase el
dominio quinasa de BRAF y una fuerte actividad quinasa constitutiva (31, 128, 129).
Aungue la activacién de BRAF es constitutiva, se ha observado que puede llegar a
inducir senescencia en tumores benignos de lento crecimiento (130, 131).

7. IDH1 E IDH2

Las enzimas isocitrato deshidrogenasa (IDH1, IDH2 e IDH3) catalizan la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato produciendo NADPH. La
enzima IDH1 se localiza en el citosol mientras que IDH2 e IDH3 se encuentran en la
mitocondria formando parte del ciclo de los &cidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs
(Figura 11) (132, 133). IDH1 e IDH2 funcionan como homodimeros y se piensa que
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juegan un papel importante en el control celular del dafio oxidativo mediante la
produccion de NADPH (134).
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Figura 11. Papel de IDH1 en el metabolismo de los gliomas. Representacion
esquematica del ciclo de los 4&cidos tricarboxilicos y la produccion de 2-
hidroxiglutarato por la proteina IDH1 mutada.

Se han descrito mutaciones missense en heterocigosis en los genes IDH1 e
IDH2 que afectan mayoritariamente a la arginina del codon 132 de IDH1 y 172 de
IDH2 (27, 32). Ambos codones son residuos conservados a lo largo de la evolucion,
localizados en posiciones analogas de las isozimas en el sitio activo de union a sustrato,
y necesarios tanto para la union a sustrato como para la catalisis de la reaccion (135,
136). Se piensa que la proteina mutada inhibe de manera dominante negativa la
actividad del alelo germinal al formar con €l heterodimeros cataliticamente inactivos
(137, 138).

Las mutaciones en IDH1 son muy frecuentes en gliomas y leucemia mieloide
aguda, mientras que en otros tumores es raro encontrar alteraciones en este gen (139,

140). Mas del 75% de los gliomas de bajo grado, anaplasicos y glioblastomas
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secundarios presentan mutaciones en IDH1; sin embargo, en glioblastomas primarios y
astrocitomas pilociticos la frecuencia es menor del 10% (16, 27). También se han
identificado mutaciones en IDH2 en un 3% de los gliomas, asociadas principalmente
con el desarrollo de oligodendrogliomas y, en general, no tienen lugar a la vez que las
mutaciones en IDH1 (141, 142). Las mutaciones en estos genes Se cree que son
importantes en el desarrollo del tumor, aparecen en pacientes jovenes y estan asociadas

con un mejor pronostico independientemente del grado tumoral (27, 32).

Las mutaciones en IDH1 disminuyen la produccién de a-cetoglutarato y
NADPH afectando a diversas rutas bioguimicas como la sintesis lipidica, la sintesis de
colesterol o la formacién de antioxidantes como el glutation (143). Ademas, la proteina
IDH1 mutada cataliza la formacién de 2-hidroxiglutarato desde el a-cetoglutarato con
la consiguiente oxidacion de NADPH (Figura 11). Altas concentraciones de 2-
hidroxiglutarato promueven el crecimiento tumoral y la angiogénesis, y se han asociado
con el desarrollo de tumores cerebrales (136, 138). Al disminuir los niveles de a-
cetoglutarato y aumentar la concentracion de 2-hidroxiglutarato se aumentan los
niveles del factor HIF-1a, ya que el 2-hidroxiglutarato puede inhibir competitivamente
distintas enzimas dependientes de a-cetoglutarato como la dioxigenasa prolil-
hidroxilasa (PHD) que regula los niveles del factor HIF-1a al facilitar su degradacion
por el proteosoma (Figura 11) (134, 137). Estudios recientes indican que el 2-
hidroxiglutarato también inhibe proteinas que catalizan la desmetilacion de las histonas
y del DNA blogqueando de manera epigenética la diferenciacion especifica de linaje de
células progenitoras neurales a células maduras y favoreciendo asi el desarrollo tumoral
(144, 145).

8. REPARACION DEL DNA

Las células se encuentran constantemente expuestas a multitud de agresiones
tanto ambientales como endogenas que pueden producir dafios en el DNA. Por ello, las
células han desarrollado diversos mecanismos de reparacion del DNA que evitan la
acumulacion de mutaciones y facilitan el mantenimiento de la integridad gendmica. Las

cuatro vias fundamentales de reparacion del dafio son: la reparacion por escision de
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nucleotidos, la reparacion por escision de bases, la reparacion de roturas de doble

cadena y la reparacion de emparejamientos erroneos (146).

Las deficiencias en los mecanismos de reparacion estan implicadas en el
desarrollo de tumores tanto esporadicos como familiares asi como en la sensibilidad al
tratamiento con agentes quimioterdpicos (147). Se han descrito diversos polimorfismos
en genes reparadores como ERCC1, ERCC2, PRKDC, RAD51 o ERCC7 que confieren
una mayor susceptibilidad al desarrollo de varios tipos de tumores entre los que se

encuentran los gliomas (8, 9, 16).

8.1. REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS

El mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos (NER, Nucleotide
Excision Repair) elimina los dafios generados por hidrocarburos aromaticos policiclicos
y la radiacion ultravioleta como los dimeros de pirimidinas, los fotoproductos 6-4 o las
uniones intracadena, que generan lesiones voluminosas que distorsionan la doble hélice
del DNA.

Existen dos mecanismos de reparacion NER, uno general denominado GG-NER
(global genome NER) que reconoce y repara lesiones en cualquier punto del genoma
(148), y otro acoplado a la transcripcion, TC-NER (transcription-coupled NER), que
reconoce dafios que bloquean la actividad de la RNA polimerasa Il en sitios
transcripcionalmente activos (149). Ambos mecanismos difieren Gnicamente en el
reconocimiento de la lesion. En GG-NER, el reconocimiento del dafio es mediado por
los complejos de reparacion XPC-HR23B y DDB de manera independiente de la RNA
polimerasa I, mientras que en TC-NER, la RNA polimerasa Il recluta las proteinas
CSA, CSB (ERCC6) y XAB2 ante una lesion durante la transcripcion (Figura 12).

El reconocimiento del dafio por ambos mecanismos permite la unién del factor
de transcripcion TFIIH, que facilita la apertura local de la doble hélice en el punto de la
lesion a través de sus subunidades con actividad helicasa XPB y XPD (ERCC2). Los
complejos XPA y RPA se unen estabilizando la estructura abierta y las endonucleasas
XPG y ERCC1- XPF cortan a ambos lados de la zona dafiada eliminado un fragmento
de cadena sencilla de 27-30 nucledtidos. El hueco generado es rellenado por un

complejo de DNA polimerasas (5, k, €) y proteinas accesorias (RFC, RPA, PCNA) que
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toman como molde la hebra no dafiada. Finalmente, la DNA ligasa 1 o el complejo
XRCC1-DNA ligasa 3a sellan la mella en ¢l esqueleto de DNA (Figura 12) (150, 151).
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Figura 12. Mecanismo de reparacion por escision de nucleotidos.

RPA

8.2. REPARACION POR ESCISION DE BASES

El mecanismo de reparacién por escision de bases (BER, base excision repair)
se encarga principalmente de reparar los dafios generados por especies reactivas de
oxigeno asi como los producidos por desaminaciones espontaneas o agentes alquilantes

mediante la eliminacion de la base modificada.

El reconocimiento y la escision de la base alterada se lleva a cabo por una DNA
glucosilasa que cataliza la hidrolisis del enlace N-glucosidico generando un sitio
abasico (AP, apurinico 0 apirimidinico). Existen dos tipos de DNA glucosilasas que
actian en funcion del tipo de dafio: monofuncionales y bifuncionales, que poseen

ademas actividad 3 AP liasa intrinseca (152). Tras la escision de la base, las
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glucosilasas bifuncionales cortan y eliminan directamente la cadena de azucar fosfato
del sitio abasico, mientras que cuando actuan las glucosilasas monofuncionales, es la
AP endonucleasa APEL la que escinde la cadena. Despues, con la ayuda de la DNA
polimerasa  y de APEI, se procesan los extremos del corte para generar los extremos
3’-OH y 5’-fosfato necesarios para la sintesis de DNA en el hueco (Figura 13) (153).
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Figura 13. Mecanismo de reparacidn por escision de bases.

Existe una via corta (SP-BER, short-patch BER) y una via larga (LP-BER, long-
patch BER) de reparacién del hueco (Figura 13). En la mayor parte de los casos, la
DNA polimerasa 3 a través de la via corta rellena el hueco en la cadena mediante la

interaccion con la proteina estabilizadora XRCCl1 y la accion de la ligasa 3a. La via
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alternativa larga de reparacion se produce cuando el residuo terminal generado es

complejo para ser procesado unicamente por la DNA polimerasa § (154, 155).

El mecanismo de reparacion BER también esta implicado en la reparacion de
las roturas de DNA de cadena sencilla (SSBR, single-strand break repair). Estas
roturas se suelen generar por dafios oxidativos o radiaciones ionizantes, y son
detectadas principalmente por la proteina PARP1 que se une a la cadena rota y recluta
la DNA polimerasa B y el complejo XRCCI1- ligasa 3a al lugar del dafio (154, 155).

8.3. REPARACION DE ROTURAS DE DOBLE CADENA

Las roturas de doble cadena son una de las lesiones mas tdxicas y mutagénicas
ya que pueden generar una alta inestabilidad genética debido a la pérdida o
amplificacion de material cromosémico o a la formacion de traslocaciones
cromosOmicas. Estas lesiones se generan principalmente por radiaciones ionizantes,
aunque compuestos genotOxicos, especias reactivas de oxigeno generadas en el
metabolismo celular o errores en los procesos de replicacion, reparacion de dafios o en

la recombinacion meidtica pueden también producir este tipo de dafio.

Cuando se produce una rotura de doble cadena se activa principalmente la
quinasa ATM, que induce la parada del ciclo celular y la formacion de una serie de
complejos que intervienen en la reparacion del DNA. ATM recluta el complejo
MRE11-RAD50-NBSL1 que se une a los extremos de la rotura y los procesa y, ademas,
ATM fosforila la histona H2AFX permitiendo la union de otras proteinas mediadoras
como TP53BP1 o MDC1 vy la restructuracion de la cromatina (Figura 14) (156).

Existen dos mecanismos de reparacion de roturas de doble cadena (DSBR,
double-strand break repair): la recombinacion homologa (HR, homologous
recombination) y la recombinacion no homoéloga (NHEJ, non-homologous end-
joining). El tipo de mecanismo que actuard dependera de la fase del ciclo celular, del
tipo de dafio que origine la rotura o de los niveles celulares de los componentes de cada

ruta, aunque ambas vias pueden cooperar y funcionar simultdneamente (157).
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Figura 14. Mecanismo de reparacion de roturas de doble cadena.

La recombinacion homdloga utiliza la cromatida hermana como molde, siendo
el mecanismo mas preciso para reparar las roturas de doble cadena, pero Unicamente
tiene lugar en las fases S y G2 del ciclo celular que es cuando la cromatida hermana
esta accesible (157). Ademas, la recombinacion homologa es esencial para preservar las
horquillas de replicacion, el mantenimiento de los telomeros o la segregacion
cromosomica en la meiosis I. En la recombinacion homdloga, los extremos de la rotura
son procesados inicialmente por el complejo MRE11-RAD50-NBSL1 y la exonucleasa
EXOL1, generando una cadena sencilla de DNA que es rodeada por las proteinas
RAD51B/C/D, XRCC2/3, RAD52, BRCAl1 y BRCA2. RAD51 promueve la invasion
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de la cadena molde complementaria generando un entrecruzamiento denominado
intermediario de Holliday. A medida que el DNA se va sintetizando, la ramificacion de
las cadenas va migrando originando una region de DNA heteroduplex formado por
DNA de doble cadena de distinta procedencia. Por ualtimo, el complejo
BLAP75/BLM/Topoisomerasallla. o la Resolvasa A resuelven el heteroduplex

generando productos con o sin entrecruzamiento (Figura 14) (158, 159).

Por el contrario, la recombinacién no homologa no requiere homologias en los
extremos terminales del DNA, liga los dos extremos de una rotura de doble cadena sin
la necesidad de un DNA molde y actla durante todas las fases del ciclo celular (157).
El heterodimero Ku70/80 se une a los extremos de la rotura reclutando la subunidad
catalitica de proteina quinasa dependiente de DNA, DNA-PKcs. Se forma un complejo
que activa otras proteinas como RPA, WRN, Artemis y polimerasas capaces de
eliminar y/o rellenar ambos extremos de la cadena haciéndolos compatibles.
Finalmente, el complejo DNA ligasa IV con XRCC4-XLF sellan la rotura (Figura 14)
(156, 160).

8.4. REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS

La principal funcién del sistema de reparacion de emparejamientos erréneos
(MMR, mismatch repair) es el mantenimiento de la integridad genética mediante la
correccion de los emparejamientos erroneos y los bucles provocados por pequefias
inserciones o deleciones generadas durante el proceso de replicacion del DNA. El
sistema MMR también participa en la reparacion de dafios provocados por agentes
genotoxicos alquilantes, y en la parada del ciclo celular y/o apoptosis en respuesta a
ciertos tipos de dafio (161-163).

El sistema MMR se encuentra altamente conservado en la evolucion y presenta
grandes similitudes con el sistema MMR procariota (164). Los complejos MutSa y
MutSB, formados por los heterodimeros MSH2-MSH6 y MSH2-MSH3
respectivamente, se encargan de reconocer la alteracion en la secuencia del DNA e
iniciar el proceso de reparacion (164). MutSa reconoce principalmente los errores de
emparejamiento de bases y los bucles producidos por pequefias inserciones/deleciones
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de uno o dos nucle6tidos, mientras que MutSP reconoce inserciones/deleciones de

mayor tamario (162).

El complejo MutSa es ¢l mas abundante y activo en humanos. Esta formado por
dos subunidades muy similares entre si, MSH2 y MSH®6, que constan de cinco
dominios funcionales cada una: dominio de unién al DNA, dominio conector, “lever
domain”, “clamp domain” y el dominio ATPasa (165). El dominio de unién al DNA de
MSH2 se une de manera inespecifica con la hebra en las proximidades de la lesion, y la
especificad de la unién del complejo MutSa al error en la molécula de DNA Ia
proporciona la segunda proteina del heterodimero (166). En el extremo carboxilo
terminal de MSH2 y MSH6 se localiza el dominio de unién e hidrdlisis de ATP que es
el dominio mas conservado y crucial en la funcion del complejo MutSa. Este dominio
modula la conformacion de la proteina segun su unién a ADP o ATP, y es a través del

cual interaccionan las subunidades MSH2 y MSH6 (166, 167).

En procariotas, las zonas GATC hemimetiladas transitoriamente sirven como
sefial para distinguir la hebra recién sintetizada; sin embargo, en eucariotas no esta
claro el mecanismo y se cree que las discontinuidades asociadas a la replicacion de la
nueva hebra podrian servir como marcador (162, 167). Una vez reconocida la hebra
hija, se produce la union de MutSa o MutSP en la zona del desapareamiento y se
recluta el complejo MutL que permite el reclutamiento adicional de proteinas

implicadas en la escision y reparacion de la hebra dafiada (Figura 15) (161).

Se han identificado tres heterodimeros MutL en humanos (MutLo, MutLp y
MutLy), siendo MutLo el principal en el proceso de reparacion MMR (164). El
complejo MutLa esta formado por MLH1 y PMS2, y actla en presencia tanto de
MutSa como de MutSp. La proteina MLH1 es esencial para el proceso de reparacion;
consta de un dominio amino terminal muy conservado con actividad ATPasa, un
dominio de unidén central y en la zona carboxilo terminal se localiza el dominio de
interaccion con PMS2, MLH3 y PMSL1, y un dominio de activacion (167). En el
proceso de reconocimiento también interviene la proteina PCNA que interacciona tanto
con MutSa y MutSp como con MLH1, y ayuda a localizar los errores de
emparejamiento en la cadena de DNA que se esta replicando (163).
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Las discontinuidades en la nueva hebra que se esta sintetizando pueden estar
localizadas a ambos lados del error, por lo que la reparacion es bidireccional, se puede
dar tanto en sentido 5°-3° como en sentido 3°-5" (168). La exonucleasa EXO1
interacciona con MSH2 y MLH1 y va eliminando la zona que contiene el
desapareamiento, mientras la proteina RPA se une al DNA monocatenario
protegiéndolo (161, 162). EXO1 estd implicada en la reparacion tanto 5°-3’ como 3’-5’,
pero la escision 3’-5’ requiere también la actividad de la endonucleasa MutLa y la
participacion de la proteina PCNA (162, 168). Finalmente, la polimerasa Pold junto con
PCNA se encarga de la reparacion del fragmento escindido y la DNA ligasa | une el
extremo a la hebra de DNA (Figura 15) (162, 163).
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Figura 15. Mecanismo de reparacion de emparejamientos erréneos.

El sistema de reparacion MMR mantiene la integridad y la estabilidad genética
mediante la reparacion de los errores replicativos. Por ello, las alteraciones en la
funcién del sistema MMR incrementan la tasa de mutaciones espontaneas y estan
implicadas en el desarrollo de tumores tanto esporadicos como relacionados con el
sindrome de Lynch (169).
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El sindrome de Lynch es el sindrome de cé&ncer colorrectal mas frecuente
representando el 2-4% de todos los casos de cancer de colon (170, 171). Se caracteriza
por la predisposicion al desarrollo a edades tempranas de tumores de colon de
localizacion proximal asi como tumores extracolonicos de endometrio, ovario,
gastricos, urinarios, hepatobiliares o cerebrales (171-173). Los tumores cerebrales son
poco frecuentes en los pacientes con sindrome de Lynch y suelen ser glioblastomas o

astrocitomas (171).

El sindrome de Lynch es una enfermedad hereditaria autosomica dominante con
una penetrancia del 80% causada por mutaciones germinales en al menos uno de los
genes MMR (173). El 75-80% de las mutaciones descritas se producen en los genes
MLH1 y MSH2, mientras que las mutaciones en los genes MSH6, MSH3 y PMS2 son
menos frecuentes (174, 175). Estos genes se comportan como supresores tumorales ya
que para que se produzca el desarrollo tumoral es necesaria la inactivacion somatica del
otro alelo (174).

La pérdida de funcion del sistema MMR genera un fenotipo mutador
caracterizado por un aumento de la frecuencia de mutaciones, sobre todo en regiones
repetitivas conocidas como microsatélites. Los microsatélites son repeticiones de 1 a 6
nucleotidos localizados principalmente en regiones no codificantes y distribuidos a lo
largo el genoma. Estas regiones son susceptibles de errores replicativos generando
inestabilidad de microsatélites (MSI) cuando las modificaciones en la longitud o el
namero de repeticiones no son reparadas por el sistema MMR. La MSI es caracteristica
de los tumores son sindrome de Lynch (méas del 80% de los casos), aunque también
aparece con menor frecuencia (10-17%) en tumores esporadicos con alteraciones en el
sistema MMR (170, 176).

En tumores esporédicos, la deficiencia del sistema MMR se debe
principalmente a la pérdida de la expresion de MLH1 como resultado de la
hipermetilacion de su promotor mas que a mutaciones en los genes MMR (162, 170).
Ademas, la metilacion de MLH1 se ha relacionado con el polimorfismo ¢.-93G>A de la
region promotora de MLH1 que se encuentra en una region clave para la transcripcion
(177, 178).
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9. EPIGENETICA

Los cambios epigenéticos son cambios en el DNA que no modifican la
secuencia de nucleotidos pero que producen cambios en su expresion. Estos cambios
pueden ser transmitidos a las células hijas y, en la mayoria de los casos, se ha
comprobado que pueden ser revertidos. Las principales modificaciones epigenéticas
son la metilacion del DNA, las modificaciones de las histonas, la remodelacion de la
cromatina y los RNAs de interferencia que intervienen en importantes procesos
celulares (179). Ademas, las alteraciones epigenéticas, en ausencia de mutaciones en
los genes correspondientes, estan implicadas en el desarrollo de multiples tipos de
cancer (180). Una de las alteraciones epigenéticas mas importante en cancer es el
silenciamiento de los genes supresores tumorales mediante la hipermetilacion de sus
promotores, que suele estar asociada con la desacetilacién de las histonas y la

compactacion de la cromatina, impidiendo asi la transcripcidn génica (180).

9.1. METILACION DEL DNA

La modificacion epigenética mas estudiada es la metilacion del carbono 5 de los
residuos de citosina de los dinucledtidos CpG. La metilacion esta mediada por la
familia de enzimas DNA metiltransferasas (DNMT) que catalizan la transferencia de un

grupo metilo de la S-adenosil metionina al DNA (179).

Los dinucledtidos CpG suelen encontrarse agrupados en islas CpG localizadas
principalmente en las regiones promotoras de mas del 60% de los genes. En
condiciones normales, las islas CpG se encuentran sin metilar permitiendo la expresion
de los genes correspondientes (Figura 16). En general, la metilacion de los promotores
estd asociada a un silenciamiento transcripcional mediado por el reclutamiento de
proteinas como MBD (Methyl-CpG Binding Domain) que inducen modificaciones en
las histonas y una estructura mas cerrada de la cromatina, aunque la metilacion también
puede inhibir directamente la transcripcion al impedir la union de factores de
transcripcion (181). Sin embargo, algunos procesos fisioldgicos requieren la metilacion
del DNA, como la impronta genética, la inactivacién del cromosoma X o la metilacion
especifica de ciertos genes en algunos tejidos durante el desarrollo (182, 183). Ademas

de la regulacion de la transcripcion génica, la metilacion del DNA también esta
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implicada en el mantenimiento de la integridad cromosémica mediante la metilacion de

elementos repetitivos (184).

Las dos principales alteraciones en el estado de metilacion del DNA
relacionadas con el desarrollo de tumores son la hipometilacion de secuencias
repetitivas, produciendo la reactivacion de elementos transponibles e inestabilidad
genetica, y la hipermetilacion de islas CpG de genes implicados en la regulacion de
procesos como el ciclo celular, la reparacién del DNA, la adherencia e invasion celular,
la apoptosis, el metabolismo de carcindgenos, la respuesta hormonal o la expresion de
microRNAs (Figura 16) (180).
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Figura 16. Patrones de metilacion del DNA. A la derecha se muestra el estado de
metilacion de los promotores y de las secuencias repetitivas en condiciones normales.
A la izquierda se observa la hipermetilacion de los promotores y la desmetilacion de
regiones repetitivas relacionadas con el desarrollo tumoral.

En gliomas, muchas rutas se encuentran desreguladas debido a la
hipermetilacion de los promotores de genes como pl16, RB, PTEN, ARF, TP53, EMP3,
GATA6, HOXAL o TES (185, 186). Ademas, en el 85% de los glioblastomas se ha
detectado un estado de hipometilacion global y la expresion asociada de genes como
MAGE1 (melanoma antigen gene) o IGF2 (insuline growth factor 2) (185, 186).

La metilacion aberrante del gen MGMT (O°-metilguanina DNA
metiltransferasa) en gliomas esta relacionada con la respuesta al tratamiento con
agentes alquilantes y el prondstico de los pacientes (40, 41). La enzima MGMT se
encarga de revertir la alquilacion de la posicién O° de la guanina inducida por agentes
quimioterapicos alquilantes como BCNU, procarbazina o temozolamida confiriendo
resistencia al tratamiento por estos farmacos (40, 187). Sin embargo, aproximadamente
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el 50% de los gliomas carecen de expresion de MGMT debido a la metilacion de su
promotor, aumentando la acumulacién de los dafios inducidos por agentes alguilantes
(188). Asi, la metilacion del promotor de MGMT aumenta la sensibilidad de los
gliomas al tratamiento con agentes alquilantes aumentando la supervivencia y el tiempo

de progresion libre de enfermedad (40, 41).

9.2. MODIFICACION POST-TRADUCCIONAL DE LAS HISTONAS

Los nucleosomas son las unidades estructurales de la cromatina esenciales para
el empaquetamiento del DNA en el ndcleo. Estdn formados por un octamero de
histonas compuesto por dos dimeros H2A-H2B y un tetrdmero H3-H4, que se
encuentra rodeado de un segmento de DNA de 146 pb. Estabilizando el ensamblaje y el

segmento de DNA de separacidn entre nucleosomas se encuentra la histona H1 (179).

Las histonas son proteinas globulares, excepto las colas amino terminales que
son regiones desestructuradas susceptibles de sufrir diversas modificaciones post-
traduccionales como acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacién, sumoilacion
0 ADP-ribosilacion (189). Estas modificaciones post-traduccionales son cambios
epigenéticos dinamicos y reversibles con importantes funciones en la regulacion de la
transcripcion, reparacion y replicacion del DNA, asi como en el procesamiento
alternativo del RNA o en la condensacion de los cromosomas (189). La combinacion
de las modificaciones post-traduccionales de las histonas y el efecto que producen se
conoce como hipétesis del cdodigo de histonas. La funcion de las modificaciones
postraduccionales no depende sélo de los residuos modificados, sino también de la
relacion establecida con otras modificaciones generando patrones y efectos que estan

cambiando constantemente (190).

En relacién con la regulacion de la transcripcion génica, las modificaciones mas
estudiadas son la acetilacion de residuos de lisina y la metilacion de residuos tanto de
lisina como de arginina en las colas amino terminales de las histonas H3 y H4 (189). La
metilacion de las histonas esta regulada por las histona metiltransferasas (HMTS) y esta
asociada tanto a la activacion como a la represion de la transcripcion génica en funcion
de los residuos que se encuentren metilados y el grado de metilacion (191). Los niveles

de acetilacion de las histonas dependen de la actividad de las histona acetiltransferasas
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(HATs) y de las histona desacetilasas (HDACs) (Figura 17) (192). En general, la
acetilacion de las histonas esta relacionada con una estructura de la cromatina menos
condensada y un estado transcripcionalmente activo. Sin embargo, la desacetilacion de
las histonas aumenta las interacciones idnicas entre las cargas positivas de las histonas
y las negativas del DNA, generando una estructura de la cromatina méas compacta que
provoca una represion de la transcripcion al limitar el acceso de la maquinaria de

transcripcion (193).
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Figura 17. Estado de acetilacion de las histonas determinado por el balance de la
actividad de las HDACs y las HATSs.

La superfamilia de las HDACs esta formada por cuatro clases de acuerdo con su
homologia, expresion, localizacion o requerimiento de cofactor (194). La clase | de
HDAC:S es la que participa principalmente en la regulacion del remodelamiento de la
cromatina, la transcripcion, la inflamacion y el metabolismo celular (195). Esta
compuesta por las proteinas HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDACS8. HDAC1, HDAC2 y
HDACS3 se expresan ubicuamente en todos los tejidos, HDAC1 y HDAC?2 en el nucleo,
y HDACS3 tanto en el nacleo como en el citoplasma. Las enzimas HDACs actlan
formando parte de complejos multiproteicos con factores represores de la transcripcion
en los que también estan presentes HATSs, regulando de manera coordinada el
remodelamiento de la cromatina y el control de la expresion génica. HDAC1 y HDAC?2
forman parte de al menos tres complejos, mSin3A, NURD y CoREST, mientras que
HDAC3 forma parte de los complejos N-CoR y SMRT (195, 196). Ademas, las
HDACSs (principalmente las de clase Il) estdn implicadas en la desacetilacion de
proteinas no histonas con importantes funciones en la regulacion de la homeostasis
celular (197).
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Se han descrito diversas alteraciones en los patrones de modificaciones de las
histonas que generan una desregulacion de la expresion génica y estan relacionadas con
el desarrollo de diversos tipos de cancer (185, 193). En general, se ha observado una
disminucion de los niveles de acetilacion en cancer debido a la sobrexpresion de las
desacetilasas de clase | (HDAC1, HDAC2 y HDACS3). Esta sobrexpresion implica la
disminucion de los niveles de proteinas con funciones supresoras tumorales como p21,
BAX o p53, y el aumento de HIF-1a 0 VEGF favoreciendo la proliferacion e invasion

celular, la angiogénesis e inhibiendo la apoptosis (193, 196).

9.3. microRNAs

Los microRNAs (miRNASs) son pequefias secuencias endogenas de RNA no
codificante, de entre 17-25 nucledtidos, que regulan post-transcripcionalmente la
expresion de los RNAs mensajeros (MRNAS) de un elevado nimero de genes. Los
miRNAS se unen a secuencias complementarias no codificantes localizadas en la regién
3" UTR de los mRNAs provocando, generalmente, la disminucién de la expresion o la
anulacion de la actividad del mRNA (198, 199).

La mayor parte de los genes que codifican los miRNAs se encuentran en
regiones intronicas, intergénicas o en orientacion antisentido dentro de la secuencia
exonica de algunos genes (199, 200). Sin embargo, otros miRNAs se encuentran
organizados en “cluster” y se transcriben como una unidad policistronica que luego es
procesada (201). La RNA polimerasa IlI/1ll transcribe los microRNAs en el nucleo
generando los pri-miRNAs, que son transcritos largos con estructura cerrada y regiones
desapareadas que suelen estar protegidos por una caperuza en su extremo 5” y una cola
poli A en su extremo 3". Los pri-miRNAs son procesados por el complejo
Drosha/DGCR8 a pre-miRNAs con forma de horquilla de aproximadamente 70
nucledtidos. Los pre-miRNAs son exportados al citoplasma donde el complejo
Dicer/TRBP los convierte en duplex de miRNA de unos 20 nucle6tidos formados por la
hebra de miRNA madura y la hebra no complementaria que es degradada (Figura 18)
(202). Los miRNAs maduros se ensamblan con proteinas de la familia Argonauta
(AGO) formando los complejos miRISC (miRNA-induced silencing complexes) que se

unen al mMRNA diana. Si la complementariedad del miRNA con la region 3° UTR del
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MRNA no es perfecta, el complejo miRISC se mantiene unido al mensajero bloqueando
la traduccion. Sin embargo, si el apareamiento es perfecto, el complejo miRISC actua
como RNasa degradando el mMRNA (203).
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Figura 18. Biogénesis de los microRNAs.

Los miRNAs regulan més del 30% de los genes, estando implicados en
multiples funciones fisiologicas asi como en el desarrollo de diversos tumores
humanos. Participan en la regulacion de procesos como el control del ciclo y la
proliferacion celular, el metabolismo, la apoptosis, la migracion e invasion celular, la
angiogenesis o el desarrollo de metastasis (199, 204). Existen diversos mecanismos
tanto geneticos, epigenéticos o transcripcionales, como alteraciones en la maquinaria de
biogénesis y procesamiento de los miRNAs, que pueden desregular la expresion de los
miRNAs favoreciendo el desarrollo y la progresion tumoral (205). Asi, los miRNAs
pueden expresarse de manera aberrante y actuar como oncogenes 0 supresores de

tumores en funcion de los mMRNAs que regulan (206).
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Los astrocitomas son los tumores primarios malignos mas frecuentes que
afectan al sistema nervioso central (7, 17). Engloban desde tumores con bajo grado de
proliferacion e infiltracion a los tejidos adyacentes hasta tumores altamente agresivos e
invasivos, pero todos ellos presentan una elevada heterogeneidad morfoldgica y
genética que aumenta a medida que la anaplasia se hace mayor (6). Los astrocitomas se
producen como consecuencia de la acumulacion secuencial de alteraciones genéticas y
de la desregulacion de rutas de sefalizacion implicadas en la proliferacion,
supervivencia, invasion, angiogénesis y metabolismo celular, que normalmente se

correlacionan con el grado clinico del tumor (2, 16, 25).

El Unico factor de riesgo medioambiental relacionado con el desarrollo de
astrocitomas es la exposicion a altas dosis de radiacion ionizante (8-10) y determinados
sindromes hereditarios poco frecuentes como el sindrome de Li-Fraumeni, el sindrome
de Lynch o la neurofibromatosis también confieren una predisposicion genética a
desarrollar tumores cerebrales (13-15). Sin embargo, la mayor parte de los casos son de

origen esporadico y de etiologia desconocida (2).

Los astrocitomas son uno de los tumores mas agresivos y devastadores y, a
pesar del mayor conocimiento a nivel genético y molecular de estos tumores y al
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, el pronostico de los pacientes con
astrocitomas continta siendo desfavorable. En el caso de los astrocitomas de bajo grado
la mediana de supervivencia es de 5-10 afios, mientras que en los astrocitomas
anaplésicos, en general, es inferior a los 2 afios, y los glioblastomas presentan una
supervivencia de aproximadamente un afio tras su diagnostico (16, 22).

Por todo ello, nos planteamos los siguientes objetivos con el fin de profundizar
en el conocimiento de la biologia de los astrocitomas e intentar determinar nuevos

factores que ayuden a predecir su desarrollo y evolucion:

e Caracterizar las alteraciones implicadas en el inicio y la progresion de los
astrocitomas presentes en las rutas de los genes TP53, EGFR/PI3K/PTEN e
IDH1/IDH2 involucradas en la proliferacion, supervivencia y metabolismo celular.

e Evaluar diferentes variantes polimdrficas en genes implicados en la reparacion de

dafios en el DNA como posibles factores de riesgo de desarrollar astrocitomas.
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Estudiar las alteraciones moleculares del sistema de reparacion de
emparejamientos erroneos implicadas en el desarrollo de astrocitomas esporadicos
y su posible relacion con el sindrome de Lynch.

Analizar el papel de alteraciones epigenéticas como la metilacion de regiones
promotoras o la expresion de histona desacetilasas en el desarrollo de astrocitomas.
Conocer las variables clinicas y genéticas que puedan estar implicadas en el
prondstico de los pacientes con astrocitomas asi como en su respuesta al

tratamiento.
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MATERIAL Y METODOS

1. PACIENTES Y MUESTRAS

Para la realizacion de este estudio se han analizado muestras de sangre
periférica y de tejido tumoral de 105 pacientes diagnosticados de tumores primarios de
SNC de origen glial en el Servicio de Neurocirugia del Hospital Universitario de
Salamanca. La recogida de pacientes tuvo lugar entre los afios 2000 y 2006, y se ha
seguido su tratamiento y evolucion desde el momento del diagnostico hasta la
actualidad. La poblacién de estudio estaba compuesta por 2 astrocitomas pilociticos, 22
astrocitomas de bajo grado, 20 astrocitomas anaplasicos y 61 glioblastomas
multiformes, diagnosticados de acuerdo a la clasificacion propuesta por la OMS para
los tumores de SNC (6).

Para la realizacion de los estudios de asociacion de polimorfismos se han
analizado muestras de DNA extraido de sangre periférica de una muestra de casos
mayor: 189 pacientes diagnosticados de tumores de SNC de origen glial (36
astrocitomas de bajo grado, 38 astrocitomas anaplasicos y 115 glioblastomas
multiformes). Como grupo control hemos analizado muestras de DNA de sangre
periférica de 200 individuos mayores de 60 afios que no tuvieran historia personal ni

familiar de cancer de ningudn tipo.

Todas las muestras fueron obtenidas previo consentimiento informado,
siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en Espafia y las del Comité de
Etica del Hospital Universitario de Salamanca. Las muestras de sangre se recogieron en
tubos con EDTA de 10 mL y se conservaron a -4 °C hasta su procesamiento. El tejido
tumoral fresco fue conservado a -80 °C hasta su procesamiento, y una parte fue fijado
en formol y embebido en parafina para su posterior analisis por técnicas

inmunohistoquimicas.

1.1. Extraccién de DNA

La extraccion de DNA se llevo a cabo tanto en las muestras de sangre periférica

como en las muestras de tejido tumoral.

Para la extraccion de DNA a partir de sangre periférica, se aislo la interfase de

células nucleadas mediante centrifugacion repetida y lisis osmdtica de los eritrocitos
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con ddH,0 estéril. El boton celular, que contiene Gnicamente las células nucleadas, se
resuspendio en tampdn Fornace (0.25 M Sacarosa, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 25 mM

KCI, 5 mM MgCl,), a una concentracion estimada de 5x106 células/mL, que da la
osmolaridad necesaria para no romper los leucocitos. Se afiadié 10 mM de EDTA pH
8.0 que es un quelante de iones divalentes que posibilita la inactivacion de las
nucleasas, 50 ug/mL de proteinasa K que degrada las proteinas y 1% de SDS que
rompe las membranas celulares. La mezcla se incub6 a 55 °C durante 8-16 horas, tras lo
cual se purificé el DNA tratandolo con una mezcla de fenol tamponado a pH 8.0 y
CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) y posterior centrifugacion para separar las
fases. EI DNA atrapado en la fase acuosa se limpié de otros residuos celulares
mezclandolo con CIAA y centrifugando para separar de nuevo las dos fases. Tras este
paso, se afiadié etanol absoluto frio a la fase acuosa para precipitar el DNA, que
finalmente se resuspendi6 en ddH,O estéril.

En el caso del tejido tumoral, se tomaron muestras de 100-200 mg y se
homogeneizaron en tampon Fornace con un homogeneizador (Polytron System PT
1200 E, Kinematica AG). Una vez homogeneizado el tejido se afiadio EDTA,
proteinasa K y SDS siguiendo el mismo procedimiento que para la extraccion de DNA

a partir de sangre periférica.

La concentracion de DNA de las muestras se determino en un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) que se basa en la medida de la absorbancia de la
muestra a 260 nm. Ademas, el cociente entre las absorbancias A260/A280 permite
determinar el grado de pureza de la muestra siendo los valores adecuados entre 1.8-2.0.
Si la relacién es mas baja indica la presencia de proteinas o solventes organicos,
mientras que valores superiores indican un exceso de RNA. En ambos casos se

procedié a realizar una nueva purificacion del DNA.

1.2. Extraccion de RNA

Se extrajo RNA a partir de muestras de 100-200 mg de tejido tumoral siguiendo
una modificacién del método de Chomczynski y Sacchi (207). Para ello, las muestras
se homogeneizaron en 1 mL de Trizol (Invitrogen) con la ayuda de un homogeneizador

(Polytron System PT 1200 E, Kinematica AG) y se realizd una extraccion selectiva del
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RNA mediante separacion de fases tras la adicién de 200 pL de cloroformo por cada
mL de Trizol inicial. EI RNA disuelto en la fase acuosa se precipitd con isopropanol y
se resuspendio en ddH,O tratada con DEPC (dietilpirocarbonato 0.1%) que es un
inhibidor de RNasas.

La integridad del RNA se comprobé mediante la electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en condiciones desnaturalizantes de las muestras y la observacion de
las bandas de RNA ribosomal. La concentracion de RNA de las muestras se determino
en un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) midiendo la absorbancia
a 260 nm y comprobando la presencia de contaminantes con la medida del ratio
A260/A280.

1.3. Extraccion de proteinas

Para la obtencion de extractos proteicos se homogeneizaron muestras de tejido
tumoral de 100-200 mg en tampon de lisis RIPA (1% lIgepal, 0.5% deoxicolato sodico,
0.1% SDS en PBS 1X) con inhibidor de proteasas Api (pepstatina A, aprotinina y
leucopeptina) con la ayuda de un homogeneizador (Polytron System PT 1200 E,
Kinematica AG). La mezcla se incubd durante 30 minutos a 4 °C y se centrifugd a
15000 g durante 20 minutos a 4 °C, recuperando el sobrenadante que es el que contiene

el extracto proteico total.

La concentracion proteica de cada extracto se determind mediante colorimetria
utilizando el kit Bio-Rad Protein Assay (BioRad), basado en el método de Bradford
(208).

2. ANALISIS DE MUTACIONES

2.1. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR

Las muestras de DNA gendémico obtenidas fueron amplificadas por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) utilizando 12.5 pL del sistema PCR Master Mix
2X (400 pM de cada dNTP, 3 mM de MgCl, y 50 unidades/mL de Tag DNA
polimerasa en el buffer de reaccién comercial a pH 8.5) (Promega), oligonucleo6tidos

forward y reverse a una concentracion final de 0.5 uM cada uno y 100 ng de DNA
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molde. El volumen final de reaccién fue de 25 uL y en paralelo, como control negativo,

se prepard un tubo de reaccién con todos los componentes excepto DNA.

Cada uno de los genes analizado por PCR fue amplificado con oligonucleétidos

especificos disefiados para amplificar cada exon de estudio y las regiones intronicas

flanqueantes (Tablas 2-11), utilizando un programa de PCR convencional adaptado a la

temperatura de anillamiento de cada pareja de primers (Figura 19).

1 1
95°C 1 95°C i
i 72°C 1 72°C
5 min. 1 30 seg. 1
i X°C i
! 30 seg. !
' 30 seg. '
- 35-40 ciclos . »

Figura 19. Programa de amplificacion estandar utilizado donde X es la temperatura de

anillamiento especifica de cada pareja de oligonucledtidos.

Los genes estudiados mediante amplificacion por PCR a partir de DNA
genémico han sido TP53, EGFR, PIK3CA, PTEN, BRAF, IDH1, IDH2, MLH1, MSH2

y MSH6.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados

del gen TP53, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Exon  Oligonucleétido Forward (5°-3’) Oligonucleotido Reverse (5’-3°) T2 (X) 'Fl)'zci:rlr_\:ano
4 CAACGTTCTGGTAAGGACAA GCCAGGCATTGAAGTCTCAT 58 °C 445 pb
5 GCCGTGTTCCAGTTGCTTTA AGGAGGGGCCAGACCTAAGA 60°C 351 pb
6 AGCGCTGCTCAGATAGCGAT TAAGCAGCAGGAGAAAGCCC  58°C 310 pb
7 AAGGCGCACTGGCCTCATCTT GAGGTGGATGGGTAGTAG 60 °C 266 pb
8 GACCTGATTTCCTTACTGCCT TCTCCTCCACCGCTTCTT 56 °C 219 pb
9 GGAGACCAAGGGTGCAGTAT GCCCCAATTGCAGGTAAAAC 58 °C 233 pb
10 GGTACTTGAAGTGCAGTTTCT CAGCTGCCTTTGACCATGAA 58 °C 344 pb

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados

del gen EGFR, su temperatura de anillamiento y tamario del amplicon.

Exon  Oligonucleétido Forward (5°-3°) Oligonuclettido Reverse (5’-3’) T2 (X) 'Fl)'ga:rgano
18 CAAATGAGCTGGCAAGTGCCGTGTC GAGTTTCCCAAACACTCAGTGAAAC 55°C 400 pb
19 ATCACTGGGCAGCATGTGGCAAC AGACATGAGAAAAGGTGGGCCTGA 55°C  234pb
20 CCATGAGTACGTATTTTGAAACTC CATATCCCCATGGCAAACTCTTGC 53°C 408 pb
21 CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG 55°C  415pb
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Tabla 4. Oligonucleotidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados
del gen PIK3CA, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicén.

Exon  Oligonucleétido Forward (5°-3°) Oligonucleotido Reverse (5’-37) T2 (X) 'Ilj'grp{ano
7 CCTTTTGGGGAAGAAAAGTG GAGAGAAGGTTTGACTGCCATAA 54 °C 284 pb
9 TGAAAATGTATTTGCTTTTTCTGT CCACAAATATCAATTTACAACCATTG 53°C 401 pb
20 TGGGGTAAAGGGAATCAAAAG CCTATGCAATCGGTCTTTGC 54 °C 525 pb

Tabla 5. Oligonucle6tidos empleados para la amplificacién de los exones estudiados
del gen PTEN, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Exon  Oligonucleétido Forward (5°-3") Oligonucleotido Reverse (5°-3’) T2 (X) 'Fl)'ga:rgano
1 TCCTCCTTTTTCTTCAGCCAC GAAAGGTAAAGAGGAGCAGCC 54 °C 147 pb
2 GCTGCATATTTCAATCAAACTAA ACATCAATATTTGAAATAGAAAATC 54°C 166 pb
3 ACTACTCTAAACCCATAGAAGG GACTTAATCGGTTTAGGAATACA 50°C 357 pb
4 TTCCTAAGTGCAAAAGATAAC TACAGTCTATCGGGTTTAAGT 54 °C 147 pb
5 TTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTATC GAAGAGGAAAGGAAAAACATC 50°C 312 pb
6 AGTGAAATAACTATAATGGAACA GAAGGATGAGAATTTCAAGC 55°C 232 pb
7 AATACTGGTATGTATTTAACCAT TCTCCCAATGAAAGTAAAGTA 55°C 220 pb
8 TTTTTAGGACAAAATGTTTCAC CCCACAAAATGTTTAATTTAAC 55°C 258 pb
9 GTTTTCATTTTAAATTTTCTTTC TGGTGTTTTATCCCTCTTG 54 °C 245 pb

Tabla 6. Oligonucle6tidos empleados para la amplificacién de los exones estudiados
del gen BRAF, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Exén  Oligonucleétido Forward (5°-3") Oligonuclettido Reverse (5°-3°) T2 (X) 'Fl)'ga:rgano
11 TCCCTCTCAGGCATAAGGTAA TATTATGACTTGTCACAAT 53°C 252 pb

15 AAACTCTTCATAATGCTTGCTCTG GGCCAAAAATTTAATCAGTGG 55°C 231 pb

Tabla 7. Oligonucle6tidos empleados para la amplificacién de los exones estudiados
del gen IDH1, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Exén  Oligonucleétido Forward (5’-3’)  Oligonucleotido Reverse (5°-3’) T2 (X) 'FI)'érgano
4 CGGTCTTCAGAGAAGCCATT CACATTATTGCCAACATGAC 58°C 122 pb

Tabla 8. Oligonucleotidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados
del gen IDH2, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicén.

Exén  Oligonucledtido Forward (5’-3") Oligonucledtido Reverse (5’-3’) T2 (X) ;égano
4 GATGGCGGCTGCAGTGGGACC TAGGCCAGGAGCTCCAGTCG 65°C 267 pb
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Tabla 9. Oligonuclettidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados
del gen MLH1, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Exon  Oligonucleétido Forward (5°-3") Oligonucleotido Reverse (5’-3°) T2 (X) ‘Fl)'gr;ano
1 AGGTGATTGGCTGAAGGCAC GCCCGTTAAGTCGTAGCCCT 56 °C 231 pb
2 ATGTACATTAGAGTAGTTGCAGACTGATAAATT  AGTTTCCAGAACAGAGAAAGGTCC 56 °C 221 pb
3 CAAGAAAATGGGAATTCAAAGAGAT CTAACAAATGACAGACAATGTCATCAC 55°C 241 pb
4 CCTTTGGTGAGGTGACAGTGG CAGGATTACTCTGAGACCTAGGCAA 56 °C 221 pb
5 TTTTCCCCTTGGGATTAGTATCTATC CCCTGAAAACTTAGAAGCAATTTTATTT 53°C 227 pb
6 GGACATCTTGGGTTTTATTTTCAAG TGTTCAATGTATGAGCACTAGAACACA 56 °C 235 pb
7-8 GGGCTCTGACATCTAGTGTGTGTT AAAATAATGTGATGGAATGATAAACCA 56 °C 417 pb
9 TCTGATTCTTTTGTAATGTTTGAGTTTTG CATAAAATTCCCTGTGGGTGTTTC 55°C 241 pb
10 CTGAGGTGATTTCATGACTTTGTGT GAGGAGAGCCTGATAGAACATCTGT 56 °C 251 pb
11 GTGGGCTTTTTCTCCCCCT CTCTCACGTCTGGCCGG 56 °C 281 pb
12 TTTTTTAATACAGACTTTGCTACCAGGAC GTTTTATTACAGAATAAAGGAGGTAGGCTG 55°C 436 pb
13 CCAAAATGCAACCCACAAAATT AACCTTGGCAGTTGAGGCC 56 °C 282 pb
14 GGTGTCTCTAGTTCTGGTGCCTG TGCCTGTGCTCCCTGGA 56 °C 271 pb
15 CCCATTTTGTCCCAACTGGTT GAGAGCTACTATTTTCAGAAACGATCAG 56 °C 203 pb
16 TGGGAATTCAGGCTTCATTTG GCACCCGGCTGGAAATT 56 °C 292 pb
17 GCACTGGAGAAATGGGATTTG CCTCCAGCACACATGCATG 56 °C 221 pb
18 AGTCTGTGATCTCCGTTTAGAATGAG TTGTATGAGGTCCTGTCCTAGTCCT 56 °C 242 pb
19 CATCAGCCAGGACACCAGTG CGGAATACAGAGAAAGAAGAACACA 56 °C 288 pb

Tabla 10. Oligonucleotidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados
del gen MSH2, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicén.

Exén  Oligonucledtido Forward (5°-3") Oligonucleotido Reverse (5°-3°) T2 (X) 'Fl)'ga:rgano
1 TTCGACATGGCGGTGC GTCCCTCCCCAGCACG 56 °C 251 pb
2 GAAGTCCAGCTAATACAGTGCTTGA AAACACAATTAAATTCTTCACATTTTTATTTT 53°C 301 pb
3 AGAGTTTGGATTTTTCCTTTTTGC TCATGTCAATTAAAGAGCCTTTCC 56 °C 431 pb
4 TTCATTTTTGCTTTTCTTATTCCTTTT ATATGACAGAAATATCCTTCTAAAAAGTCACTAT 50°C 316 pb
5 ACTGGATCCAGTGGTATAGAAATCTTC GCTTCTTCAGTATATGTCAATGAAAACA 53°C 285 pb
6 GCGTAGTAAGGTTTTCACTAATGAGC CATGTGGGTAACTGCAGGTTACA 56 °C 251 pb
7 TGAGACTTACGTGCTTAGTTGATAAATTT GCACATTGCCAAGTATATATTGTATGAG 53°C 341 pb
8 TGATGCTTGTTTATCTCAGTCAAAATT AATCTACAAACTTTCTTAAAGTGGCCTT 53°C 275 pb
9 GTCTTTACCCATTATTTATAGGATTTTGTCA GTATAGACAAAAGAATTATTCCAACCTCC 56 °C 217 pb
10 ATTGAAAAATGGTAGTAGGTATTTATGGAA CACATCATGTTAGAGCATTTAGGGA 54 °C 274 pb
11 ATATGTTTCACGTAGTACACATTGCTTCTA TCAAATATCATGATTTTTCTTCTGTTACC 54 °C 249 pb
12 GGGTTTTGAATTCCCAAATG ACAAAACGTTACCCCCACAA 56 °C 393 pb
13 TGGGGGTAATATGGGCAGTA TCCTTCTCACAGGACAGAGACA 48 °C 448 pb
14 TGTGGCATATCCTTCCCAATG AATAATTTATACTAACTTAGAATAAGGCAATTACTGA 559°C 452 pb
15 TACATAAATTGCTGTCTCTTCTCATGC AAAAACCTTCATCTTAGTGTCCTGTTT 56 °C 311 pb
16 TAATTACTAATGGGACATTCACATGTGT TACCTTCATTCCATTACTGGGATTT 55°C 230 pb
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Tabla 11. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion de los exones estudiados
del gen MSH®, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Exén  Oligonucledtido Forward (5°-3") Oligonucleotido Reverse (5’-3°) T2 (X) ‘Fl)'ggano
1 TGTTGATTGGCCACTGGG CAACCCCCTGTGCGAGCCTC 62°C* 463 pb
2 TAACTGCCTTTAAGGAAACTTGACCA TCATATAGAAAAAAGTCTGCCTGTCTG 60 °C 330 pb
3 CTGGTCTTGAACTGCTGGGAT CCCCTTTCTTCCCCCATC 58 °C 289 pb
4.1 TGCACGGGTACCATTATAAAGTCA GTATTCTTGGTTTCTGATGAAATGCTAG 58 °C 450 pb
4.2 GAAGGAAACGCCCTCAGC CAGTTGCCTTTCATGAATACCAG 58 °C 420 pb
4.3 CCACATGGATGCTCTTATTGGA TCATCTGAAAACTGACCTATGAAAAACT 58 °C 420 pb
4.4 TTTGTTGATACTTCACTGGGAAAGTT CTCCTGATCAATAAGGCATTTTTTG 57°C 420 pb
4.5 CTCTAGGTGGTTGTGTCTTCTACCTC TGAGTAGCCTCTCAAGATCTGGAA 57°C 420 pb
4.6 CGAAGTTGTAGAGCTTCTAAAGAAGCT GTCCTACAGCCAATTCTGTTGC 57°C 480 pb
4.7 AGCCTCCTGGAATACCTAGAGAAAC ACTTATTTTTAGGGATAATATACAGCTGGC 58 °C 420 pb
5 CACTTAGGCTGATAAAACCCCC GTATGTTATTCCTAATGTCACAAATGACTTT 57°C 386 pb
6 AAGACAAAAGTTTATGAAACTGTTACTACCA AGAAGCAAATATCTTTTATCACATCTAAATG 56 °C 250 pb
7 TAACCTAGAAGATGAATTTATGTAATATGATTT TTCAGATAATCTTCTATAAAAATAGTTATTTGT 53°C 224 pb
8 TGAGTTACTTCCTTATGCATATTTTACT AATATTAGCGATACATGTGCTAGCA 57°C 275 pb
9 TGCTAGCACATGTATCGCTAATATT GCATCATCCCTTCCCCTTTTA 56 °C 320 pb
10 GAAGGGATGATGCACTATGAAAAA GTAGAAGGTAGATAAGAATTAAAAGGGTTTAATTT 52 °C 296 pb

*para la amplificacion del exon 1 se utilizo betaina 5M.

2.2. RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction)

Las reacciones de transcripcion inversa y PCR se realizaron en varios pasos. En

primer lugar, se sintetiz6 cDNA a partir de RNA utilizando el kit ImProm-11"™ Reverse
Transcription System (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se
desnaturalizé a 70 °C durante 5 minutos una mezcla de 1 pug de RNA total y 0.5 pg del
oligo (dT)ss, oligonucledtido que anilla en la cola poli A de los RNAs mensajeros. Se
afiadi6 1 U de transcriptasa inversa ImProm-11"™, buffer ImProm-I"™ 1X, 4 mM
MgCl,, 0.5 mM dNTPs, 20 U del inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNasin® y
ddH,O libre de RNasas hasta un volumen final de 20 puL. La mezcla permanecid
durante 5 minutos a 25 °C, temperatura que permite que el cebador anille con el RNA
molde, y se incubd a 42 °C durante 1 hora para permitir la sintesis del cDNA mediante
la transcriptasa inversa. Finalmente, la enzima fue inactivada desnaturalizando la
mezcla durante 15 minutos a 70 °C. Por ultimo, para comprobar que la sintesis de
cDNA se habia producido correctamente, se amplificé por PCR un fragmento del gen

GAPDH que se expresa constitutivamente en todos los tejidos (Tabla 12).

Tabla 12. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de un fragmento del gen
GAPDH, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Oligonucleétido Forward (5°-3”) Oligonucledtido Reverse (5°-3) T2 (X) gén;ano
GADPH CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC 55°C 600 pb
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Mediante RT-PCR hemos analizado la expresion de la variante EGFRVIII y la

presencia de reordenamientos entre los genes KIAA1549 y BRAF, asi como el efecto de

las mutaciones de splicing identificadas en el gen PTEN y la expresion de MSH6 en un

caso con mutacion el extremo 3° UTR. Las reacciones de amplificacion se llevaron a

cabo utilizando el sistema PCR Master Mix 2x (Promega) mediante un programa de

PCR convencional adaptado a cada pareja de oligonucledtidos (Tablas 13-16).

Tabla 13. Oligonucledtidos empleados para el estudio de la expresién de EGFRvIII,
condiciones de la PCR y tamafio del amplicon.

Oligonucleétidos (5°-3")

Tamafio PCR

Condiciones PCR

Exoén 1 Forward
Exén 9 Reverse

CTTCGGGGAGCAGCGATGCGAC
ACCAATACCTATTCCGTTACAC

EGFR wt 1044 pb
EGFRuvIII 243 pb

56.5 °C anillamiento
130" extensién
40 ciclos

Tabla 14. Oligonucledtidos empleados para el estudio del reordenamiento KIAA1549-

BRAF, condiciones de la PCR y tamarfio del amplicon.

Oligonucleotidos (5’-3’)

Tamafio PCR

Condiciones PCR

KIAA1549 ex15F
BRAF ex11R

BRAF ex6F
BRAF ex7R

CGGAAACACCAGGTCAACGG

GTTCCAAATGATCCAGATCCAATTC

TTGTGACTTTTGTCGAAAGCTGC
AAGGGGATGATCCAGATGTTAGG

KIAA1549ex16_BRAFex9: 710 pb
KIAA1549ex16_BRAFex11: 536 pb
KIAA1549ex15 BRAFex9: 392 pb

214 pb

55 °C anillamiento
1’ extension

40 ciclos

(Betaina 5M)

F: Forward, R: Reverse

Tabla 15. Oligonucleétidos empleados para el estudio de las mutaciones de splicing
identificadas en el gen PTEN, condiciones de la PCR y tamafio del amplicén.

Oligonucleotidos (5°-3") Tamafio PCR  Condiciones PCR
PTEN exon 1IF  CAAGAGGATGGATTCGACT DU
PTEN ex6n5R  ATATGCACATATCATTACACCAG 366 pb !155 egt ;‘r?s'i'('s?]m'e“m
PTEN exon5F  CTGGTGTAATGATATGTGCATAT 433 pb 40 giclos

PTEN ex6n 8R

TACCCAAAAGTGAAACATTTTGTCCT

F: Forward, R: Reverse

Tabla 16. Oligonucleotidos empleados para el estudio de la expresion de MSHS,
condiciones de la PCR y tamafio del amplicon.

Oligonucleotidos (5°-3’) Tamafio PCR  Condiciones PCR
58 °C anillamiento
MSH6 Forward ATGTCGCGACAGAGC 1008 pb 1’ 30” extension

MSH6 Reverse

GTATTCTTGGTTTCTGATGAAATGCTAG

35 ciclos
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2.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados mediante PCR y RT-PCR fueron separados por su
tamafo molecular mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2% en
tampon TBE 0.5X (Tris 0.045 M, &cido borico 0.045 M, EDTA 1.0 mM pH 8.0). Las
muestras migraron en paralelo con un marcador de tamafio molecular derivado del
DNA del fago ®X-174 cortado con la endonucleasa Haelll que genera fragmentos de
los siguientes tamarfios: 1.353, 1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194,
0.118, 0.072 Kb. La migracion del DNA en el gel se monitorizd utilizando dos
colorantes incluidos en el tampon de carga: el xileno cianol, que migra
aproximadamente con los fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el azul
de bromofenol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 0.5 Kb. Tras la
electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron utilizando SYBRSafe®
(1/20000) (Invitrogen), que actla intercalandose entre las bases nitrogenadas del DNA
y emite fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (Figura 20).

Figura 20. Electroforesis de los fragmentos amplificados por PCR correspondientes al
exon 4 del gen TP53.

2.4. Electroforesis sensible a la conformacion (CSGE-heteroduplex)

La deteccion de mutaciones en los genes PISBKCA, PTEN (exones 1 al 4), BRAF,
MLH1, MSH2 y MSH6 se llevd a cabo mediante CSGE- heteroduplex (conformation-
sensitive gel electrophoresis) de los fragmentos amplificados por PCR siguiendo una

modificacion de la técnica descrita por Ganguly (209).

Los productos de PCR se desnaturalizaron a 95 °C y se renaturalizaron
disminuyendo la temperatura 1 °C por minuto para permitir la formacién de

heteroduplex en el caso de individuos heterocigotos (Figura 21).
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Germinal Mutado Heterodiplex Homoduplex
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Figura 21. Formacion de heterodiplex tras la desnaturalizacion y posterior
renaturalizacion del producto de PCR en un individuo heterocigoto.

Las hebras madre, tras la desnaturalizacion, pueden renaturalizarse con su hebra
complementaria correspondiente o con la hebra complementaria del otro alelo. Si existe
un cambio de nucleédtido en heterocigosis dentro del fragmento amplificado, la
renaturalizacion puede generar heteroduplex, es decir, apareamiento entre dos hebras
que son complementarias en todos los nucle6tidos excepto uno, generando un
desapareamiento en este punto y provocando un cambio en la conformacion del DNA
detectable por CSGE.

Las muestras de estudio desnaturalizadas, en paralelo con un control sano,
fueron sometidas a electroforesis vertical en geles de acrilamida parcialmente
desnaturalizantes (ddH,O 7.705 mL, formamida 99% 5.98 mL, etilenglicol 99% 4.025
mL, TBE 10X 2.415 mL, MDE™ 2X (AT Biochem, Inc. USA) 20.125 mL, TEMED
36.8 pL, AMPS 25% 138 pL) a 180 voltios durante aproximadamente 21 horas.
Finalmente, las muestras se visualizaron mediante la tincion con plata de los geles
utilizando el kit DNA Silver Staining (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los heteroduplex y homoduplex migran de manera diferencial en los geles de
acrilamida, de manera que aquellas muestras que presentaron un patrén de migracion
diferente al control fueron secuenciadas para conocer la naturaleza de la alteracion
(Figura 22).

1 2 =SSR s
- - =

Figura 22. CSGE-heteroduplex correspondiente al exdn 15 del gen BRAF en cinco
pacientes. El paciente 4 muestra un patron de migracion anomalo.
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2.5. Cromatografia liquida de alto rendimiento desnaturalizante (dHPLC)

El estudio de las mutaciones en el codon 132 el gen IDH1 se realizo utilizando
el sistema WAVE® (Transgenomic, UK), basado en la cromatografia liquida de
intercambio i6nico en fase reversa (210), acoplado al software de analisis (Navigator,
Sistema WAVE, Transgenomic). Para ello, se amplificO mediante PCR la region de
estudio del gen y los productos de PCR fueron desnaturalizados y renaturalizados para
permitir la formacion de heteroduplex. Las muestras se inyectaron en la columna de
dHPLC a una temperatura de desnaturalizacion ajustada de 58.6 °C y se eluyeron con
acetato de trietilamonio (TEAA) y concentraciones crecientes de acetonitrilo. Los
heteroduplex eluyen antes que los homoduplex debido a que tienen una unién mas débil
a la matriz, debido a su configuracion mas abierta causada por el desapareamiento de
bases (Figura 23). Todos los resultados obtenidos en el estudio del exon 4 de IDH1

mediante dHPLC fueron confirmados mediante secuenciacién automatica.
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Figura 23. Andlisis de las mutaciones en el codon 132 del gen IDH1 mediante dHPLC.
En la figura se observan los patrones diferenciales de una muestra homocigota germinal
(1 pico) y de una muestra mutada en heterocigosis (2 picos). No se conocen mutaciones
en homocigosis en esta posicion.
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2.6. Secuenciacién automatica

Los productos de PCR analizados mediante CSGE o dHPLC que mostraron un
patron de migracion diferente fueron secuenciados para identificar la naturaleza de la
variante encontrada. Ademas, estudiamos directamente por secuenciacion automatica la
presencia de mutaciones en los genes TP53, EGFR, PTEN (exones 5 al 9) e IDH2, asi
como los productos amplificados mediante RT-PCR de los genes EGFR, KIAA1549-
BRAF, PTEN y MSH6.
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Los fragmentos de PCR fueron purificados previamente con la enzima ExoSAP-
IT® (Affymetrix) o con el kit comercial PureLink® PCR Purification Kit (Life
technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se prepararon muestras con
40-60 ng del producto de PCR purificado y 3 pmol del oligonucle6tido correspondiente
en un volumen final de reaccion de 8 pL. La secuenciacion automatica se llevé a cabo

en un secuenciador ABI 3100 (Applied Biosystems).

En todas las muestras en las que se detecté una mutacion, se analizo la muestra
de DNA de sangre periférica del paciente correspondiente para conocer el origen

somatico o germinal de la mutacion.

3. ANALISIS DE POLIMORFISMOS

3.1. Discriminacién alélica mediante PCR-RFLP

El estudio de polimorfismos en funcién de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP, restriction fragment length polymorphisms) permite discriminar los
alelos de un polimorfismo analizando el tamafio de los fragmentos generados tras la
digestion del producto de PCR con endonucleasas de restriccion, que reconocen

secuencias especificas en el DNA y lo escinden en ese punto.

Estudiamos mediante RFLP cuatro polimorfismos del gen TP53: IVS3-
54ins16pb en el intron 3 (rs17878362), c.215G>C (p.Arg72Pro) en el exon 4
(rs1042522), 1IVS6+62A>G en el intron 6 (rs1625895) e IVS7+72C>T en el intrén 7
(rs12947788).

Para ello, se amplific6 mediante PCR del fragmento de DNA correspondiente al
intrbn o exon donde se localiza cada polimorfismo con un programa de PCR
convencional adaptado a la temperatura de anillamiento de cada pareja de oligos (Tabla
17). Posteriormente, se digirieron 13 pL del producto de PCR con 10 U (1 pL) de la
enzima de restriccion apropiada durante 4-6 horas a 37 °C en un volumen final de 20
puL. Los fragmentos obtenidos fueron separados mediante electroforesis en geles de

agarosa a diferentes concentraciones en funcion del tamafio de los fragmentos.
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Tabla 17. Oligonuclettidos empleados para el estudio de los polimorfismos del gen
TP53, su temperatura de anillamiento y tamafio del amplicon.

Polimorfismo Oligonuclettido Forward (5°-3°) Oligonuclettido Reverse (5°-3’) T2 (X) ggrlr_\:ano
1VS3-54ins16pb ATGGGACTGACTTTCTGCTCTT CTGGCATTCTGGGAGCTTCA 56°C  268pb
Arg72Pro TCTACAGTCCCCCTTGCCGT CTGACCGTGCAAGTCACAGA 62°C 291 pb

1IVS6+62A>G AGGTCTGGTTTGCAACTGGG GAGGTCAAATAAGCAGCAGG 59°C* 107 pb
IVS7+72C>T GTGTTATCTCCTAGGTTGGC AGACTTAGTACCTGAAGGGT  50°C* 781 pb

*el tiempo de desnaturalizacion, anillamiento y extension en cada ciclo fue de 1 minuto.

El polimorfismo localizado en el intron 3, 1VS3-54ins16pb, consiste en la
insercion de la secuencia acctggagggctgggg. La discriminacion alélica de este
polimorfismo se realizo directamente mediante electroforesis del producto de PCR en

geles de agarosa al 4% presentando tres genotipos diferentes (Figura 24A):

e Homocigoto Insercion de 16 pb: un fragmento de 268 pb.
e Homocigoto No Insercion de 16 pb: un fragmento de 252 pb.

e Heterocigoto No insercion/Insercion de 16 pb: dos fragmentos de 268 y 252 pb.

El polimorfismo ¢.215G>C (p.Arg72Pro) se analiz6 mediante la digestion del
producto de PCR con la enzima de restriccion BstUl (Bsh1236l, Fermentas), que
reconoce el sitio de corte CGCG, y posterior electroforesis en gel de agarosa al 3%

generando tres patrones diferentes (Figura 24B):

e Homocigoto CC (Pro/Pro): un fragmento de 291 pb.
e Homocigoto GG (Arg/Arg): dos fragmentos de 165y 126 pb.
e Heterocigoto GC (Arg/Pro): tres fragmentos de 291, 165 y 126 pb.

El polimorfismo 1VS6+62A>G se analizé mediante la digestion del producto de
PCR con la enzima de restriccion Mspl (Fermentas), que reconoce la secuencia CCGC,
y posterior electroforesis en geles de agarosa al 4% generando tres posibles genotipos
(Figura 24C):

e Homocigoto AA: un fragmento de 107 pb.
e Homocigoto GG: dos fragmentos de 63 y 44 pb.
e Heterocigoto GA: tres fragmentos de 107, 63 y 44 pb.

El polimorfismo IVS7+72C>T se estudié mediante la digestion del producto de

PCR con la enzima de restriccion Apal (Fermentas), que reconoce el sitio de corte
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GGGCCC, y posterior electroforesis en geles de agarosa al 1.5% generando tres
posibles genotipos (Figura 24D):

e Homocigoto TT: un fragmento de 781 pb.
e Homocigoto CC: dos fragmentos de 584 y 197 pb.
e Heterocigoto CT: tres fragmentos de 781, 584 y 197 pb.

123456 7 89101112 2 3 45 6 7 8 9

Figura 24. Anélisis de los polimorfismos del gen TP53 mediante PCR-RFLP. A)
Electroforesis del producto de PCR para el analisis del polimorfismo 1VS3-54ins16pb.
B) Electroforesis del producto de digestion con la enzima BstUI para el andlisis del
polimorfismo ¢.215G>C (p.Arg72Pro). C) Electroforesis del producto de digestion con
la enzima Mspl para el analisis del polimorfismo 1IVS6+62A>G. D) Electroforesis del
producto de digestion con la enzima Apal para el andlisis del polimorfismo
IVS7+72C>T.

3.2. Discriminacion alélica mediante PCR con sondas TagMan

En la discriminacion alélica mediante PCR con sondas TagMan, la
amplificacion y la deteccion del genotipo ocurren simultaneamente. Las sondas
TagMan son oligonucledtidos que hibridan especificamente con cada alelo y estan
marcadas con un fluorocromo donador en el extremo 5’, que emite fluorescencia al ser
excitado, y un aceptor (“quencher”) en el extremo 3’, que absorbe la fluorescencia
liberada por el donador cuando la sonda esta intacta y ambos se encuentran proximos.
Las sondas utilizadas en nuestro trabajo estaban marcadas con los fluorocromos VIC y

FAM para cada alelo.

La reaccién de PCR requiere ademas los mismos componentes que una reaccion
de PCR convencional (Taq polimerasa, dNTPs, MgCl, y oligonucleotidos forward y
reverse) y se lleva a cabo en termocicladores que incorporan un lector de fluorescencia.
Durante la amplificacion del DNA diana, la sonda hibrida con su cadena
complementaria y la DNA polimerasa, que tiene actividad 5’-3” exonucleasa, al
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desplazarse a lo largo de la cadena, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda
produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Al quedar separados, la
fluorescencia emitida por el fluorocromo es captada por el lector (Figura 25). Ademas,
la emisidn de fluorescencia producida en la reaccién es proporcional a la cantidad de
DNA formado, permitiendo en todo momento conocer y registrar la cinética de la

reaccion de amplificacion.
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Figura 25. Representacion de los resultados de la discriminacién alélica con sondas
TagMan del polimorfismo ¢.2251A>C (p.Lys751GlIn) del gen ERCC2. Cada nube de
puntos representa uno de los genotipos posibles: los azules son homocigotos AA, los
verdes son heterocigotos AC y los rojos homocigotos CC.

Mediante esta técnica analizamos diversos polimorfismos de genes implicados

en mecanismos de reparacion del DNA (Tabla 18).

Tabla 18. Polimorfismos estudiados mediante discriminacion alélica con sondas
TagMan.

Gen Polimorfismo estudiado ?X;Sﬁ;ﬁg?g@gmmg
. ?S:ﬁg'{gc (p.Asn118Asn) C_2532959

ERCC2 ?SiéiéfPC (p.Lys751GlIn) C_ 3145033

ERCCS Ir;fé%g?gg A>C C_32308392

APEX1 (r;sﬁg'g:(% (p-Asp148Glu) C_ 8921503

NRCCL ?Sééig?% (p.GIn399Arg) C_622564

XRCC3 Esgéig;;' (p.Thr241Met) C_8901525
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La reaccion de genotipado se llevd a cabo con el sistema TagMan Genotyping
Master Mix 2x (Applied Biosystems), en un volumen final de 10 uL, y se realizo en el

RTM

equipo Step One Plus Real Time PC (Applied Biosystems) bajo las condiciones

recomendadas por el fabricante para este tipo de estudios.

4. PCR ATIEMPO REAL CUANTITATIVA

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa es una variacion de la PCR
convencional utilizada para la cuantificacion tanto de DNA como de RNA que permite
determinar el nimero de copias de un gen o sus niveles de expresién mediante el uso de

los primers especificos.

Las reacciones de amplificacién se producen en presencia de un agente
intercalante del DNA o sondas fluorescentes cuya sefial es proporcional a la cantidad de
producto amplificado, permitiendo asi detectar y evaluar la progresion de la reaccion de
amplificacion en cada uno de sus ciclos. Mediante el analisis de la cinética de la PCR
podemos determinar el nimero de copias del fragmento de interés al inicio de la
reaccion a través del ciclo umbral (Ct). El Ct es el nimero de ciclos necesarios para que
se produzca un aumento de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base y

es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde (Figura 26A).

Fluorescencia

AFluorescencia

Ct

Temperatura (°C)

Figura 26. A) Curva de amplificacion de la reaccién de PCR a tiempo real donde se
representa la fluorescencia emitida respecto al nimero de ciclos. En rojo se muestra el
ciclo umbral (Ct). B) Representacion de una curva de melting para del producto de
amplificacion donde se representa la temperatura frente a la fluorescencia.
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Simultaneamente a la reaccion de amplificacion del fragmento del gen de
interés, se lleva a cabo la amplificacion de un gen control enddgeno para normalizar
posibles variaciones de la cantidad de DNA afiadido a cada reaccion. Para la
cuantificacion, se emplea el método AACt donde se compara el valor del Ct del gen
problema y el gen de referencia en cada muestra tumoral (ACt) y, posteriormente, se
comparan los ACt de cada muestra tumoral con respecto a una muestra de referencia
(DNA de sangre periférica). Esto permite determinar cambios relativos en la carga
genetica como pérdidas de heterocigosidad, grandes deleciones o amplificaciones en el

gen de interés.

Esta técnica se ha empleado para analizar la pérdida de heterocigosidad en
aquellos tumores que presentaron mutaciones homocigotas en alguno de los genes
estudiados. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 uL, utilizando
FastStart Universal SYBR Green Master 2x (Rox) (Roche), 0.5 uM de cada
oligonucleétido y 15 ng de DNA, en un termociclador Step One Plus Real Time PCR™
(Applied Biosystems). Se hicieron tres réplicas de cada muestra y como control
enddgeno en cada estudio, en lugar de un Unico gen, se amplificaron varios genes
localizados en distintos cromosomas (Tabla 19), debido a la elevada inestabilidad
cromosomica de los astrocitomas.

Tabla 19. Genes de referencia, localizaciones cromosomicas, oligonucledtidos
empleados y condiciones de la PCR.

Gen de . Locallzgcm_)n Oligonucleétidos (5°-3%) Condiciones PCR
referencia  cromosémica
36B4 12924 F: CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC

R: CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA

LEMD3 12q14.3 F: GCGGCTGCCGGGAGTCTAGACAG 95°C 10 min.

R: GGTAGGTATGATTGGAGCCCG 95°C 15 seg
F: AAATCAACTCCTGTGAGCTGT o Y :
FBN1 15¢921.1 R ATCGAAGAAAATCCATCAGC ?g og éomln. } x 40 ciclos
IDHL 2034 F: CGGTCTTCAGAGAAGCCATT eLf
q R: CACATTATTGCCAACATGAC :
— — F: GATGGCGGCTGCAGTGGGACC Curva de melting:
420 R: TAGGCCAGGAGCTCCAGTCG Aumento de 0.3 °C cada 15 seg.
F: TCAAGCGAGGTACAGAATTAAATG
LQT3 3p22.2 R: GGGCTTTCAGATGCAGACACTGAT

F: Forward, R: Reverse

Para asegurar que la amplificacion era especifica, al final de cada proceso de
termociclado se realiz6 una curva de melting que consiste en una desnaturalizacion y

una progresiva renaturalizacion del producto de PCR amplificado (Figura 26B). Si
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existieran varios productos de amplificacion, se desnaturalizarian a distintas

temperaturas dando diferente sefial en el proceso de melting.

5. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

La inestabilidad de microsatélites (MSI) se determiné mediante amplificacion
por PCR de 8 marcadores que incluyen los recomendados en el panel de Bethesda:
BAT25, BAT26, BAT40, D2S123, D5S346, D17S250, MYCL y PAX6, en muestras de
DNA de sangre periférica y de tejido tumoral de cada paciente. Los extremos 5’ de los
oligonucleottidos forward estaban marcados con diferentes fluorocromos (Tabla 20).
Tabla 20. Marcadores utilizados en el estudio de MSI, localizacion cromosémica, tipo

de repeticiones de la region microsatélite, fluorocromo utilizado, secuencia de
oligonucledtidos y tamafio aproximado del producto de PCR.

Tipo de . - ) o Tamafio
Marcador  Locus repeticion Fluorocromo  Oligonucleétidos (5°-3”) PCR
.- %
BAT25  4ql2  mononucledtido  TET 7 MEEGEIE e El A VG 110-130

R: TCTGCATTTTAACTATGGCTC

- F: *TGACTACTTTTGACTTCAGCCACC
BAT26 2p16 mononucleétido  FAM R: ATTCAACATTTTTAACCC 100-120

- F: *ATTAACTTCCTACACCACAAC
BAT40 1p12 mononucleétido  HEX R: GTAGAGCAAGACCACCTTG 125-130

. - F: *AAACAGGATGCCTGCCTTTA
D2S123 2p21 dinucledtido FAM R: GGACTTTCCACCTATGGGAC 200-230

. acf F: *ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG
D5S346 5g21-22  dinucleétido FAM R: AGCAGATAAGACAGTATTACTAGT 100-130

. - F: *GGAAGAATCAAATAGACAAT
D17S250 17q11.2  dinucledtido FAM R: GCTGGCCATATATATATTTAAACC 140-170
F: *TGGCGAGACTCCATCAAAG
R: CTTTTTAAGCTGCAACAATTTC
F: *ACTTCTAGGACTCATTTCCC

PAX6 11p13 tetranucleétido HEX R: CTGAATTAACACAATATTTC 130-140

MYCL 1p34.4 tetranucledtido HEX 160-170

F: Forward, R: Reverse

Las reacciones de amplificacion se realizaron con el sistema Go Taq® Hot Start
Polymerase (Promega), en un volumen final de 10 pL, utilizando un programa especial
de PCR (Figura 27).

1 1
1 1
95°C 1 95°C .

i 70°C | 70°C

10 min.: 10 seg. !
| 55°C '
! 3 min. ! 30 min.
: 30 seg. : 4C
P S

45 ciclos *©

Figura 27. Representacion del programa utilizado para la amplificacion de los 8
marcadores microsatélites.
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Los productos de PCR (2 pL) se resuspendieron con 0.2 uL de marcador de
tamafio ROX GenScan350 (Applied Biosystems) en formamida hasta un volumen final
de 12 pL, y se separaron en un secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).
Los resultados se visualizaron con el programa Peak Scanner v1.0 y se compararon los
electroferogramas procedentes de las muestras de DNA de sangre periférica con los
procedentes de tejido tumoral para ver diferencias de tamafio de secuencia o de pico
(Figura 28) (211).

DNA sangre
periférica

' ' DNA tumor

| L il ; i | | |
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II I|I.|:|I.‘I . i
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BAT40 BAT26
Inestable Estable

Figura 28. Electroferograma de dos marcadores, BAT40 y BAT26, utilizados para el
analisis de la inestabilidad de microsateélites, donde se compara el patron de la muestra
de DNA de sangre periférica con la de tejido tumoral del mismo paciente.

Los tumores fueron clasificados como altamente inestables (MSI-High), cuando
mas del 30% de los marcadores analizados mostraron inestabilidad, baja inestabilidad
(MSI-Low), cuando menos del 30% presentaron inestabilidad, y estables (MSS),

cuando ninguno de los marcadores fue inestable (176).

6. ANALISIS DE LA METILACION DE REGIONES
PROMOTORAS MEDIANTE MS-MLPA

El método MS-MLPA (Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent

Probe Amplification) es una técnica especial derivada del MLPA donde se estudia el
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estado de metilacion de los promotores de los genes sin necesidad de tratamientos
previos del DNA con bisulfito (212). Este método se compone de cinco etapas:
desnaturalizacion del DNA, hibridacion de las sondas al DNA, ligacién de las sondas,
digestion con la enzima Hhal y amplificacion final. Las sondas utilizadas son de dos
tipos, unas sondas especificas de metilacion con sitios de reconocimiento para la
enzima Hhal (5" GCGC 3") y otras sondas que no se ven afectadas por la enzima Hhal.
Tabla 21. Sondas utilizadas del kit SALSA MS-MLPA probemix MEO11-B1 para los

estudios de MS-MLPA, localizacion cromosémica, presencia de sitio de
reconocimiento Hhal y tamafio del fragmento generado durante la amplificacion.

Sonda SALSA MS-MLPA Cromosoma  Sitio Hhal ~ Tamafio (nt)
CTTN probe 03896-L00020 119133 - 130
KCNJ6 probe 03797-L04594 21922.13 - 136
PMS2 probe 07935-1L.16571 7p22.1 + 142
MLH1 probe 01685-L.01265 3p22.2 - 148
PMS2 probe 11966-1.13112 7p22.1 + 154
MSH6 probe 06228-L05731 2pl16.3 + 160
MLH1 probe 01686-L.15580 3p22.2 + 166
MGMT probe 14133-L.15736 10026.3 + 172
TNFRSF1A probe 00554-1.13113 12p13.31 - 178
MSH2 probe 06227-L07711 2p21 + 184
PROKR2 probe 11954-1.12774 20p12.3 - 190
MLH1 probe 06222-L07712 3p22.2 + 196
MGMT probe 05670-L14276 10q26.3 + 202
MSH6 probe 06230-L05733 2p16.3 + 208
MGMT probe 12250-1.14205 10026.3 + 214
MSH3 probe 07940-L14208 5q14.1 + 220
PAH probe 02334-L13114 12923 - 232
MLH1 probe 07187-L07710 3p22.2 + 238
MSH2 probe 11634-L12398 2p21 - 247
SEPT9 probe 09646-L.09804 17925.3 - 256
MLH1 probe 06221-L.01747 3p22.2 + 265
MSH2 probe 06142-L.00599 2p21 + 274
MSH3 probe 11947-L.00795 5914.1 - 283
MLH1 probe 02258-L.01745 3p22.2 + 292
MSH6 probe 06229-L05732 2pl16.3 + 301
CACNAL1A probe 09065-L.15938 19p13.2 - 310
TSC1 probe 04324-L.03897 9qg34.13 - 319
KCNQ1 15055-1.04802 11p15.5 - 328
PMS2 probe 07934-1.16147 7p22.1 + 339
MGMT probe 13716-L.15582 10026.3 + 346
MLH3 probe 07941-L07722 14qg24.3 + 355
CELF2 region probe 01234-L00781  10p14 - 364
ABCB4 probe 04727-1.04144 7021.12 - 373
FBN1 probe 02459-L01903 15¢21.1 - 382
MGMT probe 14136-L.12791 10g26.3 + 391
MSH2 probe 06141-L13115 2p21 + 400
MGMT probe 14135-1.16573 10026.3 + 409
TSC2 probe 13553-L.12763 16p13.3 - 418

Mediante esta técnica analizamos el estado de metilacion de los promotores de
los genes MGMT, MLH1, MSH2 y MSH6 utilizando el kit SALSA MS-MLPA probemix
MEO11-B1 Mismatch Repair genes (MMR) (MRC-Holland, Amsterdam, The
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Netherlands). Este kit contiene 6 sondas especificas del promotor de MGMT, 6 del
promotor de MLH1, 4 del promotor de MSH2, 3 del promotor de MSH6 y 16 sondas de
referencia que sirven como control interno del proceso (Tabla 21). Ademas, incluye 4
fragmentos que sirven para determinar que la cantidad de DNA empleada, asi como la
desnaturalizacion e hibridacion del proceso, son correctas.

Todas las reacciones se llevaron a cabo segun las condiciones especificadas por
el fabricante utilizando 100 ng de DNA tumoral. En paralelo, la mitad de la muestra fue
ligada y digerida, mientras que la otra mitad no se digirié para realizar posteriormente

la comparacion de los resultados.

Se mezclaron 2 pL del producto de PCR, con 10 pL de formamida y 0.2 pL del
marcador de tamafio ROX GenScan500 (Applied Biosystems) para su separacion en un
secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems), y los resultados se visualizaron

mediante el programa Peak Scanner v1.0 (Figura 29).
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Figura 29. Electroferogramas de las reacciones de MS-MLPA en una muestra de DNA
metilado y una muestra control sin metilar, sometido o no a digestion con la enzima
Hhal.

El analisis del estado de metilacién de los promotores se realiz6 comparando el
valor obtenido de la normalizacion de los picos de las muestras no digeridas frente a las
muestras digeridas (ratio de metilacion), siguiendo el método descrito por Jeuken et al.

(212). Se calculd el valor mediano de todas las sondas de cada promotor y se considero

83



MATERJAL ¥ METODOS

que existia hipermetilacion del promotor cuando los valores fueron superiores a 0.75.
Para el analisis de la metilacion del promotor del gen MLH1, Unicamente se
consideraron las sondas 06222-L.07712 y 01686-L.15580 (localizadas en las posiciones
-246 y -13), correspondientes a las regién C y D del promotor, que son las que se

encuentran relacionas con el silenciamiento del gen (213).

7. CLONACION EN VECTORES DE EXPRESION

El estudio de la pertenencia alélica de mutaciones en las muestras de tumor que
presentaron mas de una mutacion en el mismo gen, se llevd a cabo mediante la
clonacién del producto de PCR de los exones correspondientes en el vector pGEM®-T

Easy.

Ademas, con el fin de caracterizar del comportamiento de la mutacion
c.*(24_28)delGTTGA localizada en el extremo 3 UTR del gen MSH®, realizamos un
estudio in vitro de la actividad luciferasa. Para ello, amplificamos el extremo 3 UTR
de MSH6 con los oligos forward 5 GGGTCTAGACTGACTACATTGGAAGCTTT 3’
y reverse 5° CGGGATCCTATATTGTGGAGTATTCAATAACC 3’ que incorporan
los sitios de corte de las enzimas de restriccion Xbal y BamHI. El producto de PCR lo
clonamos primero en el vector pGEM®-T Easy para separar el alelo mutado del

germinal y, posteriormente, subclonados ambos extremos en el vector pGL3-promoter.

e Clonacion en el vector pPGEM®-T Easy

El vector pGEM®-T Easy (Promega) esta constituido por una cadena doble de
DNA lineal que permite ligar en sus extremos productos de PCR sin necesidad de que
éstos sean manipulados previamente. Ademas, este vector ofrece la posibilidad de
seleccidén por color de los eventos de ligacién, ya que el sitio de clonacién interrumpe
el operdn Lac, y de seleccion de transformacidn, ya que contiene un gen de resistencia

a ampicilina (Ampr) (Figura 30).

Los productos de PCR se ligaron con el vector pGEM®-T Easy empleando para
la reaccion de ligacién 50 ng del vector, 1 U de ligasa T4 (Fermentas), buffer de
reaccion 1X (30 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, 10%
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polietilenglicol, pH 7.8), 60-100 pg de producto de PCR y hasta 10 puL de ddH,O. La
reaccion de ligacion se dejo durante 3-4 horas a temperatura ambiente, o bien toda la
noche a 15 °C.
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Figura 30. Representacion del vector de clonacién pPGEM®-T Easy.

e Preparacion y transformacion de células competentes

Las reacciones de ligacién fueron utilizadas para la transformacion de la cepa
bacteriana competente DH50 derivada de E. coli. Para la preparacion de la cepa
competente, se sembrd una colonia de la cepa en medio 2xTY y se dejé crecer a 37 °C
en agitacion hasta alcanzar una DOggo aproximada de 0.6. El cultivo se centrifugo a
1200 g durante 10 minutos a 4 °C. El boton celular obtenido se resuspendioé en 100 mL
de CaCl, 100 mM a 4 °C vy, tras una nueva centrifugacién, las bacterias se

resuspendieron en 10 mL de CaCl, 100 mM.

Para la transformacion, se incubaron 5 uL de la reaccion de ligacion con 30 L
del cultivo de bacterias competentes durante una hora en hielo. Pasado este tiempo, la
mezcla se someti6 a un choque térmico de 42 °C durante 2 minutos, se afiadieron 300
ML de medio 2xTY y la mezcla se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Las bacterias
transformadas se sembraron junto con 50 puL de IPTG (20 mg/mL), inductor de la
transcripcion del operon Lac, y 50 pL del sustrato XGal (20 mg/mL) en medio solido
preparado con 100 pg/mL de ampicilina para llevar a cabo la seleccion de la
transformacion. Las placas de cultivo se incubaron en una estufa a 37 °C durante 12-16

horas.
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e Extraccion de DNA plasmidico de colonias transformadas

Las colonias blancas que no adquirieron color azul debido a que la clonacion del
inserto interrumpia la secuencia codificante del oper6n Lac presente en el vector
pGEM®-T Easy, se sembraron en 5 mL de medio 2xTY suplementado con ampicilina.
Los cultivos se dejaron crecer a 37 °C en agitacion constante durante 6-16 horas y se
centrifugaron durante 10 minutos a 2000 rpm. Los plasmidos se aislaron utilizando el
kit comercial PlasmidPrep (GeneDan) segun las especificaciones del fabricante. Para
comprobar que los plasmidos contenian inserto se digirieron con las enzimas de
restriccion Apal y Sacl (Fermentas), cuyos sitios de corte se encuentran localizados a
ambos lados del inserto, y posterior electroforesis en gel de agarosa al 2%. Aquellos
pldésmidos con insertos del tamafio esperado se secuenciaron usando los

oligonucleétidos universales del vector pPGEM®-T Easy, T7 y SP6.

e Clonacion en el vector pGL3-PROMOTER

El extremo 3’ UTR del gen MSH6 insertado en el vector pGEM®-T Easy fue
clonado posteriormente en el vector de expresion pGL3-Promoter (Promega), que
contiene el gen reportero de la luciferasa (Figura 31). Para ello, utilizamos los sitios de
restriccion Xbal y BamHI que permiten clonar en fase el extremo 3’ UTR de MSH6

con el gen de la luciferasa.

Synthetic poly(A)

signal / transcriptional
— pause site

(for background
reduction)

Kpnl |5
1 or Sacl |11

Miul 15
Nhel |21

Smal | 28
pGL3-Promoter Xhol | 32
Vector Bglll |36
(5010bp)
220245 SV40 Promoter
219d{| BamHI SV4Q late
poly(A) signal Hindlll 245
(for luc+ reporter) luc+ Ncol 278
Hpal 2094

Xbal P34

Figura 31. Representacion del vector pGL3-Promoter que contiene el gen reportero de
la luciferasa, con los sitios de corte Xbal y BamHI utilizados para la clonacion.
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Se llevd a cabo la digestion del vector pGL3-Promoter y del vector pGEM-T®
Easy con el extremo 3° UTR de MSH6 con 10 U de las endonucleasas Xbal y BamHI
(Fermentas), buffer de reaccion Tango 1X, 2 ug DNA y ddH,O hasta un volumen final
de 10 pl. La reaccion se incub6 durante 6-8 horas a 37 °C y los productos resultantes de
la digestion se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%. La banda
del vector pGL3-Promoter y las de los extremos 3° UTR germinal y mutado de MSH6
se recortaron y purificaron del gel utilizando el kit GENECLEAN® 11l (MP

Biomedicals).

La ligacion del extremo 3” UTR de MSH6 con el vector pGL3-Promoter se llevd
a cabo utilizando una relacién molar vector:inserto 1:5 con una cantidad de 100 ng de
vector, 1 U de ligasa T4 (Fermentas) y buffer de reaccion 1X. La reaccion de ligacion
se dejoé toda la noche a 15 °C y, posteriormente, se realizd la transformacion y la
seleccion de colonias, en este caso Unicamente por ampicilina, siguiendo el protocolo
anteriormente descrito. La comprobacién de la eficiencia de la ligacion se realizd
mediante la digestion de los plasmidos aislados con las enzimas Xbal y BamHI.
Aquellos plasmidos que contenian el inserto del tamafio adecuado fueron secuenciados
para su comprobacién y se purificaron con el kit PureYield™ Plasmid Maxiprep
System (Promega), con el cual se obtienen plasmidos con una concentracion y pureza

suficientes para su uso en transfecciones de lineas celulares.

8. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA

Para la caracterizacion del efecto de la mutacion c.*(24_28)delGTTGA del
extremo 3’ UTR del gen MSH6 en los niveles de expresion de la proteina MSHS,

realizamos un estudio in vitro de la actividad luciferasa.

Las lineas celulares utilizadas fueron COS-1, derivada de fibroblastos de mono
verde africano, y T98G, derivada de glioblastoma multiforme. Ambas lineas celulares
fueron crecidas en medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) (Lonza)
suplementado con 10% FBS (suero bovino fetal) y 1% de Penicilina/Estreptomicina a
37 °C y 5% de atmosfera de CO..
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La transfeccién transitoria de los plasmidos pGL3-promoter con las formas
germinal y mutada del extremo 3° UTR de MSHS6, obtenidos como se ha descrito
previamente, se llevd a cabo en el momento que las células alcanzaron el 70-80% de
confluencia. EI método empleado para la transfeccion fue FuGene® HD (Roche), en
una proporcion 3:1, que es una combinacion de lipidos y otros componentes que
permiten la transfeccion de hasta 2 pug de DNA. Asi, 1000 ng de cada una de las
variantes y el vector pGL3-promoter sin modificar fueron cotransfectados con 10 ng
del plasmido utilizado como control interno, pRL-CMV (plasmido que contiene el gen
reportero de renilla), en una mezcla que contenia 100 ul de medio DMEM sin
suplementar y 3 pl de FuGene® HD. Tras 24 horas de transfeccion, lisamos las células
y recogimos el sobrenadante para medir la actividad de la luciferasa de luciérnaga
(Photinus pyralis) y la actividad de la luciferasa de renilla (Renilla reniformis), que
utilizamos para normalizar los valores obtenidos y corregir diferencias debidas a la
eficiencia de la transfeccion. Debido a que ambos tipos de luciferasa presentan un
origen evolutivo diferente es posible medir sus actividades simultaneamente y

discriminar su actividad (Figura 32).
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Figura 32. Reacciones de bioluminiscencia catalizadas por la luciferasa de luciérnaga y
la luciferasa de renilla.

La actividad luciferasa fue medida utilizando el kit Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante, en un luminémetro
Lumat LB 9507 (Berthold technologies). El valor real de la actividad luciferasa se
obtuvo de dividir el valor obtenido de la reaccion de luciferasa de luciérnaga por el
valor de la reaccién de la luciferasa de renilla. El ensayo se realizd por triplicado y

como control negativo se utilizaron células sin transfectar.

88



MATERIAL Y METODOS

9. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

9.1. Inmunohistoquimica

Para el estudio de la expresion de las proteinas ki-67, p53, p63, VRK1, VRK2,
MLH1, MSH2, MSH6, HDAC1, HDAC2 y HDAC3 por inmunohistoquimica se
construyd una micromatriz de tejidos (TMA, Tissue microarray). Para ello, el tejido
tumoral en fresco de cada uno de los pacientes fue fijado en formol durante 12-24 horas
e incluido en bloques de parafina. Todos los tumores fueron revisados histolégicamente
y se seleccionaron tres cilindros de 1 mm de diametro de diferentes zonas no necroticas
y morfoldgicamente representativas de cada tumor, con el fin de asegurar la calidad,
reproducibilidad y tincibn homogénea de todos los casos. De esta manera se
construyeron tres bloques de TMA que incluian los 105 tumores de estudio y 9 tejidos
control (Figura 33).

Figura 33. Imagen de una de las micromatrices de tejido (tissue microarray) utilizadas
para el estudio de inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 3-4 um a los bloques de TMA que se adhirieron a
portaobjetos y se secaron durante 16 horas a 56 °C antes de ser desparafinados en
xileno y rehidratados en alcoholes de gradacion decreciente. La recuperacion antigénica
se realizd en una olla a presion durante 2 minutos utilizando citrato sédico 10 mM a pH
6.5 y la actividad de la peroxidasa endogena se neutralizé con la solucion Peroxidase
Block durante 5 minutos. Posteriormente, los portas se incubaron en la solucion Protein
Block durante 5 minutos, para reducir las posibles uniones inespecificas, y se incubo
con el anticuerpo primario correspondiente durante 1 hora (Tabla 22). Tras ello, se
incubd con la solucion Post Primary Block, que mejora la penetracion del reactivo
polimérico posterior, y se incub6 con el reactivo Polymer, que reconoce
inmunoglobulinas de raton y de conejo y detecta todos los anticuerpos primarios
ligados al tejido, durante 30 minutos. Finalmente, se revelo la actividad peroxidasa con
solucion de trabajo DAB (3,3’-diaminobenzidina). Todas las soluciones y reactivos

89



MATERJAL ¥ METODOS

utilizados son del kit Novolink Polymer Detection System (Novocastra). Por Gltimo, se
realiz6 una contratincion con Hematoxilina, se deshidratdé en alcoholes de gradacion

creciente seguido de xilol y se monto la preparacion en entellan o similar.

Se analizaron las tres secciones de cada tumor incluidas en los TMAS asi como
los controles de tejido para verificar que la tincion era especifica. Los niveles expresion
de cada proteina se analizaron de manera semicuantitativa en base a la intensidad de la
tincion y al porcentaje de células positivas (Tabla 22).

Tabla 22. Relacién de proteinas analizadas por inmunohistoquimica, anticuerpos
primarios utilizados y criterios de positividad.

Anticuerpo Origen  Dilucion Criterio positividad Casa Comercial

Anti-ki-67 (MIB-1) Mouse Prediluido  >5% tincion nuclear Dako

Anti-p53 (DO-7) Mouse 1:100 >50% tincion nuclear Novocastra

Anti-p63 (4A4) Mouse 1:25 >50% tincion nuclear Dako

Anti-VRK1 Rabbit 1:200 >50% tincion nuclear Producido por el Dr. P. Lazo
Anti-VRK2 Rabbit 1:200 >50% tincion citoplasmatica  Producido por el Dr. P. Lazo
Anti-MLH1 (G168-15)  Mouse 1:20 >30% tincion nuclear BD Pharmingen
Anti-MSH2 (FE11) Mouse Prediluido  >30% tincion nuclear Biocare Medical
Anti-MSH6 (BC/44) Mouse Prediluido ~ >30% tincion nuclear Biocare Medical
Anti-HDACI1 (ab7028)  Rabbit 1:300 >50% tincién nuclear Abcam

Anti-HDAC2 (ab7029)  Rabbit 1:500 >50% tincién nuclear Abcam

>50% tincion nuclear y

B ar Abcam
citoplasmatica

Anti-HDAC3 (ab7030)  Rabbit  1:500

9.2. Electroforesis de proteinas y Western blot

Mediante esta técnica analizamos la expresion de las proteinas EGFR y PTEN.
Para ello, las proteinas fueron separadas en funcion de su tamafio mediante
electroforesis vertical en geles SDS-PAGE (Sodium-Dodecylsulfate-Polyacrilamide
Gel Electrophoresis) siguiendo el protocolo de Laemmli (214). Se utilizaron minigeles
discontinuos. El gel separador se prepard a un porcentaje de acrilamida adecuado al
tamano de las proteinas a separar (8-12% acrilamida/0.2-0.3% bis-acrilamida) en
tampon 0.375 M Tris-HCI pH 8.8 y 3.5 mM SDS. Encima del gel separador, se prepard
un gel concentrador al 4% acrilamida/0.1% bis acrilamida en tampén 0.125 M Tris-HCI
pH 6.8 y SDS 3.5 mM. Para la polimerizacion de los geles se utilizd AMPS (persulfato
de amonio) y TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina).

Las muestras de proteina se procesaron con tampén de carga (62.5 mM Tris-
HCI pH 6.8, 10% glicerol, 2.3% SDS, 0.1% azul de bromofenol y 5% -
mercaptoetanol) y se desnaturalizaron durante 10 minutos a 100 °C. La electroforesis se

realizd a 150 voltios en condiciones desnaturalizantes en tampon de carrera (25 mM
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Tris-HCI, 200 mM Gilicina y 0.05% SDS) y como marcador de peso molecular se
utiliz6 el marcador pretefiido PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus

(Fermentas).

Una vez separadas por tamafio, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore) utilizando el sistema de transferencia
humeda de BioRad durante 1 hora y media a 100 voltios en tampdon 25 mM Tris-HClI,
192 mM Glicina y 20% metanol. Para verificar la eficiencia de la transferencia se tifio
la membrana con 0.1% Rojo Ponceau en 1% de acido acético. Posteriormente, la
membrana fue bloqueada durante 2 horas en una solucion de leche desnatada en polvo
al 5% en TBS-T (0.1 % Tween-20 en TBS) para saturar todos los sitios inespecificos de
unién a proteinas. A continuacion, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario
especifico para la proteina de interés a la dilucién adecuada (Tabla 23) durante 1-2
horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C, seguido de varios lavados con
TBS-T. Luego la membrana se incub6 con la dilucion adecuada del anticuerpo
secundario correspondiente (Tabla 23), conjugado con peroxidasa (HRP), durante 45
minutos-1 hora a temperatura ambiente. Tras varios lavados de la membrana, para la
deteccién de las proteinas marcadas especificamente con los anticuerpos, se utilizé el
sistema de quimioluminiscencia ECL Plus Western Blotting Detection Reagent
(Amersham Bioscience), segun las especificaciones del fabricante, y se expusieron las

membranas a peliculas fotosensibles de autorradiografia (Fujifilm).

Tabla 23. Relacion de los anticuerpos para western blot utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Origen  Dilucion Casa comercial
Primario Anti-EGFR/EGFRvIII (AHR5062)  Mouse 1:2000 Invitrogen

Anti-PTEN (sc-7974) Mouse 1:200 Santa Cruz Biotech.

Anti-g-actina Mouse 1:10000 Sigma-Aldrich
Secundario  Anti-mouse Sheep 1:5000-1:10000  Sigma-Aldrich

10.HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

El anélisis de la amplificacion de EGFR vy la delecion de PTEN se llevo a cabo
mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH). Para el analisis del nimero de copias
de EGFR por nucleo se utiliz6 una sonda especifica localizada en la region 7pl2 y
como sonda control se emple6 DNA complementario a la region centromérica del
cromosoma 7 (sondas comerciales Vysis LSl EGFR SpectrumOrange/ CEP 7
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SpectrumGreen). De manera analoga, para el analisis del nimero de copias de PTEN se
utilizé una sonda especifica de la regién 10923 y como control una sonda de la region
centromérica del cromosoma 10 (sondas comerciales Vysis LSI  PTEN

SpectrumOrange/CEP 10 SpectrumGreen).

La FISH se realiz6 sobre portas de tejido tumoral incluido en parafina de los
TMAs de 3-4 um de espesor. Los portas de tejido se desparafinaron en xileno, etanol y
se secaron. Se trataron con tampon citrato pH 6.5 en una olla a presion durante 20
minutos, seguido de una digestion con proteasas durante 30 minutos para eliminar el
citoplasma de las células y facilitar la deteccidn de la sefial posterior. A continuacion,
se realizd una desnaturalizacion del DNA celular y de la sonda a 75 °C durante 1
minuto y, posteriormente, los portas se incubaron a 37 °C en un termociclador
(Hybrite™) durante toda la noche. El revelado de las sefiales se realizé a 46 °C con una
solucion al 50% formamida en 2xSSC seguido de un lavado en PBS-Tween. La
contratincién de las células se llevd a cabo con DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol).

Se analizaron un minimo de 200 nucleos en interfase en cada muestra y, en base
a los resultados obtenidos al hibridar estas sondas en controles normales, el punto de
corte para la identificacion de las alteraciones se delimité en >20% de células con un
patron anormal de ganancia o pérdida de las correspondientes sefiales de fluorescencia.

11.ANALISIS ESTADISTICOS

En primer lugar, se realiz6 un analisis descriptivo de las variables clinicas. En el
caso de las variables categoricas nominales y ordinales se calculd la proporcion de
pacientes en cada categoria, y en las variables cuantitativas se calcul6 la mediana y el

rango intercuartilico.

La relacion entre las distintas variables clinicas y moleculares se ha analizado
mediante la elaboracion de tablas de contingencia y el test x> de Pearson. En los casos
en los que la frecuencia de alguno de los grupos fue menor del 5%, se empleo el test
exacto de Fisher. Ademas, como anélisis multivariante de las alteraciones moleculares
identificadas, se llevd a cabo un biplot logistico que trabaja con variables binarias tipo

“ausencia/presencia” y permite la representacion simultanea de individuos y variables
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en el mismo espacio. La agrupacion de los pacientes se realizd mediante un analisis de
cluster jerarquico aplicando el método de la media y utilizando las coordenadas

generadas para cada individuo por el biplot logistico.

En los estudios de asociacién de polimorfismos, se analizé la distribucion de
genotipos entre pacientes y controles mediante el test x* de Pearson o el test de Fisher.
En aquellos polimorfismos en los que encontramos diferencias estadisticamente
significativas, analizamos los modelos de herencia y realizamos una regresion logistica
multivariante para conocer el riesgo que puede generar la presencia de un determinado
genotipo. Ademas, se llevd a cabo un andlisis de haplotipos de polimorfismos
localizados préximos en el mismo cromosoma. Las frecuencias haplotipicas se
estimaron mediante el algoritmo EM (Expectation Maximization) y la asociacion de los

distintos haplotipos con la enfermedad se determind mediante una regresion logistica.

Los datos obtenidos en el estudio de luciferasa se analizaron mediante el
analisis de la varianza de un factor (one-way ANOVA) para comparar las diferencias

entre los grupos.

En los analisis de supervivencia, el tiempo de supervivencia global se ha
estimado como el tiempo desde el diagndstico hasta el fallecimiento del paciente o el
altimo seguimiento. Aquellos pacientes perdidos a lo largo del seguimiento fueron
censurados. Ademas, los pacientes con una supervivencia inferior a 30 dias se
excluyeron de los estudios de supervivencia, ya que estos pacientes podrian haber
fallecido por causas diferentes a la propia enfermedad. Las diferencias entre los
tiempos de supervivencia se han estimado por el método Kaplan-Meier y la
comparacion entre grupos se ha realizado usando el test log-rank. EI modelo de los
riesgos proporcionales de Cox se ha utilizado para evaluar la independencia de los
factores prondstico identificados; y se ha establecido un indice prondstico con las
variables estadisticamente significativas utilizando los coeficientes de regresion del

modelo de Cox de acuerdo con el procedimiento descrito en Parmar and Machin (215).

En todos los casos se considerd que existian diferencias estadisticamente

significativas cuando se observaron valores de P-valor < 0.05.
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El andlisis biplot logistico fue realizado con el programa MultBiplot (216), los
estudios de haplotipos con el programa SNPStats (217) y el resto de los andlisis se

Ilevaron a cabo con el programa estadistico SPSS v.18.0.

En los diferentes andlisis realizados en este trabajo, los pacientes con
astrocitomas anaplasicos y glioblastomas se han analizado de manera conjunta como
astrocitomas de alto grado, ya que los analisis por separado no mostraron diferencias

entre ambos grupos.

12.ANALISIS BIOINFORMATICOS

El anélisis de la conservacion interespecifica de las secuencias proteicas se llevo
a cabo con el programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2),
introduciendo las secuencias a comparar en formato FASTA. El programa ClustalW
permite el alineamiento de multiples secuencias de DNA o proteinas, permitiendo ver

las similitudes o diferencias entre las secuencias alineadas.

» ESTUDIOS IN SILICO DE LA PATOGENICIDAD DE MUTACIONES

El estudio del comportamiento tedrico de las mutaciones missense de
significado desconocido no descritas previamente se llevo a cabo mediante el empleo

de cuatro programas informaticos:

e PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
e SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html)
e PMut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/)

e Panther (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) (http://www.pantherdb.org/)

El estudio de simulacion de la estructura secundaria de las proteinas con
deleciones de aminoacidos sin cambios en la fase de lectura se realizd con el programa

PSIPRED (Protein Secondary Structure Prediction) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).
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> PREDICCION DE MICRORNAS

Para la prediccion de la unién de microRNAs a la region 3° UTR de los genes

en los que se han encontrado cambios se han empleado las siguientes aplicaciones

bioinformaticas:

microRNA (http://www.microrna.org/microrna/home.do)
TargatScanHuman 6.2 (http://www.targetscan.org/)
DIANA-microT v3.0 (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/)

MicroCosm Targets v5 (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/)

BASES DE DATOS

La busqueda de las mutaciones identificadas en este trabajo se realizd en

diversas bases de datos pertenecientes a instituciones cientificas, asi como en

publicaciones previas, con el fin de recabar informacion sobre su existencia, frecuencia

de aparicion, patogenicidad, etc.

PubMed (U.S. National Library of Medicine) (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
UniProt (Universal Protein Resource) (http://www.uniprot.org/)

HGMD (The Human Gene Mutation Database) (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) (http://www.sanger.ac.uk/
genetics/CGP/cosmic/)

LOVD (Leiden Open Variation Database) (http://grenada.lumc.nl/LSDB_list/Isdbs)
IARC TP53 database (http://p53.iarc.fr/)

The TP53 Web Site (http://p53.free.fr/)

Mismatch Repair Genes Variant Database (http://www.med.mun.ca/mmrvariants/)
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1. CARACTERIZACION DE ALTERACIONES MOLECULARES
RELACIONADAS CON EL DESARROLLO Y LA EVOLUCION
DE LOS ASTROCITOMAS

Para la caracterizacion de las principales alteraciones moleculares implicadas en

el desarrollo y la evolucion de los astrocitomas hemos analizado 105 pacientes: 2

astrocitomas pilociticos, 22 astrocitomas de bajo grado, 20 astrocitomas anaplasicos y

61 glioblastomas multiformes (Tabla 24).

Tabla 24. Principales caracteristicas de los pacientes de estudio, localizacion del tumor
y tratamiento recibido.

ABG (grado 1y Il) AA (grado Ill)  GBM (grado 1V)

n=24 n=20 n=61
Sexo
Hombres 14 (58.3%) 13 (65.0%) 38 (62.3%)
Mujeres 10 (41.7%) 7 (35.0%) 23 (37.7%)

Mediana de edad, afios [IQR] 35 [29.3 - 46.0]
Localizacion del tumor
e Por hemisferios

56 [46.3-66.0] 64 [55.0 - 69.0]

Derecho 8 (33.3%) 11 (55.0%) 35 (57.4%)
Izquierdo 9 (37.5%) 5 (25.0%) 21 (34.4%)
Otra 7 (29.2%) 4 (20.0%) 5 (8.2%)
e Por l6bulos
Temporal 7 (29.2%) 7 (35.0%) 23 (37.7%)
Frontal 7 (29.2%) 6 (30.0%) 22 (36.1%)
Parietal 3 (12.5%) 1 (5.0%) 6 (9.8%)
Occipital 0 (0.0%) 2 (10.0%) 5 (8.2%)
Otra 7 (29.2%) 4 (20.0%) 5 (8.2%)
Cirugia
Exéresis total 14 (58.3%) 14 (70.0%) 45 (73.8%)
Exéresis subtotal 10 (41.7%) 6 (30.0%) 16 (26.2%)
Tratamiento post-quirdrgico
No tratamiento 12 (50.0%) 4 (20.0%) 6 (9.8%)
Radioterapia 7 (29.2%) 8 (40.0%) 41 (67.2%)
Radioterapia + quimioterapia 5 (20.8%) 8 (40.0%) 14 (23.0%)

Mediana de supervivencia, ) : :
meses [1C 95%] 98.9[52.4-145.4] 13.0[10.1-16.0] 11.5[8.5-14.4]

ABG: Astrocitoma de Bajo Grado; AA: Astrocitoma Anaplasico; GBM: Glioblastoma Multiforme; IQR: Rango Intercuartilico

Como puede observarse en la tabla 24, la frecuencia de los astrocitomas es
mayor en los hombres que en las mujeres. La mayor parte de los tumores se localizan
en los I6bulos frontal y temporal, y tienen predileccion por el hemisferio cerebral
derecho. La primera linea de tratamiento en todos los casos fue la cirugia intentando la
reseccion completa de la masa tumoral; no obstante, el 30% de los astrocitomas de bajo

grado y el 50% de los de alto grado recibieron posterior tratamiento con radioterapia.
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Sélo un 25% de los pacientes fueron tratados de manera concomitante o adyuvante con
quimioterapia, siendo la temozolamida el farmaco de eleccién en el 90% de los casos.
Tanto la edad de aparicion como el pronostico de los pacientes se encuentra

relacionado con el grado de malignidad del tumor (P < 0.001).

e Analisis de la expresion de ki-67

Entre los criterios establecidos por la OMS para la clasificacion de los
astrocitomas se encuentra el nivel de actividad mitética que se correlaciona con el
grado de malignidad (6). El antigeno ki-67 es una proteina nuclear no histona que se
expresa durante todas las fases del ciclo celular (G1-S-G2-M). Su funcién no esta del
todo clara, aunque sus niveles de expresion se consideran un marcador de proliferacion

celular y se han relacionado con el prondstico de los pacientes (218, 219).

Ki-67 <5% Ki-67 40-50%
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Figura 33. Iméagenes de dos glioblastomas con bajo y alto indice de proliferacion.

El analisis de la expresion de ki-67 mediante inmunohistoquimica (Figura 33)
revel6 mayores niveles de expresion al aumentar al grado de malignidad (Tabla 25). El
rango de expresion vario entre 0% y 10% de células tumorales con tincion positiva en
los astrocitomas de bajo grado, y entre 0% y 50% en los tumores de alto grado. Sin
embargo, no encontramos ninguna relacién entre la expresion de ki-67 y el prondstico

de los pacientes.

Tabla 25. Niveles de expresion del marcador ki-67 en funcion del grado del tumor.

Expresion ki-67
<5% >5% P-valor
Grado de malignidad <0.001
Astrocitomas de Bajo grado 20 (90.9%) 2 (9.1%)
Astrocitomas de Alto grado 24 (34.8%) 45 (65.2%)
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Se han descrito multiples vias de sefializacion implicadas tanto en el desarrollo
como en la evolucion de los astrocitomas. En nuestro trabajo hemos querido
profundizar en la caracterizacion de las alteraciones méas frecuentes que afectan a la
ruta regulada por p53, a la via de sefializacién de EGFR/PI3K/PTEN/RAS, asi como las
alteraciones en el metabolismo celular debidas a mutaciones en los genes IDH.

1.1. ANALISIS DE ALTERACIONES EN P53

El gen TP53 es el gen mas frecuentemente alterado en tumores humanos. Su
inactivacion se produce en la mayor parte de los casos por mutaciones missense que
alteran la conformacion y la funcién de la proteina, y conducen a la acumulacion en el

nucleo de altas concentraciones de proteina mutada (49, 65).

e Analisis de la expresion de p53

En primer lugar, llevamos a cabo el analisis de la expresion de la proteina p53
en los astrocitomas de bajo y alto grado mediante inmunohistoquimica (Figura 34).
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Figura 34. Iméagenes representativas de casos con sobrexpresion de p53.

El 78.9% de los astrocitomas de bajo grado y el 86.1% de los astrocitomas de
alto grado expresaron p53 en mas del 50% de las células tumorales. Ademas, en el
26.3% de los tumores de bajo grado y en el 50.6% de los de alto grado se detecto una

fuerte tincidn nuclear en mas del 90% de las células tumorales (Figura 35).
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Figura 35. Niveles de expresion de la proteina p53 en funcion del grado tumoral.

Analisis de mutaciones en el gen TP53

El estudio de mutaciones en el gen TP53 se llevd a cabo mediante la
secuenciacion directa de los exones 4 al 10, correspondientes a la region central de
unién al DNA (exones 4 al 8) y a parte del dominio de oligomerizacion (exones 9 y

10), que es donde se localizan més del 95% de las mutaciones de TP53 (64, 65).

El 30.6% de los tumores presentd mutaciones en TP53, con una frecuencia
significativamente mayor en los astrocitomas de bajo que en los de alto grado (Tabla
26). Sin embargo, no observamos ninguna relacién entre los niveles de expresion de
p53 y la presencia de mutaciones en el gen, independientemente del grado de
malignidad del tumor (Tabla 26). Ademaés, realizamos también un andlisis de
supervivencia con el fin de conocer el valor prondstico de las alteraciones en p53 en los
pacientes con astrocitomas, y no encontramos ninguna relacion ni con los niveles de
expresion de p53 ni con la presencia de mutaciones en el gen TP53.

Tabla 26. Relacion de las mutaciones en el gen TP53 con el grado del tumor y la
expresion de la proteina p53.

Mutaciones en TP53

No mutado  Mutado P-valor
Grado del tumor 0.002
Bajo grado 10 (43.5%) 13 (56.5%)
Alto grado 58 (77.3%) 17 (22.7%)

Expresion p53
Negativa (<50%) 12 (80.0%) 3 (20.0%) 0.539
Positiva (>50%) 52 (68.4%) 24 (31.6%)
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Hemos encontrado 25 mutaciones patogénicas diferentes en 30 pacientes: 21

mutaciones missense, 2 nonsense, una mutacion de splicing (IVS6-1G>A) que modifica

un sitio canonico de procesamiento y una delecion (c.391_393delAAC) que no genera

cambio en la fase de lectura (Tabla 27). Todas las mutaciones han sido descritas

previamente y relacionadas con diferentes tipos de tumor segun datos de la IARC. El

analisis de las muestras de DNA de sangre periférica de los 30 pacientes confirmé el

origen somatico de todas las mutaciones.

Tabla 27. Mutaciones encontradas en el gen TP53 en astrocitomas de bajo y alto grado.

Caso
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG
ABG

ABG

AA

AA

AA

GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM
GBM

Exon

= O 0101012 NO)OO Ul 0000 0000000 ~Noo o O

>
=
(o]

o e W< IENIENIENIENIENIEN

Mutacion

€.524G>A (p.Argl75His) H
¢.578A>G (p.His193Arg) H
¢.584T>C (p.11e195Thr) H
€.614A>G (p.Tyr205Cys)
c.707A>G (p.Tyr236Cys)
c.817C>T (p.Arg273Cys) H
c.817C>T (p.Arg273Cys)
c.817C>T (p.Arg273Cys)
c.817C>T (p.Arg273Cys)
c.817C>T (p.Arg273Cys) H
€.838A>G (p.Arg280Gly)
€.1024C>T (p.Arg342Stop)
€.524G>A (p.Argl75His)
¢.583A>T (p.l1le195Phe)
¢.590T>G (pVall197Gly)
C.742C>T (p.Arg248Trp) H
€.1024C>T (p.Arg342Stop) H
€.391_393delAAC (p.Argl31delArg)
c.440T>A (p.Vall47Asp)
€.466C>G (p.Argl56Gly) H
¢.586C>T (p.Argl96Stop)
IVS6-1G>A

C.711G>A (p.Met2371le)
C.722C>T (p.Ser241Phe)
€.764T>C (p.1le255Thr)
C.767C>T (p.Thr2561le)
€.769C>G (p.Leu257Val)
C.776 A>T (p.Asp259Val)
€.818G>A (p.Arg273His)
€.844C>T (p.Arg282Trp)
€.869G>A (p.Arg290His)

H: mutacién en homocigosis

Expresion de p53
>50%
>90%
>50%
>50%
>50%
>50%
>90%
>50%
<50%
>50%

<50%

>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
<50%
>50%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>50%
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S6lo hemos detectado una mutacion en el dominio de oligomerizacion,
€.1024C>T (p.Arg342Stop), presente en dos pacientes. Esta mutacion genera una
proteina truncada que carece de la region de regulaciéon y de parte del dominio de
oligomerizacion, necesarios para la formacion del tetrdmero activo de p53. Las demés
mutaciones se localizan en el dominio central de union al DNA y generan la pérdida
total o casi total de la actividad transcripcional de p53, ya que provocan modificaciones
en la estructura de la proteina y/o afectan a las interacciones de p53 con el DNA y otras
proteinas necesarias para su funcion. La mutacion ¢.769C>G (p.Leu257Val) genera,

ademas, un nuevo sitio de procesamiento alternativo.

Las mutaciones en el gen TP53 no siempre equivalen Unicamente a una pérdida
de funcion, sino que ademas pueden tener un efecto dominante negativo sobre el alelo
germinal y/o tener una ganancia de funcion con nuevas propiedades oncogénicas (65).
Asi, las mutaciones p.Argl75His, p.Tyr205Cys, p.Met2371le, p.Arg248Trp,
p.Arg273Cys y p.Arg273His poseen tanto efecto dominante negativo como ganancia de
funcién, las mutaciones p.His193Arg y p.Ser241Phe presentan solamente efecto
dominante negativo, y la mutacion p.Arg282Trp posee ganancia de nuevas funciones

oncogénicas (Tabla 27).

El 33.3% de las mutaciones se localizan en los puntos calientes de la proteina
(codones 175, 248, 273 y 282) (65, 220). Las mutaciones en estas posiciones son
mucho mas frecuentes en los tumores de bajo grado (53.8%) que en los de alto grado
(17.6%) (P = 0.056). Ademas, el 77.4% de las mutaciones fueron transiciones, el 50%

de las cuales se localizaron en islas CpG repartidas a lo largo del gen.

La pérdida de funcion de un gen supresor tumoral puede tener lugar por la
inactivacion de un alelo por mutaciones patogénicas y la delecion del otro alelo,
generando una pérdida de heterocigosidad en el tumor. En los 8 tumores portadores de
mutaciones homocigotas en TP53 (Tabla 27), estudiamos si existia pérdida de
heterocigosidad mediante el analisis de 4 polimorfismos del gen TP53 tanto en la
muestra de DNA de sangre periférica como la de tumor de cada paciente. El resultado
en 7 de los 8 casos no fue informativo ya que todos los polimorfismos analizados
fueron homocigotos; sin embargo, en el astrocitoma anaplasico portador de la mutacion
C.742C>T (p.Arg248Trp) observamos que los polimorfismos Arg72Pro e IVS7+75C>T
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perdian la heterocigosidad en la muestra tumoral indicando la pérdida de un alelo
(Tabla 28).

Tabla 28. Andlisis de los polimorfismos IVS3-54ins16pb, Arg72Pro, IVS6+62A>G y
IVS7+72C>T en los pacientes con mutaciones homocigotas en TP53.

CASO Muestra 1VS3-54ins16pb  Arg72Pro  1VS6+62A>G  IVS7+72C>T
ABG C.524G>A SP No ins/No ins Arg/Arg  G/G C/IC
(p.Argl75His)  Tumor  No ins/No ins Arg/Arg  G/G C/IC
ABG c.578A>G SP No ins/No ins Arg/Arg  G/G C/IC
(p.His193Arg)  Tumor  Noins/No ins Arg/Arg  GIG CIC
ABG €.584T>C SP No ins/No ins Arg/Arg  G/G CIC
(p.11195Thr) Tumor  No ins/No ins Arg/Arg  GIG CIC
ABG c.817C>T SP No ins/No ins Pro/Pro A/A CIC
(p.Arg273Cys)  Tumor  No ins/No ins Pro/Pro AIA CIC
ABG c.817C>T SP No ins/No ins Arg/Arg  G/G CIC
(p.Arg273Cys) Tumor  No ins/No ins Arg/Arg  G/G C/IC
AA C.742C>T SP No ins/No ins Arg/Pro  G/G CIT
(p-Arg248Trp)  Tumor  No ins/No ins Arg/Arg  GIG C/C
AA €.1024C>T SP No ins/No ins Arg/Arg  G/G C/IC
(p.Arg342Stop) Tumor  No ins/No ins Arg/Arg  G/G C/IC
GBM €.466C>G SP No ins/No ins Arg/Arg  GIG CI/C
(p.Argl56Gly)  Tumor  No ins/No ins Arg/Arg  GIG CIC

SP: sangre periférica

En los 7 tumores no informativos llevamos a cabo el estudio de la pérdida de
heterocigosidad mediante PCR cuantitativa a tiempo real comparando la muestra de
DNA de sangre periférica y de tejido tumoral de cada paciente. Unicamente
observamos la pérdida de un alelo en el astrocitoma anaplasico que presentd la
mutacion ¢.1024C>T (p.Arg342Stop) (Figura 36). En el resto de los casos, por tanto,

ambas copias del gen eran portadoras de la mutacion.

¢.584T>C (p.11e195Thr) ¢.817C>T (p.Arg273Cys) ¢.1024C>T (p.Arg342Stop)
m
i I
L [ } i
SP T ~sp T - sp T
exon 6 exon 8 exon 10

Figura 36. Graficos del analisis de 3 de los 7 casos con mutaciones homocigotas en el
gen TP53 estudiados por PCR cuantitativa (SP: muestra de DNA de sangre periférica,
T: muestra de DNA tumoral).
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Ademas, hemos encontrado un astrocitoma de bajo grado con dos mutaciones
en heterocigosis: ¢.524G>A (p.Argl75His) en el exon 5y ¢.583A>T (p.lle195Phe) en
el exon 6. Realizamos el estudio de la pertenencia alélica de las mutaciones mediante la
amplificacion conjunta de los exones 5 y 6, y la clonacion del producto de PCR en el
vector pGEMT-Easy que nos permite separar los dos alelos del gen. Observamos que
las dos mutaciones se encuentran en diferentes alelos anulando la funcion de las dos

copias de p53.

e Analisis del polimorfismo del coddn 72 de TP53 (rs1042522)

Por ultimo, analizamos la distribucién genotipica del polimorfismo ¢.215G>C
(p.Arg72Pro) que se localiza en la region rica de prolina de p53 y es importante para
sus funciones apoptoticas. El estudio poblacional de este polimorfismo lo realizamos en
un grupo mas grande de pacientes (36 astrocitomas de bajo grado, 38 astrocitomas
anaplésicos y 115 glioblastomas) cuyas caracteristicas se detallan en el apartado 2 de
los resultados de este trabajo (Tabla 51). Como poblacion control analizamos 200
individuos mayores de 60 afios sin historia personal ni familiar de cancer.

Tabla 29. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.215G>C (p.Arg72Pro) del
gen TP53 en los grupos de pacientes y el grupo control.
€.215G>C (p.Arg72Pro)

Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro P-valor
ABG 22 (61.1%) 8 (22.2%) 6 (16.7%) 0.028
AA 24 (63.2%) 13 (34.2%) 1 (2.6%) 0.701
GBM 75 (65.2%) 32 (27.8%) 8 (7.0%) 0.282

Controles 116 (58.0%) 73 (36.5%) 11 (5.5%)

El analisis mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
los astrocitomas de bajo grado y el grupo control; sin embargo, no observamos
diferencias en la distribucion de genotipos en los astrocitomas anaplésicos y los

glioblastomas (Tabla 29).

La frecuencia de homocigotos Pro/Pro fue significativamente mayor en los
pacientes con astrocitomas de bajo grado que en el grupo control (OR = 3.51 (1.18 -
10.37); P = 0.023) (Tabla 30). Estos resultados indican que el ser portador de dos
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copias del alelo prolina podria conferir un mayor riesgo de desarrollar astrocitomas de
bajo grado.

Tabla 30. Analisis del riesgo del polimorfismo ¢.215G>C (p.Arg72Pro) en
astrocitomas de bajo grado en funcién del modelo de herencia.

Controles ABG OR 1C95% P-valor*
Arg/Arg 116 (58.0%) 22 (61.1%) 1.0
Codominante Arg/Pro 73 (36.5%) 8(22.2%) 0.58 0.25-1.37 0.215
Pro/Pro 11 (5.5%) 6(16.7%) 291 0.96-8.89  0.060
Dominante Arg/Arg 116 (58.0%) 22 (61.1%) 1.0
Arg/Pro+Pro/Pro 84 (42.0%) 14 (38.9%) 0.87 0.42-1.81 0.715
Recesivo Arg/Arg+Arg/Pro 189 (94.5%) 30(83.3%) 1.0

Pro/Pro 11 (5.5%) 6 (16.7%) 3.51 1.18-10.37 0.023
*regresion logistica multivariante del genotipo ajustada en funcidn del sexo.

Por otro lado, no encontramos ninguna relacion entre la distribucion de
genotipos del codon 72 y la presencia de mutaciones o los niveles de expresion de p53,
independientemente del grado de malignidad del tumor.

1.2. ANALISIS DE ALTERACIONES EN P63

El gen p63 participa en la regulacion de maltiples procesos celulares como la
supervivencia y la proliferacion, y la sobrexpresion de la proteina p63 se ha relacionado
con la progresion de diversos tipos de cancer (72).

El anlisis de la expresion de p63 mediante inmunohistoquimica mostro que el
65.0% de los astrocitomas presentaban sobrexpresion de p63 (Figura 37).

Negativo Positivo
<50% > 50%

Bajo Grado :

Alto Grado 3

Figura 37. Imégenes representativas de tumores de bajo y alto grado con bajos y altos
niveles de expresion de p63.
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Los niveles de expresion de p63 estan asociados significativamente con el grado
de malignidad del tumor. Casi el 75% de los astrocitomas de alto grado presentaron
sobrexpresion de p63, mientras que s6lo un 35% de los tumores de bajo grado
expresaron altos niveles de p63 (Tabla 31). Sin embargo, no encontramos ninguna

relacion entre los niveles de expresion de p63 y el prondstico de los pacientes.

Tabla 31. Relacion de los niveles de expresion de p63 con el grado del tumor.

Expresion p63
Negativa (<50%) Positiva (>50%) P-valor
Astrocitomas de Bajo grado 15 (65.2%) 8 (34.8%) 0.001
Astrocitomas de Alto grado 21 (26.2%) 59 (73.8%)

1.3. ANALISIS DE ALTERACIONES EN VRKs

Las proteinas VRKSs son quinasas implicadas en la progresion tumoral y en el
pronostico de diversos tipos de cancer. Valoramos mediante inmunohistoquimica la
expresion de VRK1 (principalmente nuclear) y de VRK2 (mayoritariamente

citoplasmatica) en los astrocitomas de bajo y alto grado (Figura 38).

VRK1 VRK2

Negativa Positiva Negativa Positiva

Bajo
Grado

Figura 38. Iméagenes representativas de tumores de bajo y alto grado con bajos y altos
niveles de expresion de VRK1 y VRK2.

No encontramos ninguna relacion entre los niveles de VRK1 y el grado de
malignidad de los astrocitomas; sin embargo, VRK2 mostr6 mayores niveles de

expresion en los pacientes con tumores de alto grado (Tabla 32).
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Tabla 32. Relacion de la expresion de las quinasas VRK con el tipo de tumor.

Astrocitomas  Astrocitomas

de Bajogrado de Alto grado P-valor
Expresion VRK1 0.146
Negativa (<50%) 15 (62.5%) 36 (45.6%)
Positiva (>50%) 9 (37.5%) 43 (54.4%)
Expresion VRK2 0.021
Negativa (<50%) 14 (58.3%) 25 (32.1%)
Positiva (>50%) 10 (41.7%) 53 (67.9%)

Dado que VRK1 y VRK2 interaccionan con p53 y existe un mecanismo de
regulacion entre ellos, analizamos la posible relacion entre la expresion de las VRKs y
los niveles de expresion y mutaciones en TP53, sin encontrar ningun tipo de asociacion
(Tabla 33).

Tabla 33. Relacion de los niveles de expresion de VRK1y VRK2 con la expresion de
p53 y mutaciones en TP53.

Expresion VRK1 Expresion VRK2
Negativa Positiva P_valor Negativa Positiva P_valor
(<509%0) (>50%0) (<509%0) (>50%)
Expresion p53 0.618 0.440
Negativa (<50%) 8 (17.4%) 7 (13.7%) 4(11.8%) 11 (11.7%)
Positiva (>50%) 38 (82.6%) 44 (86.3%) 30 (88.2%) 51 (82.3%)
Mutacion TP53 0.443 0.408
No mutado 35 (74.5%) 33 (67.3%) 25 (65.8%) 42 (73.7%)
Mutado 12 (25.5%) 16 (32.7%) 13 (34.2%) 15 (26.3%)

La expresion tanto de VRK1 como de VRK2 han sido relacionadas con la tasa
de proliferacion celular en diversos tumores. El analisis de la expresion de las VRKs
con el marcador de proliferacion celular ki-67 mostro una asociacion estadisticamente
significativa Unicamente entre ki-67 y VRK2 en el grupo de los astrocitomas de alto
grado (Tabla 34). En los astrocitomas de bajo grado no se pudo valorar la relacion entre
la expresion de las VRKSs y el marcador ki-67, ya que solo dos tumores de bajo grado

mostraron expresion de ki-67 en mas del 5% de las células tumorales.
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Tabla 34. Relacion de los niveles de expresion de VRK1 y VRK2 con el marcador de
proliferacion celular ki-67 en los astrocitomas de alto grado.

ALTO GRADO Expresion ki-67
<5% >5% P-valor
Expresion VRK1 0.146
Negativa (<50%) 14 (43.8%) 18 (56.2%)
Positiva (>50%0) 10 (27.0%) 27 (73.0%)
Expresion VRK2 0.001
Negativa (<50%) 12 (63.2%) 7 (36.8%)
Positiva (>50%0) 11 (22.4%) 38 (77.6%)

También encontramos una asociacion entre los niveles de VRK1 y la expresion
de p63, relacionada con una mayor proliferacion celular, tanto en los astrocitomas de
bajo grado como en los de alto grado, pero no entre la expresion de VRK2 y la de p63
(Tabla 35).

Tabla 35. Relacion de los niveles de expresion de VRK1 y VRK2 con la expresion de
p63 en A) los astrocitomas de bajo grado y B) los astrocitomas de alto grado.

A) BAJO GRADO Expresion p63
Negativa (<50%)  Positiva (>50%) P-valor
Expresion VRK1 0.023
Negativa (<50%) 12 (85.7) 2 (14.3%)
Positiva (>50%) 3(33.3%) 6 (66.7%)
Expresion VRK2 0.221
Negativa (<50%) 10 (76.9%) 3 (23.1%)
Positiva (>50%) 5 (50.0%) 5 (50.0%)
B) ALTO GRADO Expresion p63
Negativa (<50%)  Positiva (>50%) P-valor
Expresion VRK1 0.001
Negativa (<50%) 16 (43.2%) 21 (56.8%)
Positiva (>50%b) 5 (11.6%) 38 (88.4%)
Expresion VRK2 0.883
Negativa (<50%) 7 (28.0%) 18 (72.0%)
Positiva (>50%) 14 (26.4%) 39 (73.6%)

Por altimo, analizamos la implicacién de la expresion de las proteinas VRKSs en
el pronostico de los pacientes con astrocitoma. El analisis de supervivencia revel6 que
los pacientes con astrocitomas de alto grado que mostraron altos niveles de expresion
de VRK2 tuvieron un mejor pronéstico (13.7 meses vs. 9.8 meses; HR = 1.86 (1.11 -
3.10); P = 0.016). En el caso de los tumores de bajo grado, también se observa una
ventaja en la supervivencia, aunque los resultados no fueron significativos

probablemente debido al tamafio de muestra de este grupo de pacientes (Figura 39).
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Figura 39. Curvas de supervivencia en funcion de la expresion de VRK2 en los
pacientes con astrocitomas de bajo y alto grado.

1.4. ANALISIS DE ALTERACIONES EN EGFR

El receptor EGFR interviene en la activacion de diversas rutas de sefializacion
implicadas en el control de la proliferacion y la migracion celular, la apoptosis o la
angiogenesis, y se encuentra amplificado y/o mutado en un gran numero de tumores
(93, 95).

e Analisis de la amplificacion del locus de EGFR

El anélisis de la amplificacion del locus 7pl12, donde se localiza EGFR,
mediante la técnica de FISH en cortes de parafina, mostré que el 35.1% de los
astrocitomas de alto grado presentaron la amplificacion de EGFR, mientras que en

ningun astrocitoma de bajo grado detectamos la amplificacion del gen (Tabla 36).

Tabla 36. Resultados del anélisis de la amplificacion del locus 7pl12 por FISH en
astrocitomas de bajo y alto grado.

Amplificacion EGFR
Amplificacion  No amplificacion  P-valor
Astrocitomas de Bajo Grado 0 (0.0%) 19 (100%) 0.002
Astrocitomas de Alto Grado 26 (35.1%) 48 (64.9%)
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e Analisis de mutaciones en el dominio extracelular de EGFR

La principal mutacion que afecta al dominio extracelular de EGFR es la
delecion de los exones 2 al 7, correspondientes a los dominios extracelulares 1 y 11, que
genera la variante truncada EGFRVIII con actividad tirosina quinasa constitutiva. El
analisis de la expresion de la forma EGFRUVIII se realizo tanto por RT-PCR como por
Western-blot (Figura 40).

EGFR wt (1044 pb) EGFR wt (170 kDa)

EGFRUVIII (140 kDa)

EGFRVIII (243 pb)

Figura 40. Analisis de la expresion de EGFRvIII mediante RT-PCR y Western blot.

El 26.1% de los tumores expresaron EGFRUVIII, siendo significativamente més
frecuente en tumores de alto grado (Tabla 37). En el 79.2% de los casos (19 de 24) se
observo también expresion de EGFR germinal (wt, wild-type), mientras que en el
20.8% de los casos (5 de 24) sélo se detecto la expresion de EGFRvIII. Ademas, en el
27.2% de los tumores (el 39.1% de los astrocitomas de bajo grado y el 23.2% de los de

alto grado) no detectamos expresion ni de EGFR germinal ni de EGFRVIII.

Tabla 37. Expresion de EGFRvIII en funcion del grado tumoral.

Expresion EGFRvIII
EGFRvIIl  No EGFRvIIl  P-valor
Astrocitomas de Bajo Grado 1 (4.3%) 22 (95.7%) 0.006
Astrocitomas de Alto Grado 23 (33.3%) 46 (66.7%)

La expresion de EGFRvVIII se encuentra significativamente asociada con la
amplificacion del locus 7pl12, el 50.0% de los tumores que expresaron EGFRvIII
mostraron amplificacién del receptor (Tabla 38).

Tabla 38. Relacion entre la expresion de EGFRvIII y la amplificacion de EGFR.

EGFRvIII  No EGFRvIIl  P-valor
No amplificacion EGFR 12 (21.1%) 45 (78.9%) 0.009
Amplificacion EGFR 12 (50.0%) 12 (50.0%)
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Ademas, observamos que los pacientes de alto grado con expresién de
EGFRVIII presentaron mejor pronostico (16.9 meses vs. 11.5 meses; HR = 1.96 (1.11 -
3.47); P = 0.019) (Figura 41). No pudimos analizar la relacion con el prondstico en el

grupo de pacientes de bajo grado ya que s6lo un tumor expresé EGFRVIII.
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Figura 41. Curvas de supervivencia en funcién de la expresion de EGFRvVIII en los
pacientes con astrocitomas de alto grado.

En el analisis de la expresion de la variante EGFRvIII mediante RT-PCR,
hemos detectado de forma casual la expresion de seis transcritos generados por
procesamiento alternativo de los exones de EGFR en dos astrocitomas anaplasicos y
cuatro glioblastomas (Figura 42). Cuatro de ellos eran codificantes, mientras que los
otros dos generaban un codon de parada prematuro en los exones 2 y 3, y no han sido

incluidos en este trabajo.

EGFR wt

RN GFRvIII

GAPDH

Figura 42. Andlisis de la expresion de EGFRUVIII. Se observan diferentes muestras con
expresion de EGFR germinal (wt), EGFRvVIII y otros transcritos de tamario intermedio.
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La forma EGFR_A parece utilizar un sitio de procesamiento alternativo no
canénico (TCTGCC), localizado en la mitad el exén 1 y al principio del ex6n 7,
provocando la pérdida de la region intermedia. La forma EGFR_B presenta la delecion
de los exones 2 al 5, la forma EGFR_C pierde los exones 3 al 6, mientras que la forma
EGFR_D pierde los exones 3, 4 y 6 de EGFR (Figura 43). Los cuatro transcritos
mantienen la fase de lectura de la proteina, excepto la forma EGFR_D en la que se
modifica la lectura a lo largo del exén 5 pero se recupera de nuevo en el exén 7. En los
cuatro casos se detectdé también la expresion de EGFR germinal y el tumor que

presento la forma EGFR_B mostré ademas la expresion de EGFRVIII.

exl ex2 ex3 ex4 exs ex6 ex7 ex8
EGFRvIII [ L 1
EGFR_A [l rcraec Tcrecee [
EGFR B |l N sl
EGFR_C | .
EGFR_ D | Lo o .
EGFRwt [ sl B D bl D D

Figura 43. Esquema de los exones 1 al 9 de las isoformas de EGFR encontradas.

Estas nuevas formas descritas presentan una elevada homologia con la variante

EGFRvIII en los exones 1 al 9 de la region extracelular (Figura 44).

EGFRvIT AALLALLAA
EGFR_A ALLALLAA
EGFR_B ALLALLAA
EGFR_C AALLALLAA
EGFR_D AALLALLAA
EGFRwt ALLALLAA

EGFRvIII
EGFR_A
EGFR_B
EGFR_C
EGFR_D
EGFRw1

EGFRVIII
EGFR_A

EGFR_B - - -BVTK11CAQQCS - GRERGKS PEDCCHNQCNABETEPRESDEL - - - - - - -« o v v i e e i i e iae e

EGFR_C COGTSNKLTQLGTFEDHFLS LORMFNNCEVVL NL ITYVORNYDLSFLE - -« -« o - e e cmannannnn vC
BAFRD 29 -c-czecccccacananas COBTSNKLTOLGTFEDHF LS LORMFNNCEVVL ITYVORNYDLSFLKAKSVIQAVEMBEAABVOERRT ARNVE
EGFRwt 191 DESCPNBS CWEABEENCORLTEI 1CAQQCS - GRERBKS PEDCCHNQCAABCTGPRESDEL - - - - - - - - o s oo e i i e i e i e immm e maam s ve

EGFRvITL 3
EGFR_A
EGFR_B
EGFR_C
EGFR_D
EGFRwt

Figura 44. Alineamiento de las secuencias de proteina correspondientes a los exones 1
al 9 de las nuevas isoformas con EGFRvIII y EGFR germinal (wt).
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Desconocemos la secuencia de la region central y carboxilo terminal de los
transcritos, ya que no logramos la amplificacion completa del cDNA debido a la baja
calidad del RNA de las muestras tumorales y el gran tamafio del cDNA de EGFR.
Tampoco pudimos analizar su expresion mediante Western blot, ya que s6lo
disponiamos del extracto proteico del tumor que presentaba las formas EGFR_B y

EGFRVIII que, en teoria, tienen un tamafio molecular similar.

Con el objetivo de caracterizar mejor estos nuevos transcritos, analizamos
mediante RT-PCR los exones 1 al 9 de EGFR en diferentes lineas celulares de
glioblastoma, mama, colon, endometrio, pulmoén, mieloma y hepatoma, y en dos
muestras de higado sano. A parte de la expresién de EGFR germinal y de EGFRvIII en
algunos casos, detectamos la expresion de un transcrito que carecia de los exones 2, 3 'y
4 sin modificar la fase de lectura de la proteina, generando a una nueva isoforma en el

dominio extracelular, en las dos muestras de higado.

e Analisis de mutaciones en el dominio tirosina quinasa de EGFR

El analisis de mutaciones en el dominio tirosina quinasa del gen EGFR, asi
como el estudio de mutaciones en los genes PISBKCA y PTEN que se detallan en los
siguientes apartados, sélo se llevd a cabo en los astrocitomas de alto grado ya que en
los astrocitomas de bajo grado, en general, no tienen lugar mutaciones en estos genes
(16, 19).

El analisis mediante PCR y secuenciacion automatica los exones 18 al 21 del
gen EGFR, que se corresponden con el dominio tirosina quinasa, no mostré ninguna

mutacion en los astrocitomas de alto grado.

1.5. ANALISIS DE ALTERACIONES EN PI3KCA

EL oncogen PI3KCA se encuentra mutado en muchos tumores provocando la
activacion constante de la ruta de proliferacion y supervivencia celular
PISBK/PTEN/AKT. Las mutaciones en PI3KCA no se encuentran distribuidas
aleatoriamente, sino que se concentran en los dominios helicasa (exén 9) y quinasa

(exdn 20), y con menor frecuencia en el dominio C2 (exdn 7) (102, 108).
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El andlisis de los exones 7, 9 y 20 mediante PCR y CSGE-heteroduplex en los
astrocitomas de alto grado mostré 5 mutaciones en 2 astrocitomas anaplasicos y 3
glioblastomas (Tabla 39).

Tabla 39. Mutaciones encontradas en el gen PI3KCA en astrocitomas de alto grado.

Caso Exén Mutacion Dominio  Funcion Bibliografia
AA 9 €.1634A>G (p.Glu545Gly) Helicasa  Patogénica Descrita
AA 9 €.1637A>G (p.GIn546Arg) Helicasa  Patogénica Descrita
GBM 7 €.1345C>T (p.Pro449Ser) C2 Desconocida  No descrita
GBM 9 c.1637A>C (p.GIn546Pro)  Helicasa  Patogénica Descrita

GBM 20 €.3139C>T (p.His1047Tyr) Quinasa Patogénica Descrita

Todas fueron mutaciones missense somaticas, presentes en heterocigosis en el
DNA tumoral y ausentes en las muestras de DNA de sangre periférica de los pacientes.
Cuatro de las 5 mutaciones estaban descritas previamente en la bibliografia y se
localizan en los puntos calientes de los dominios helicasa y quinasa, generando una

ganancia de la funcién enzimatica de PISBKCA (102).

Realizamos el estudio in silico de la mutacion ¢.1345C>T (p.Pro449Ser) de
significado desconocido para predecir su efecto. El estudio de conservacion
interespecies mostrd que el aminoacido prolina estd conservado a lo largo de la
evolucion (Figura 45), aunque Unicamente dos de los cuatro programas de prediccion
utilizados consideran que la variante es patogénica (Tabla 40). Sin embargo, en esta
misma posicion, se ha descrito en diversas bases de datos que el cambio p.Pro449Thr
es patogénico, por lo que posiblemente la sustitucion prolina por serina también lo sea.

Tabla 40. Comportamiento tedrico de la mutacion ¢.1345C>T (p.Pro449Ser) del gen
PI3KCA.

Mutacion Polyphen Score PMut  Score SIFT Score Panther Score

c.1345C>T Probaplgmente 1.00 Neutral 0.11  Tolerada 0.53 Deletérea -4.00
(p.Pro449Ser)  patogénica

[Homo_sapiens] 441 MALNLWP LLNPIGVTGSNP
[Pan_troglodytes] 441 MALNLWP LLNPIGVTGSNP
[Macaca_mulatta) 441 MALNLWP LLNPIGVTGSNP
[Canis_lupus_familiaris] 441 MALNLWP LLNPIGVTGSNP

[Bos_taurus] 441 MALNLWP LLNPIGVTGSNP
[Mus_musculus] 441 MALNLWP LLNPIGVTGSNP
[Rattus_norvegicus] 450 MALNLWP LLNPIGVTGSNP
[Gallus_gallus] 441 MALNLWA LLNPIGVTGSNP

GLEBDLLNPIGVTGSNP}

[Danio_rerio] 441 MALNLWP
[Caenorhabditis_elegans] 498 FLEHLWAH

mYwwYvNwUTw

P - -TANRSRIQENQAR];T-TNAAVT

Figura 45. Comparacion de la secuencia de la proteina PI3BKCA entre diferentes
especies en la zona del cambio p.Pro449Ser.
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Ademas, encontramos un polimorfismo muy poco frecuente en la region 3’
UTR del gen PISKCA, ¢.*29T>C (rs141178472). Dado que esta region es importante
para la estabilidad del mRNA y para su regulacion por microRNAs, analizamos in
silico los microRNAs que podrian verse afectados por el cambio de nucle6tido.
Solamente identificamos un microRNA que interaccionaria con la posicion +29 de la
region 3° UTR de PI3KCA, hsa-miR-525-5p (Figura 46), cuya union podria verse
modificada por el cambio, aunque serian necesarios estudios funcionales para

confirmar esta hipotesis.

Secuencia hsa-miR-525-5p UCUUUCACGU---AGGGAGACCUc

RN N I AR
Secuencia 3”UTR PIK3CA AGAAAATGAAAGCTCACTCTGGAL

Figura 46. Representacion del anillamiento entre el microRNA hsa-miR-252-5p y la
region 3° UTR de PI3KCA. En verde se muestra la localizacion del polimorfismo
c.*29T>C.

1.6. ANALISIS DE ALTERACIONES EN PTEN

El gen supresor tumoral PTEN se encuentra inactivado por multiples
mecanismos entre los que se encuentran la delecion homo o hemicigota del cromosoma
10 o del locus 10923, y las mutaciones inactivantes distribuidas a lo largo de todo el
gen. La pérdida de funcion de PTEN genera una activacion de AKT similar a la

producida por las mutaciones oncogénicas en PI3KCA (100, 113).

e Andlisis de la delecion del locus de PTEN

El estudio del locus 10923, donde se localiza PTEN, mediante la técnica de
FISH sobre tejido parafinado en los astrocitomas de bajo y alto grado, mostré que el
68.8% de los tumores presentaban pérdida de la region 10g23. El nimero de tumores
de alto grado con delecion de PTEN fue significativamente mayor (Tabla 41).
Tabla 41. Resultados del analisis de la delecion del locus 10923 por FISH en
astrocitomas de bajo y alto grado.

Delecién PTEN
Delecién No delecion  P-valor
Astrocitomas de Bajo Grado 4 (33.3%) 8 (66.7%) 0.007
Astrocitomas de Alto Grado 49 (75.4%) 16 (24.6%)

117



RESVLTADOS

En aquellos casos en los que existia delecién del locus de PTEN, el porcentaje
medio de células tumorales con delecion fue del 52.1% (rango 20-86%), sin diferencias

entre los astrocitomas de bajo grado y alto grado.

e Analisis de la expresion de PTEN

El analisis de la expresion de PTEN se llevd a cabo mediante Western blot en

los mismos tumores (Figura 47).

B-actina (43 kDa)

Figura 47. Anélisis de la expresion de PTEN mediante Western blot.

El 20% de los tumores presentaron una disminucion o una pérdida total de la
expresion de la proteina, sin diferencias entre los astrocitomas de bajo y alto grado; sin
embargo, observamos que la ausencia de expresion de la proteina PTEN fue mas
frecuente en los tumores con delecion de PTEN, aunque las diferencias no llegaron a
ser significativas (Tabla 42).

Tabla 42. Resultados del anélisis de la expresion de PTEN en funcion del grado de
malignidad del tumor y de la delecion de PTEN.

Expresion de PTEN
Normal Disminuida/Perdida  P-valor
Grado de Malignidad 0.492
Astrocitomas de Bajo Grado 14 (87.5%) 2 (12.5%)
Astrocitomas de Alto Grado 38 (77.6%) 11 (22.4%)

Delecion PTEN (locus 10g23) 0.065
No delecion PTEN 17 (94.4%) 1 (5.6%)
Delecion PTEN 20 (69.0%) 9 (31.0%)

e Analisis de mutaciones en el gen PTEN

El analisis de mutaciones en el gen PTEN se llevd a cabo mediante PCR y
CSGE-heteroduplex en los exones 1 al 4, y mediante PCR y secuenciacion directa en

los exones 5 al 9, donde la mayor parte de las mutaciones descritas son transiciones. El
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estudio se realiz6 unicamente en los astrocitomas de alto grado y mostré 21 mutaciones
distintas en 19 pacientes (25.3%) (Tabla 43).

Tabla 43. Mutaciones encontradas en el gen PTEN en los astrocitomas de alto grado.

Caso Ex6n Mutacion Dominio  Bibliografia Funcién E;(_pErssmn
AA 7 €.741_742insA (p.Pro248ThrfsX5) C2 Descrita Patogénica -
AA 8 €.827A>G (p.Asn276Ser) Cc2 Descrita Patogénica Sl
GBM 1 ¢.59G>C (p.Gly20Ala) Fosfatasa No descrita ~ Desconocida Sl
GBM Int.2 IVS2-1G>A Fosfatasa No descrita ~ Desconocida Sl
GBM 3 €.198G>T (p.Lys66Asn) H Fosfatasa  Descrita Patogénica Sl
GBM 5 €.264T>G (p.Tyr88Stop) Fosfatasa No descrita ~ Patogénica -
GBM 5 €.388C>T (p.Argl30Stop) H Fosfatasa  Descrita Patogénica -
GBM 5 ¢.451G>C (p.Alal51Pro) Fosfatasa No descrita ~ Desconocida Sl
5 €.428G>A (p.Gly143Asp) Fosfatasa  Descrita Patogénica
GBM 5 €.491 492insA (p.Lys164LysfsX16) Fosfatasa Descrita Patogénica -
7 €.783G>T (p.GIn261His) C2 No descrita ~ Desconocida
GBM 6 €.493G>A (p.Gly165ArQ) Fosfatasa  Descrita Patogénica Sl
GBM 6 €.521A>G (p.Tyrl74Cys) H Fosfatasa No descrita ~ Desconocida Disminuida
GBM 7 €.655C>T (p.GIn219Stop) Cc2 Descrita Patogénica NO
GBM 8 €.822G>A (p.Trp274Stop) Cc2 Descrita Patogénica Sl
GBM 8 €.830C>T (p.Thr2771le) Cc2 Descrita Patogénica -
GBM 8 €.830delC (p.Thr277AsnfsX14) C2 No descrita ~ Patogénica Disminuida
GBM 8 .875_876insA (p.Asn292LysfsX6)  C2 No descrita ~ Patogénica NO
GBM 8 €.1003C>T (p.Arg335Stop) Cc2 Descrita Patogénica Sl
GBM 8 ¢.1003C>T (p.Arg335Stop) Cc2 Descrita Patogénica Sl
GBM 8 €.1010T>C (p.Phe337Ser) C2 Descrita Patogénica Disminuida

H: mutacion en homocigosis.

Encontramos 10 mutaciones missense, 5 nonsense, 4 inserciones/deleciones y

una mutacién de splicing. ElI 47.6% de las mutaciones se localizaron en el dominio
fosfatasa y el 52.4% en el dominio C2 de la proteina. El estudio del gen PTEN en las
muestras de DNA de sangre periférica de los casos con mutacion confirmd el origen

somatico de todas las mutaciones.

Trece de las mutaciones identificadas se encuentran descritas previamente en la
bibliografia como patogénicas (Tabla 43), presentando la proteina una disminucion o
una pérdida total de la actividad fosfatasa. En este trabajo describimos por primera vez
una mutacion nonsense, ¢.264T>G (p.Tyr88Stop), y dos inserciones/deleciones con
cambio de la fase de lectura, ¢.830delC (p.Thr277AsnfsX14) y c¢.875_876insA
(p.Asn292LysfsX6), que consideramos patogénicas por generar proteinas truncadas.
Encontramos también 4 casos con mutaciones missense de significado desconocido:
c.59G>C (p.Gly20Ala), c¢.451G>C (p.Alal51Pro), c¢.783G>T (p.GIn261His) vy

€.521A>G (p.Tyrl74Cys), en los que realizamos el estudio de conservacion evolutiva
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de los aminoéacidos afectados y el analisis in silico para conocer el efecto de las

mutaciones (Tabla 44 y Figura 48).

Tabla 44. Comportamiento tedrico de las mutaciones missense
desconocido encontradas en el gen PTEN.

de significado

Mutacion Polyphen Score PMut Score SIFT Score Panther  Score
onitEe P05|b[emente 0.67  Neutral 0.28  Tolerada 0.07 Deletérea -3.94
(p.Gly20Ala)  patogénica

€.451G>C Probablemente - No )
(p.Alal51Pro)  patogénica 1.00  Patogénica 0.64 tolerada 0.04  Deletérea -6.47
€.783G>T Probablemente -

(p.GIN261His) patogénica 0.98  Patogénica 0.55  Tolerada 0.11  Neutral -2.82
c.521A>G Probablemente -~ No .
(p.Tyri74Cys) patogénica 0.99  Patogénica 0.70 tolerada 0.00  Deletérea -8.38

Las mutaciones p.Alal51Pro y p.Tyr174Cys son consideradas patogenicas por

los cuatro programas de prediccion y se encuentran en regiones altamente conservadas
de la proteina. En diferentes bases de datos aparecen descritos otros cambios de
aminoéacido que afectan a estas dos posiciones y son considerados también patogénicos.

Gly20Ala Alal51Pro
[Homo_sapiens] 1 [Homo_sapiens]
[Pan_troglodytes] 1 [Pan_troglodytes]
[Macaca_mulatta) 1 [Macaca_mulatta]
[Canis_lupus_familiaris] 1 [Canis_lupus_familiaris]
[Bos_taurus] 1 [Bos_taurus]
[Mus_musculus] 1 [Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus] 1 [Rattus_norvegicus]
[Gallus_gallus] 1 [Gallus_gallus]
[Danio_rerio] 1 [Danio_rerio]

[

Drosophila_melanogaster] 1 MANT I S LMSNVI [Drosophila_melanogaster]

Tyr174Cys GIn261His
[Homo_sapiens] 167 j_ 1P SYLL] PVALLF [Homo_sapiens] 246 PLP
[Pan_troglodytes] 167 TIP SYLL PVALLF [Pan_troglodytes] 246 PLP
[Macaca_mulatta] 167 TIP SYLL| PVALLF [Macaca_mulatta] 246 PLP
[Canis_lupus_familiaris] 167 1P SYLL) PVALLF [Canis_lupus_familiaris] 246 PLP
[Bos_taurus] 167 BEP YYYSYLL PVALLF [Bos_taurus] 246 PLPV
[Mus_musculus] 167 1P YYYSYLL PVALLF [Mus_musculus] 246 PLPV
[Rattus_norvegicus] 167 TLP YYYSYLLEN PVALLF [Rattus_norvegicus] 246 PLP
[Gallus_gallus] 167 TIP ww YLLENHL PVALLF [Gallus_gallus] 246 PLPVI
[Danio_rerio] 167 T1 P YVYYYSYLLENK PVALLF [Danio_rerio] 246 PLP
(Drosophila_melanogaster) 175 1 P8 YOYFSKLVCSSVPYSKVSLNY  [Drosophila_melanogaster] 258 ST PVSG

Figura 48. Comparacion de la secuencia de la proteina PTEN entre diferentes especies
en los casos con mutaciones missense no descritas.

Sin embargo, los resultados obtenidos para las otras dos mutaciones,
p.Gly20Ala y p.GIn261His, presentan discrepancia. Unicamente dos de los cuatro
programas de prediccion las consideran patogénicas, a pesar de ser posiciones
altamente conservadas. Esto puede deberse a la similitud estructural de los nuevos
aminoacidos en la proteina mutada (glicina por alanina y glutamina por histidina).

Ademas, el tumor con la mutacion p.GIn261His (exon 7) presento otras dos mutaciones
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en el exén 5 descritas como patogénicas (Tabla 43). Como no disponiamos de RNA de
ese paciente para estudiar la pertenencia alélica de cada mutacion, subclonamos en el
vector pGEMT-Easy la PCR correspondiente al exdn 5, observando que las dos
mutaciones patogénicas se encontraban en diferentes alelos. Esto nos hace suponer que
la mutacion de significado desconocido, p.GIn261His, probablemente no sea

patogénica al estar en un mismo alelo con otra mutacion patogénica.

Hemos encontrado una mutacion de splicing no descrita previamente, 1VS2-
1G>A, localizada en un sitio consenso del intron 2. Amplificamos los exones 1 al 5 del
cDNA de PTEN mediante RT-PCR para comprobar el efecto de la mutacion a nivel de
RNA, y obtuvimos dos productos de PCR, uno correspondiente al alelo germinal y otro
en el que se producia la pérdida del exon 3 de PTEN de 15 aminoacidos (Figura 49A).

Figura 49A. Analisis de la mutacion 1VS2-

1G>A del gen PTEN mediante RT-PCR
Fragmento con la (muestra 1: control, muestra 2: paciente).
delecion del exon 3

PTEN GERMINAL PTEN p.(Arg55Ser,Phe56_Leu70del)

cont : JinRININRNnalnonnannnsnnnRinsRiRRNnnnlnnt cont : JINNINRNNE=ERRzo0000EnnnnnnnsRRRNRNRR0NE

Pred: &5 — Pred: -5 ——

Pred: CHHHHHHHHHCCCEEEECCCCCCCEEEECCCEEEECCCCC Pred: CHHHHHHHHHCCCCEEECCCEECCEEEECCCEEEECCCCC
AA: MTAIIKEIVS‘RNKRRYQEDC‘;FDLDLTYIYI"NIIAMGFPAE.] AA: MTAIIKEIVS’RNKRRYQEDGIFDLDLTYIY}?NIIAMGFPAP;
10 20 30 40 10 20 30 40
cont : JinannsnRNRRRRNEERn=RERoRRRRN ) RRNRERRn! COnf:]lllllllllllllILIIlllllllllllllllllllllll[
Pred: = . 4 Pred: 77— [
Pred: CCCCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEC§CCCCCCCCC Pred: CCHHHHCCCHHHHHHECCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCC
AA: RLEGVYRNNIDDVVRFLDSKHKNHYKIYNL{AERHYDTAK AA: RLEGVYRNNIDDVVECAERHYDTAKFNCRVAQYPFEDHNP
50 60 7 80 50 60 70 80
cont : InlznilznRNNNNNNRRRRRRRNNRRnnnREN:0NE cont : JINonnENNNNNNNENER-REN-RNRRN-R0RNn-R NNt
Pred: ___ — Y Pred: _ 77
Pred: CCCCEEEECCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCEE Pred: CCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCEEEEECCCCCCHHHHHH
AR: FNCRVAQYPFEDHNPPQLELIKPFCEDLDQWLSEDDNHVA AR: PQLELIKPFCEDLDQWLSEDDNHVAATHCKAGKGRTGVMI
S0 100 110 120 S0 100 110 120
: = a-hélice conf: ],;.lll[ - confianza de la prediccion

= cintap  pPred: prediccion secundaria

= lazo AA: secuencia aminodcidos

Figura 49B. Estructura secundaria de la proteina PTEN germinal y de la proteina
mutada p.(Arg55Ser,Phe56 Leu70del) desde el aminoacido 1 al 120. En rojo se
muestran los aminoécidos delecionados.

121



RESVLTADOS

En el alelo mutado se produce el cambio de arginina por serina en el punto de la
pérdida del exon, aunque no se modifica la fase de lectura del resto de la proteina,
generando la alteracion p.(Argb5Ser,Phe56 Leu70del). Se analizd6 la mutacion
resultante mediante el programa de prediccion de estructuras secundarias de proteinas
PSIRED para determinar los posibles efectos sobre la estructura y el plegamiento de la
proteina (Figura 49B). Observamos que la proteina con la mutacion
p.(Argb5Ser,Phe56_Leu70del) pierde una a-hélice y una cinta-p de una region del
dominio fosfatasa que contiene cinco cintas-p empaquetadas con dos a-hélices
importantes para su funcion (221). Ademas, el estudio de conservacion entre especies
de la region delecionada mostr6 una alta conservacion de la zona a lo largo de la

evolucion (Figura 50).

[Homo_sapiens) v S H Al
[Pan_troglodytes] v SKHENHY Al
[Macaca_mulatta] A% S H A
[Canis_lupus_familiaris] \ S H A
[Bos_taurus] \4 SKHENH A
[Mus_musculus] v SKHENH A
[Rattus_norvegicus] \' SKHENHY A
[Gallus_gallus] A% SKEHENHY Al
[Danio_rerio] \4 S DH A
[Drosophila_melanogaster] \ ENHAQHY S

Figura 50. Comparacion de la secuencia de la proteina PTEN entre diferentes especies
en la zona afectada por la alteracion p.(Arg55Ser,Phe56 Leu70del).

Otra mutacion que también puede afectar al procesamiento del RNA es el
cambio ¢.493G>A (p.Glyl165Arg), localizado en la posicion +1 del exén 6. A pesar de
gue esta mutacion esta descrita en la literatura, dada la importancia de estas posiciones,
decidimos estudiar su efecto a nivel de RNA mediante la amplificacion de los exones 5
al 8 del cDNA de PTEN mediante RT-PCR (Figura 51). Observamos que se producia la
pérdida del exén 6, generando un codon de parada prematuro y la expresion de una
proteina truncada.

Figura 51. Analisis de la mutacion
€.493G>A (p.Glyl65Arg) del gen PTEN
mediante RT-PCR (muestra 1: control,

Fragmento con la muestra 2: paciente).
delecion del exon 6
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Ademas, tres de las mutaciones que encontramos en el gen PTEN se hallaban en
homocigosis, ¢.198G>T (p.Lys66Asn), ¢.388C>T (p.Argl30Stop) y Cc.521A>G
(p.Tyrl74Cys). El estudio de la posible pérdida de heterocigosidad mediante PCR
cuantitativa a tiempo real mostré que en los 3 casos se producia la pérdida del alelo

germinal en la muestra tumoral (Figura 52).

¢.198G>T (p.Lys66Asn) ¢.388C>T (p.Arg130Stop) ¢.521A>G (p.Tyr174Cys)
il
L ' n K I
- - u - - - - i I
SpP T Sp T Sp T
exon 3 exon 5 exon 6

Figura 52. Gréaficos del analisis de los casos con mutaciones homocigotas en el gen
PTEN estudiados por PCR cuantitativa (SP: muestra de DNA de sangre periférica, T:
muestra de DNA tumoral).

No encontramos ninguna asociacion entre la presencia de mutaciones en el gen
PTEN y los niveles de expresion de la proteina. Unicamente el 36% de los tumores con
mutacion presentaron una alteracion en la expresion (Tabla 43). No obstante, teniendo
en cuenta tanto la presencia de mutaciones en PTEN como su delecion, observamos que
el 90% de los casos con alteraciones en la expresion presentaron mutacion y/o delecion
de PTEN, aunque los resultados no llegaron a ser significativos (Tabla 45). Sin
embargo, hay un elevado nimero de casos con mutacion y/o delecion que mantienen

niveles normales de expresion de PTEN.

Tabla 45. Relacion de las alteraciones en el gen PTEN con sus niveles de expresion.

Expresion de PTEN
Disminuida/Perdida  P-valor

0.076

Normal
Delecion/Mutacion PTEN

Sin alteracion
Delecionado y/o mutado

15 (39.5%)
23 (60.5%)

1 (9.1%)
10 (90.9%)
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Por altimo, el estudio de las alteraciones en PTEN en relacién con el prondstico
de los astrocitomas mostré que aquellos pacientes con astrocitomas de alto grado que
presentaron mutaciones en el gen PTEN tuvieron una mediana de supervivencia menor
(13.3 meses vs. 8.3 meses; HR = 2.84 (1.55-5.17); P < 0.001) (Figura 53). Ademas, los
tumores con delecion del locus de PTEN o con disminucidn de los niveles de expresion
de PTEN también presentaron un peor prondstico, aunque los resultados no llegaron a

ser significativos.

1.07 \ PTEN no mutado
B ! - === PTEN mutado
= o 1
£ 087 5
>
T
)
£ 0.6+
w
o
=
S 047 Y
= " P < 0.001
= | 13.3 vs. 8.3 meses
o 1
2 0.2 1
=]
= II
A 1
]
0.0

0 24 48 72 9 120 144

Tiempo (meses)

Figura 53. Curvas de supervivencia en funcidn de la presencia de mutaciones en el gen
PTEN en los pacientes con astrocitomas de alto grado.

1.7. ANALISIS DE ALTERACIONES EN BRAF

El oncogén BRAF interviene en la cascada de sefializacion de RAS participando
en la regulacion del ciclo y la proliferacion celular (122). Se encuentra alterado
principalmente por mutaciones localizadas en los exones 11 y 15 del dominio quinasa,
aunque también se han descrito reordenamientos entre los genes KIAA1549 y BRAF

gue generan una ganancia de funcion (31, 124).

e Analisis de mutaciones en el gen BRAF

El anéalisis de los exones 11 y 15 del gen BRAF se llevo a cabo mediante PCR y

CSGE-heteroduplex en los astrocitomas de bajo y alto grado. Encontramos Unicamente
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dos mutaciones patogénicas localizadas en los puntos calientes de la proteina (codones
466 y 600) en un astrocitoma de bajo grado y un astrocitoma anaplasico (Tabla 46).
Tabla 46. Mutaciones encontradas en el gen BRAF en astrocitomas de bajo y alto
grado.

Caso Ex6n  Mutacion Dominio

ABG 15 €.1789T>A (p.Val600GIlu)  Quinasa
AA 11 €.1397G>A (p.Gly466Glu)  Quinasa

e Andlisis del reordenamiento KIAA1549:BRAF

El andlisis del reordenamiento entre los genes KIAA1549 y BRAF se estudio
mediante RT-PCR con primers que anillan en regiones proximas a los posibles puntos
de corte. A pesar de que estos reordenamientos sélo se han descrito en tumores de bajo
grado, realizamos el estudio tanto en los astrocitomas de bajo grado como en los de alto

grado para confirmar este hecho.

Sélo identificamos un reordenamiento que presentaba los puntos de corte en el
exon 15 de KIAA1549 y en el exdn 9 de BRAF en un astrocitoma pilocitico (Figura 54).

KIAA1549ex15:BRAFexY (392 pb)

Figura 54. Analisis del reordenamiento KIAA1549:BRAF mediante RT-PCR. Como
control se amplificd un fragmento de los exones 6 y 7 del cDNA de BRAF que no
intervienen en el reordenamiento.

1.8. ANALISIS DE ALTERACIONES EN IDH1 E IDH2

La mayor parte de las mutaciones descritas en los genes IDH1 e IDH2 se
localizan en el exdn 4 de ambos genes, en los codones 132 y 172 respectivamente (32).
El analisis del exon 4 del gen IDH1 se llevd a cabo mediante dHPLC y posterior
secuenciacion para confirmar los resultados, mientras que el estudio del exon 4 de

IDH2 se realizé directamente mediante secuenciacién automatica.

Hemos encontrado 17 tumores con mutacion en el gen IDH1 y un tumor con

mutacion en el gen IDH2. La frecuencia de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 fue

125



RESVLTADOS

significativamente mayor en los astrocitomas de bajo grado (Tabla 47). En el gen IDH1
todas las mutaciones fueron ¢.395G>A (p.Argl32His) (94.1%), excepto un astrocitoma
de bajo grado que presentd la mutacion ¢.394C>T (p.Argl32Cys) (5.9% de los casos).

En cuanto a las mutaciones en el gen IDH2, Gnicamente detectamos un astrocitoma de
bajo grado con la mutacién ¢.515G>T (p.Argl72Met).

Tabla 47. Relacién de las mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 en funcién de tipo
tumoral.

Mutacion en IDH1/IDH2

No mutado  Mutado P-valor
ABG 8 (34.8%) 15 (65.2%) <0.001
AA 18 (90.0%) 2 (10.0%)
GBM 54 (98.2%) 1 (1.8%)

El analisis de supervivencia reveld que los pacientes con mutaciones en los
genes IDH1/IDH2 tuvieron mejor pronostico, aunque los resultados Unicamente fueron
significativos en el grupo de los astrocitomas de alto grado. La mediana de
supervivencia en los pacientes con astrocitomas de bajo grado con mutacién fue de
122.9 meses frente a los 63.9 meses en los pacientes sin mutacion (HR = 2.29 (0.46—
11.44); P = 0.296), mientras que en los pacientes con astrocitomas de alto grado la

supervivencia mediana fue de 38.9 meses y 11.4 meses respectivamente (HR = 5.36
(1.27 - 22.52); P = 0.011) (Figura 55).

BAJO GRADO

ALTO GRADO
1.0 P =0.296 1.07 = P=0.011

= 122.9 vs. 63.9 meses = } 38.9 vs. 11.4 meses

= ! 2 !

.g 0.8 : ______ 'g 0.8 f.

= = [

3 ! 5 i

=3 1 o 1

= 0.67 1 = 0.6 1(

w 1 > !

: bamme 2 .

= 0.4- T o041
= = \
2 2 v
§ 0.21 g 0.24 1_||
~ IDH1/2 mutado A 1, —

0.04 ~~ =~ IDHI/2 no mutado 0.0 ———— -
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
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Figura 55. Curvas de supervivencia en funcion de las mutaciones en los genes IDH1 e
IDH2 en los pacientes con astrocitomas de bajo y alto grado.
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1.9. RESUMEN DE LAS PRINCIPALES ALTERACIONES IMPLICADAS
EN LA PATOGENESIS DE LOS ASTROCITOMAS

Los astrocitomas son tumores muy heterogéneos tanto morfoldgica como
genéticamente. Presentan multiples alteraciones en rutas implicadas en proliferacion y
supervivencia celular, y determinadas alteraciones en unos genes son incompatibles con
alteraciones en otros, mientras que ciertos tipos de alteraciones tienden a presentarse

simultaneamente en el mismo tumor.

Las principales alteraciones que hemos encontrado relacionadas con la

patogénesis de los astrocitomas se resumen en la Tabla 48:

Tabla 48. Resumen de las alteraciones detectadas en las principales rutas implicadas en
el desarrollo y la progresion de los astrocitomas.

Mutacion  Amplif. Expresion  Mutacion LOH Mutacion  Alteracion Mutacién

TP53 EGFR EGFRvIIl  PI3KCA  10g23 PTEN BRAF IDH1/IDH2
Astrocitomas . 2 2 _ 2 _ 2 .
Bajo Grado | 13(565%) 0(00%)  1(43%) 4 (33.3%) 2(8.7%) 15 (65.2%)
ﬁfttg‘g'rtgégas 17 (22.7%) 26 (35.1%) 23(33.3%) 5(6.7%) 49 (75.4%) 19(25.3%) 1(1.3%) 3 (4.0%)
Total 30 (30.6%) 26 (35.1%) 24 (26.1%) 5(6.7%) 53 (68.8%) 19 (25.3%) 3 (3.1%) 18 (18.4%)

Como puede observarse, las mutaciones en los genes TP53 e IDH1/IDH2 son
mucho mas frecuentes en los astrocitomas de bajo grado, mientras que las alteraciones

en los genes EGFR y PTEN predominan en los tumores de alto grado.

El 85.7% de los 105 tumores incluidos en este trabajo mostraron alguna de las
alteraciones estudiadas, el 79.2% de los astrocitomas de bajo grado (19 tumores) y el
87.7% de los astrocitomas de alto grado (71 tumores). Ademas, encontramos un alto
numero de tumores con mas de una alteracion, el 54.2% (13 tumores) y el 56.7% (46
tumores) de los astrocitomas de bajo y alto grado respectivamente, presentaron dos o

mas alteraciones (Tabla 49).

El 43.3% de los tumores con mutacion en el gen TP53 presentaron también
mutacion en los genes IDH1 o IDH2 (13 casos) (P < 0.001). ElI 52.2% de los
astrocitomas de bajo grado (12 tumores) portaban mutaciones en ambos genes,
mientras que so6lo un astrocitoma de alto grado (1.3%) tenia mutaciones en los genes
TP53 e IDH1 (Tabla 49).
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El 71.4% de los astrocitomas estudiados presentaron alguna alteracion en los
genes EGFR/PI3KCA/PTEN/BRAF, el 29.2% de los astrocitomas de bajo grado (7
tumores) y el 84.0% de los astrocitomas de alto grado (68 tumores) (P < 0.001). En
ambos grupos la alteracion mas frecuente de esta ruta fue la delecién del locus 10923,
seguido después de las alteraciones en BRAF, en los tumores de bajo grado, y de las
alteraciones en EGFR, en los de alto grado (Tabla 49). Observamos que el 26.7% de los
astrocitomas de alto grado (20 tumores) presentaban tanto delecion del locus de PTEN
como amplificacion del locus de EGFR, y el 20.3% (12 tumores) delecion y mutacion
de PTEN. Por el contrario, ningln astrocitoma de bajo grado mostré amplificacion de
EGFR.

No encontramos ningun tumor con mutaciones en los genes PTEN y PI3KCA.
Sin embargo, el 8.0% de los astrocitomas de alto grado (6 tumores) presentaron
mutaciones tanto en TP53 como en PTEN, y el 2.7% (2 tumores) eran portadores de
mutaciones en TP53 y PIBKCA. Ademas, observamos que el 36.4% de los astrocitomas
de bajo grado (4 tumores) y el 13.6% de los de alto grado (8 tumores) presentaron tanto

delecion del locus de PTEN como mutaciones en el gen TP53.

Tabla 49. Alteraciones identificadas en A) los astrocitomas de bajo grado y B) los
astrocitomas de alto grado.

Mutacion LOH Expresion  Alteracion Mutacion

TP53 104923 EGFRvIIl  BRAF IDH1/1DH2
ABG Arg342Stop  Delecion
ABG Argl75His Argl32His

Argl75His .
ABG 11e195Phe Argl32His
ABG His193Arg Delecién Argl32His
ABG 11e195Thr Argl32His
ABG Tyr205Cys Arg132Cys
ABG Tyr236Cys Arg132His
ABG Arg273Cys  Delecion Argl32His
ABG Arg273Cys  Delecion Arg132His
ABG Arg273Cys Argl32His
ABG Arg273Cys Argl32His
ABG Arg273Cys Argl72Met
ABG Arg280Gly Arg132His
ABG EGFRvIII
ABG Arg132His
ABG Arg132His
ABG Argl32His
AP KIAA 15:BRAF 9
ABG Val600Glu

ABG: Astrocitoma de Bajo Grado; AP: Astrocitoma Pilocitico
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- Mutacion LOH Mutacion Amplif. Expresion  Mutacion Alteracion  Mutacion
TP53 10923 PTEN EGFR EGFRvIII  PIK3CA BRAF IDH1/IDH2
AA Arg342Stop
GBM Argl3ldelArg Delecion
GBM Vall147Asp Delecion  Asn292LysfsX6
GBM Arg156Gly
Gly143Asp
GBM Arg290His Delecion  Lys164LysfsX16 EGFRuvIII
GIn261His
GBM Arg196Stop Amplif.
AA Vall197Gly Glu545Gly Argl32His
GBM Met2371le Alal51Pro
GBM Ser241Phe Delecion  GIn219Stop EGFRuvIII
AA Arg248Trp Delecién
GBM 11e255Thr Delecion Amplif. His1047Tyr
GBM Thr256lle Trp274Stop
GBM Leu257Val
GBM Asp259Val EGFRvIII
GBM Arg273His Arg335Stop
GBM Arg282Trp Delecién
GBM IVS6-1G>A Delecion EGFRvIII
AA Amplif.  EGFRvIII Argl32His
GBM EGFRuvIII Argl32His
GBM Delecion  IVS2-1G>A
GBM Delecion  Tyr88Stop
GBM Delecion  Gly165Arg
GBM Delecion ~ Tyrl74Cys Amplif. EGFRuvIII
GBM Delecion  Gly20Ala Amplif.  EGFRvIII
AA Delecion  Pro248ThrfsX5
AA Delecion  Asn276Ser Amplif. Gly466Glu
GBM Delecion ~ Thr2771le Amplif.
GBM Delecion  Thr277AsnfsX14
GBM Delecion Amplif. EGFRvIIl  GIn546Pro
AA Delecién Amplif. EGFRuvIII
AA Delecion Amplif. EGFRuvIII
GBM Delecion Amplif. EGFRvIII
GBM Delecion Amplif. EGFRuvIII
GBM Delecién Amplif. EGFRuvIII
GBM Delecion Amplif. EGFRuvIII
AA Delecién Amplif.
AA Delecion Amplif.
AA Delecion Amplif.
AA Delecion Amplif.
GBM Delecién Amplif.
GBM Delecion Amplif.
GBM Delecion Amplif.
GBM Delecion Amplif.
AA Delecion EGFRvIII
GBM Delecion EGFRvIII
AA Delecién GIn546Arg
AA Delecion
AA Delecion
AA Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Delecion
GBM Arg335Stop
GBM Phe337Ser
GBM Lys66Asn Amplif.
GBM Arg130Stop
GBM Amplif. EGFRvIIl  Pro449Ser
GBM Amplif.  EGFRuvIII
GBM Amplif.
AA EGFRvIII
GBM EGFRvIII
GBM EGFRvIII
GBM EGFRvIII

AA: Astrocitoma Anaplésico; GBM: Glioblastoma Multiforme
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Por ultimo, realizamos una representacién multivariante (biplot logistico) y un
analisis de cluster jerarquico en el grupo de pacientes con astrocitomas de alto grado en
base a sus alteraciones moleculares (Figura 56). Debido al tamafio de muestra de los

pacientes de bajo grado no puedo llevarse a cabo este analisis.
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Figura 56. Representacion de los tres grupos (cluster) obtenidos mediante el analisis de
cluster sobre el biplot logistico.

Obtuvimos tres grupos de tumores que presentaban diferentes alteraciones
moleculares y, ademas, la edad de diagnostico y el pronostico de los pacientes incluidos

en cada grupo también fueron distintos (Tabla 50 y Figura 57).

Tabla 50. Caracteristicas de los tres grupos establecidos en el analisis multivariante de
los astrocitomas de alto grado.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
Mutacion TP53 30.0% 4.5% 38.5%
Amplificacion EGFR 0.0% 90.9% 15.4%
Expresion EGFRvIII 10.0% 50.0% 46.2%
Delecion PTEN 100% 90.9% 1.7%
Mutacion PTEN 40.0% 22.7% 0.0%
Mutacion PISKCA 5.0% 9.1% 7.7%
Mutacion IDH1/IDH2 0% 0% 15.4%
Edad, afios [IQR] 64 [55.0-67.8] 59.5[50.0-69.3] 54 [41.0-65.0]

IQR: Rango Intercuartilico

Todos los tumores incluidos en el grupo 1 mostraron delecion de PTEN y con
frecuencia mutaciones en los genes TP53 y PTEN. El grupo 2 estaba formado por

tumores que presentaban tanto delecion de PTEN como amplificacion de EGFR y, en
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muchos casos, también expresién de EGFRvIII y mutaciones en el gen PTEN. Sin
embargo, los tumores del grupo 3 eran portadores de mutaciones en los genes TP53 e
IDH1/IDH2 y expresaban EGFRvIII, y no mostraron, en general, ni delecion de PTEN
ni amplificacion de EGFR. Ademaés, observamos que los pacientes incluidos en el
grupo 3 fueron mas jovenes y presentaron mejor pronostico que los pacientes incluidos

en los otros dos grupos (Figura 57).

1.0+ Grupo 1
- —1 Grupo 2
g — Grupo 3
0.8
Mediana de HR g
supervivencia o P-valor £
(ICes%0)  (1C95%) 2 064
16.7 meses o
Grupo 3 (4.4-28.9) 1.00 =
11.6 meses 2.75 = 0.4
Grupo2 g5 150 (1.10-6.90) 0031 =
9.2 meses 3.59 =
Grupol 54 134 (1.46-883) 005 £ 021
0.0

T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (meses)

Figura 57. Resultados del analisis de supervivencia y curvas de supervivencia de los
pacientes con astrocitomas alto grado en funcién del grupo al que pertenecen.
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2. ESTUDIO DE ASOCIACION DE POLIMORFISMOS EN
GENES REPARADORES DEL DNA EN ASTROCITOMAS

Los cambios polimorficos en un gen pueden afectar a los niveles de
transcripcion, a la estabilidad y maduracion del RNA, o a la funcidén, expresion y

plegamiento de la proteina, lo que puede dar lugar a pequefios cambios en su actividad.

Para determinar si variantes polimorficas en genes reparadores del DNA se
asocian a cambios en la susceptibilidad al desarrollo de astrocitomas, hemos analizado
una poblacion de estudio formada por 36 astrocitomas de bajo grado, 38 astrocitomas
anaplasicos y 115 glioblastomas (Tabla 51). Como poblacion control seleccionamos
200 individuos (59.5% hombres y 40.5% mujeres) mayores de 60 afios que no tuvieran
ningun antecedente personal o familiar de cancer. El porcentaje de hombres y mujeres
fue similar tanto en pacientes como en controles para evitar un sesgo debido al sexo en
los resultados.

Tabla 51. Principales caracteristicas de los pacientes del estudio poblacional,
localizacion del tumor y tratamiento recibido.

ABG (grado II) AA (grado IIl)  GBM (grado IV)
n=36 n=38 n=115
Sexo
Hombres 21 (58.3%) 23 (60.5%) 68 (59.1%)
Mujeres 15 (41.7%) 15 (39.5%) 47 (40.9%)

Mediana de edad, afios [IQR] 34.0 [29.0 - 46.0]
Localizacion del tumor
e Por hemisferios

59.0 [45.0 - 68.3] 66.0 [55.8 - 71.0]

Derecho 11 (30.6%) 18 (47.4%) 62 (53.9%)
Izquierdo 13 (36.1%) 14 (36.8%) 45 (39.1%)
Otra 12 (33.3%) 6 (15.8%) 8 (7.0%)
e Por I6bulos
Temporal 10 (27.8%) 11 (28.9%) 40 (34.8%)
Frontal 8 (22.2%) 12 (31.6%) 31 (27.0%)
Parietal 5 (13.9%) 3 (7.9%) 21 (18.3%)
Occipital 0 (0.0%) 3 (7.9%) 6 (5.2%)
Otra 13 (36.1%) 9 (23.7%) 17 (14.8%)
Cirugia
Exéresis total 19 (52.8%) 20 (52.6%) 77 (67.0%)
Exéresis subtotal 17 (47.2%) 18 (47.4%) 38 (33.0%)
Tratamiento post-quirdargico
No tratamiento 17 (47.2%) 7 (18.4%) 16 (13.9%)
Radioterapia 11 (30.6%) 13 (34.2%) 57 (49.6%)
Radioterapia + quimioterapia 8 (22.2%) 18 (47.4%) 42 (36.5%)

Mediana de supervivencia,
meses [IC 95%]

84.8[67.1-102.5] 13.6[11.2-16.1] 11.4[9.5 - 13.4]

ABG: Astrocitoma de Bajo Grado; AA: Astrocitoma Anaplasico; GBM: Glioblastoma Multiforme; IQR: Rango Intercuartilico
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La edad de los pacientes con astrocitomas de bajo grado fue significativamente
inferior a la edad de aparicion de los astrocitomas anaplasicos o glioblastomas; sin
embargo, todos los tipos tumorales se localizaron preferentemente en los l6bulos
temporal y frontal y, en general, en el hemisferio derecho. El tratamiento de primera
linea tanto en astrocitomas de bajo como de alto grado fue la extirpacion de la masa
tumoral mediante cirugia. Ademas, el 50% de los tumores de bajo grado y més del 80%

de los de alto grado recibieron tratamiento posterior de radio y/o quimioterapia.

Hemos estudiado 7 polimorfismos de genes implicados en las cuatro vias
principales de reparacion de dafios en el DNA mediante la técnica de amplificacion por
PCR con sondas TagMan (Tabla 52). Se ha analizado la distribucion de las frecuencias
genotipicas entre los tres grupos de pacientes (astrocitomas de bajo grado, anaplasicos
y glioblastomas) y el grupo control; y en aquellos polimorfismos en los que
encontramos diferencias estadisticamente significativas, realizamos los modelos

logisticos multivariantes correspondientes.

Tabla 52. Relacion de los polimorfismos estudiados en genes de reparacion el DNA.
MECANISMO DE REPARACION GEN POLIMORFISMO

Escision de nucleétidos (NER) ERCC1 (r:si:SLg;C (p.Asn118Asn)
ERCC2 (r:sigiéﬁ>c (p.Lys751GlIn)
ERCCO [ oea07a

Escisi6n de bases (BER) APEX1 (r:sﬁg-(l);(% (p.Asp148Glu)
XRCC1 Esééig¢>6 (p.GIn399Arg)

Roturas de doble cadena (DSBR) ~ XRCC3 (r:sgéig?? J (p-Thr241Met)

Emparejamientos erréneos (MMR) MLH1 ?31%3(’)%;21

La distribucidn de los genotipos en cada uno de los polimorfismos analizados en
el grupo control cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0.1).
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2.1. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL SISTEMA NER
e Estudio del polimorfismo ¢.354T>C (p.Asn118Asn) del gen ERCCL1 (rs11615)

El andlisis de la distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.354T>C
(p.Asn118Asn) del gen ERCC1 no mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de astrocitomas de bajo grado, astrocitomas anaplasicos vy

glioblastomas, y el grupo control (Tabla 53).

Tabla 53. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.354T>C (p.Asn118Asn)
del gen ERCCL1 en los grupos de pacientes y el grupo control.

ERCC1 ¢.354T>C (p.Asn118Asn)

TT TC CcC P-valor
ABG 15 (41.7%) 15 (41.7%) 6 (16.7%)  0.933
AA 13 (34.2%) 17 (44.7%) 8(21.1%) 0.660
GBM 41 (35.7%) 62 (53.9%) 12(10.4%) 0.240

Controles 79 (39.5%) 90 (45.0%) 31 (15.5%)

e Estudio del polimorfismo ¢.2251A>C (p.Lys751GIn) del gen ERCC2 (rs13181)

El analisis de la distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2251A>C
(p.Lys751GIn) del gen ERCC2 mostro diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos de astrocitomas anaplésicos y glioblastomas, y el grupo control (Tabla 54).
Sin embargo, no encontramos diferencias en la distribucion de los genotipos en los
astrocitomas de bajo grado.

Tabla 54. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2251A>C (p.Lys751GlIn)
del gen ERCC2 en los grupos de pacientes y el grupo control.

ERCC2 ¢.2251A>C (p.Lys751GIn)
Lys/Lys Lys/GIn GIn/GlIn P-valor

ABG 18 (50.0%) 15 (41.7%) 3(8.3%)  0.647
AA 13(34.2%) 23(60.5%) 2(5.3%)  0.049
GBM 51 (44.3%) 59 (51.3%) 5(4.3%)  0.013

Controles 92 (46.0%) 80 (40.0%) 28 (14.0%)

La frecuencia de homocigotos GIn/GIn fue significativamente menor en el
grupo de glioblastomas que en el grupo control (OR = 0.28 (0.11-0.75); P = 0.010)
(Tabla 55). Estos resultados indican que el ser portador de dos copias del alelo Gin

podria conferir un menor riesgo de desarrollar glioblastomas.
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Tabla 55. Analisis del riesgo del polimorfismo ¢.2251A>C (p.Lys751GIn) del gen
ERCC2 en glioblastomas en funcion del modelo de herencia.

ERCC2 ¢.2251A>C (p.Lys751GIn)

Controles GBM OR IC9%% P-valor*
Lys/Lys 92 (46.0%) 51 (44.3%) 1.00
Codominante Lys/GIn 80 (40.0%) 59 (51.3%) 1.33 0.83-2.16 0.239
GIn/GlIn 28 (14.0%) 5 (4.3%) 0.32 0.12-0.87 0.026
Dominante Lys/Lys 92 (46.0%) 51 (44.3%) 1.00
Lys/GIn+GIn/GIn 108 (54.0%) 64 (55.7%) 1.07 0.67-1.70 0.777
Recesivo Lys/Lys+Lys/GIn 172 (86.0%) 110 (95.7%) 1.00

GIn/GIn 28 (14.0%) 5 (4.3%) 0.27 0.10-0.74 0.010
*regresion logistica multivariante del genotipo ajustada en funcién del sexo.

En el grupo de los astrocitomas anaplasicos, la frecuencia de homocigotos
GIn/GIn también fue menor que en el grupo control, aunque los resultados de la
agrupacion de genotipos y el analisis del riesgo no fueron significativos (Tabla 56).
Esto podria ser debido al pequefio tamafio de muestra de este subgrupo de pacientes,
siendo necesarios mas estudios para confirmar el efecto del genotipo GIn/GlIn en el

riesgo de desarrollar astrocitomas anaplasicos.

Tabla 56. Analisis del riesgo del polimorfismo ¢.2251A>C (p.Lys751GIn) del gen
ERCC2 en astrocitomas anaplasicos en funcion del modelo de herencia.

ERCC2 c.2251A>C (p.Lys751GIn)

Controles AA OR IC9%%  P-valor*
Lys/Lys 92 (46.0%) 13 (34.2%) 1.00
Codominante Lys/GIn 80 (40.0%) 23 (60.5%) 2.05 0.97-4.31 0.059
GIn/GIn 28 (14.0%) 2 (5.3%) 0.50 0.10-2.34 0.375
Dominante Lys/Lys 92 (46.0%)  13(34.2%) 1.00
Lys/GIn+GIn/GIn 108 (54.0%) 25 (65.8%) 1.64 0.79-3.39 0.182
Recesivo Lys/Lys+Lys/GIn 172 (86.0%) 36 (94.7%) 1.00

GIn/GIn 28 (14.0%) 2 (5.3%) 0.34 0.08-1.49 0.152
*regresion logistica multivariante del genotipo ajustada en funcién del sexo.

e Estudio del polimorfismo 1VS5-8767A>C del gen ERCC6 (rs4253079)

El estudio del polimorfismo 1VS5-8767A>C del gen ERCC6 mostrd una
distribucion de genotipos similar entre los grupos de pacientes y el grupo control (Tabla
57). En base a lo descrito sobre este polimorfismo en gliomas (222), analizamos
también la relacion de este polimorfismo con el pronéstico de los astrocitomas, sin
encontrar ninguna asociacion con la supervivencia de estos pacientes

independientemente del grado del tumor.
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Tabla 57. Distribucion de los genotipos del polimorfismo 1VS5-8767A>C del gen
ERCCS6 en los grupos de pacientes y el grupo control.

ERCC6 IVS5-8767A>C

AA AC CcC P-valor
ABG 27 (75.0%) 9 (25.0%) 0(0.0%) 0.249
AA 28 (73.7%) 10 (26.3%) 0(0.0%) 0.169
GBM 91 (79.1%) 24 (20.9%) 0(0.0%) 0.205

Controles 169 (84.5%) 29 (14.5%) 2 (1.0%)

2.2. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL SISTEMA BER

e Estudio del polimorfismo ¢.444T>G(p.Aspl148Glu) del gen APEX1 (rs1130409)

El estudio de la distribucion de los genotipos del polimorfismo c.444T>G
(p.Asp148Glu) del gen APEX1 no mostr6 diferencias estadisticamente significativas
entre los tres grupos de pacientes y el grupo control (Tabla 58).

Tabla 58. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.444T>G (p.Aspl148Glu)
del gen APEX1 en los grupos de pacientes y el grupo control.

APEX1 ¢.444T>G (p.Aspl148Glu)
Asp/Asp Asp/Glu Glu/Glu P-valor

ABG 14 (38.9%) 16 (44.4%) 6 (16.7%)  0.540
AA 8(21.1%) 16 (42.1%) 14 (36.8%) 0.185
GBM 31 (27.0%) 57 (49.6%) 27 (23.5%) 0.718

Controles 62 (31.0%) 91 (45.5%) 47 (23.5%)

e Estudio del polimorfismo ¢.1196A>G (p.GIn399Arg) del gen XRCC1 (rs25487)

El analisis de la distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.1196A>G
(p.GIn399Arg) del gen XRCC1 tampoco mostré diferencias significativas entre los
distintos tipos de astrocitomas y el grupo control (Tabla 59).

Tabla 59. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.1196A>G (p.GIn399Arg)
del gen XRCC1 en los grupos de pacientes y el grupo control.

XRCC1 ¢.1196A>G (p.GIn399Arg)
Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn P-valor

ABG 14 (38.9%) 17 (47.2%) 5(13.9%)  0.986
AA 16 (42.1%) 18 (47.4%) 4(105%)  0.909
GBM 52 (45.2%) 55 (47.8%) 8(7.0%)  0.228

Controles 80 (40.0%) 94 (47.0%) 26 (13.0%)
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2.3. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL SISTEMA DSBR

e Estudio del polimorfismo ¢.722C>T (p.Thr241Met) del gen XRCC3 (rs861539)

El estudio de la distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.722C>T
(p.Thr241Met) del gen XRCC3 no reveld ninguna asociacion entre los grupos de
astrocitomas de bajo grado, astrocitomas anaplasicos y glioblastomas, y los controles
(Tabla 60).

Tabla 60. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.722C>T (p.Thr241Met) del
gen XRCC3 en los grupos de pacientes y el grupo control.

XRCC3 ¢.722C>T (p.Thr241Met)
Thr/Thr Thr/Met Met/Met P-valor

ABG 16 (44.4%) 18 (50.0%) 2(5.6%)  0.645
AA 13 (34.2%) 20 (52.6%) 5(13.2%)  0.560
GBM 43 (37.4%) 56 (48.7%) 16 (13.9%) 0.473

Controles 87 (43.5%) 92 (46.0%) 21 (10.5%)

2.4. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL SISTEMA MMR
e Estudio del polimorfismo ¢.-93G>A del gen MLH1 (rs1800734)

El estudio del polimorfismo ¢.-93G>A de la region promotora del gen MLH1 no
mostrd diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos

entre los tres grupos de pacientes y el grupo control (Tabla 61).

Tabla 61. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-93G>A del gen MLH1 en
los grupos de pacientes y el grupo control.

MLH1 c.-93G>A

GG GA AA P-valor
ABG 25 (69.4%) 10 (27.8%) 1 (2.8%) 0.396
AA 25 (65.8%) 12 (31.6%) 1 (2.6%) 0.634
GBM 61 (53.0%) 44 (38.3%) 10 (8.7%) 0.084

Controles 115 (57.5%) 79 (39.5%) 6 (3.0%)

Sin embargo, la frecuencia de homocigotos AA en el grupo de los pacientes con
glioblastoma fue mayor que en el grupo control. Teniendo en cuenta que los valores se
encuentran cercanos a la significacién (0.084) y que este polimorfismo esta relacionado
con un mayor riesgo de desarrollar diversos tipos de tumor (177, 223, 224), decidimos
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realizar el analisis de agrupacion de genotipos y estimar la susceptibilidad a desarrollar

glioblastomas en funcién de este polimorfismo (Tabla 62).

Tabla 62. Analisis del riesgo del polimorfismo c.-93G>A del gen MLH1 en
glioblastomas en funcién del modelo de herencia.

MLH1 c.-93G>A

Controles GBM OR IC95%  P-valor*
GG 115 (57.5%) 61 (53.0%) 1.00
Codominante GA 79 (39.5%) 44 (38.3%) 1.05 0.65-1.70 0.845
AA 6 (3.0%) 10 (8.7%) 3.17 1.10-9.17 0.033
Dominante GG 115 (57.5%) 61 (53.0%) 1.00
GA+AA 85 (42.5%) 54 (47.0%) 1.20 0.76-1.90 0.443
RECESIVO GG+GA 194 (97.0%) 105(91.3%) 1.00

AA 6 (3.0%) 10 (8.7%) 3.11 1.10-8.82 0.033
*regresion logistica multivariante del genotipo ajustada en funcion del sexo.

Encontramos una asociacion estadisticamente significativa con el genotipo AA,
lo que indica que el ser portador de este alelo en homocigosis podria conferir un mayor
riesgo de desarrollar glioblastomas (OR = 3.11 (1.10-8.82); P = 0.033).

2.5. ESTUDIO DE HAPLOTIPOS

Los polimorfismos que se encuentran proximos en el mismo cromosoma pueden
estar asociados y encontrarse en desequilibrio de ligamiento. El desequilibrio de
ligamiento tiene su origen en el proceso de recombinacién meiotica, donde la
probabilidad de recombinacién entre locus cercanos es muy baja. Normalmente esos
locus se heredan en bloque, y el conjunto de polimorfismos que se transmiten juntos a

la descendencia se denomina haplotipo.

Realizamos un estudio de haplotipos de los polimorfismos ¢.354T>C
(p.Asn118Asn) del gen ERCC1 y c.2251A>C (p.Lys751GIn) del gen ERCC2
involucrados en el sistema de reparacion NER. Estos polimorfismos se encuentran
localizados préximos en el brazo largo del cromosoma 19, el gen ERCCL se localiza en
la region 19q13.32 y el gen ERCC2 en 19q13.3. Aunque el gen XRCC1 también se
encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19g13.2), no ha sido incluido
en el estudio debido a que participa en la via de reparacion BER y no estd en una

proximidad cercana con los genes de la ruta NER (225).
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El estudio de haplotipos se realiz6 Unicamente en el grupo de los glioblastomas
por su mayor tamafo muestral, y mostré que el haplotipo formado por el alelo C (GIn)
del gen ERCC2 vy el alelo T del gen ERCC1 presentaba una menor frecuencia en los
pacientes con glioblastoma que en el grupo control (Tabla 63). Los resultados indican
que este haplotipo podria conferir un menor riesgo de desarrollar glioblastomas (OR =
0.34 (0.16-0.71); P = 0.0041).

Tabla 63. Frecuencias haplotipicas de los polimorfismos ¢.354T>C (p.Asn118Asn) del
gen ERCC1 y ¢.2251A>C (p.Lys751GIn) del gen ERCC2 en el grupo de glioblastomas.

Haplotipo Frecuencia
ERCC2 ERCC1 Total Controles GBM OR (IC 95%) P-valor
1 A T 0.509 0481 0.563 1.00
2 C C 0.212  0.201 0.237 1.01(0.66-1.54) 0.97
3 A C 0.166  0.179 0.137 0.61(0.36-1.03) 0.067
4 C T 0.114  0.139 0.063 0.34(0.16-0.71) 0.0041
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3. CARACTERIZACION DE ALTERACIONES EN EL SISTEMA
DE REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS EN
ASTROCITOMAS

El sistema de reparacion de emparejamientos erroneos (MMR) es fundamental
en el mantenimiento de la integridad y la estabilidad genética. Los defectos en su
funcion estan relacionados con el desarrollo de tumores esporadicos asi como de

tumores asociados al sindrome de Lynch entre los que se encuentran los astrocitomas.

Para la caracterizacion de alteraciones en el sistema MMR, hemos analizado la
expresion de las principales proteinas del sistema, MLH1, MSH2 y MSH®, asi como el
estado de metilacion de sus promotores, en los 105 astrocitomas de bajo y alto grado
incluidos en la micromatriz de tejidos. Ademas, hemos estudiado la inestabilidad de
microsatélites y, en aquellos casos con defectos en la expresion de alguna proteina
MMR o elevada inestabilidad de microsatélites, hemos realizado el analisis de
mutaciones en los genes MMR correspondientes.

e Analisis de la expresion de las proteinas MMR

El andlisis de la expresion de las proteinas MMR por inmunohistoquimica
(Figura 58) mostré una ausencia de expresion de MLH1 en 20 pacientes (19.6%), de
MSH2 en 24 pacientes (24.0%) y de MSH6 en 31 pacientes (31.3%).

MSH2 MSH6

oW e

Figura 58. Imégenes representativas de astrocitomas de bajo y alto grado con
expresion positiva de MLH1, MSH2 y MSH6.
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En 5 tumores detectamos la pérdida simultanea de MSH2 y MSHS6, y en 4
tumores encontramos la pérdida conjunta de proteinas que no forman heterodimeros, un
caso presento la pérdida de MLH1 y MSH2, mientras que 3 casos no expresaron MLH1

y MSH6. Ademas, 9 tumores no expresaban ninguna de las 3 proteinas MMR.

El estudio de la expresion de las proteinas MMR en funcion del grado de
malignidad del tumor reveld6 que la pérdida de expresion de MSH2 fue
significativamente mas frecuente en los astrocitomas de bajo grado, mientras que no
existian diferencias en los niveles de expresion de MLH1 y MSH6 (Tabla 64).

Tabla 64. Relacion de los niveles de expresion de MLH1, MSH2 y MSH6 con el tipo
tumoral.

Astrocitomas Astrocitomas P-valor
de Bajo Grado  de Alto Grado
Expresion de MLH1 0.553
Positiva 19 (86.4%) 63 (78.8%)
Negativa 3 (13.6%) 17 (21.2%)
Expresion de MSH2 0.020
Positiva 11 (55.0%) 65 (81.2%)
Negativa 9 (45.0%) 15 (18.8%)
Expresion de MSH6 0.643
Positiva 16 (72.7%) 52 (67.5%)
Negativa 6 (27.3%) 25 (32.5%)

e Analisis de la metilacion de los promotores MMR

El andlisis del estado de metilacion de los promotores de los genes MLH1,
MSH2 y MSH6 se llevo a cabo mediante MS-MLPA, y mostré6 que 17 pacientes
(16.8%) tenian hipermetilacion del promotor del gen MLH1, 14 pacientes (14.0%)
hipermetilacion de MSH2 y 12 pacientes (11.9%) hipermetilacion de MSH®6, sin

diferencias en funcion del tipo de tumor.

No encontramos ninguna relacién entre los niveles de expresion de MSH2 y
MSHS6, y la metilacion de sus promotores. Sin embargo, el estado de metilacion de
MLH1 presentd una asociacion significativa con la expresion de la proteina MLH1. El
46.7% de los tumores con hipermetilacion del promotor mostraron pérdida de
expresion de MLH1 (Tabla 65).
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Tabla 65. Relacion de los niveles de expresion de las proteinas MMR con el estado de
metilacién de sus promotores.

Metilacion de la region promotora
No hipermetilacion Hipermetilacion  P-valor

Expresion de MLH1 0.009
Positiva 71 (85.5%) 8 (53.3%)
Negativa 12 (14.5%) 7 (46.7%)

Expresién de MSH2 0.476
Positiva 64 (77.1%) 8 (66.7%)
Negativa 19 (22.9%) 4 (33.3%)

Expresion de MSH6 1.000
Positiva 58 (68.2%) 7 (70.0%)
Negativa 27 (31.8%) 3 (30.0%)

La metilacion de MLH1 se ha determinado mediante el andlisis de las sondas de
MS-MLPA localizadas en las regiones C y D de la regién promotora de MLH1, que son
las que se encuentran implicadas en la regulacion de la expresion génica (213). Las
otras sondas se localizan en las regiones A y B. El analisis de la metilacion de las
regiones A y B, asi como el analisis conjunto de la metilacion de las cuatro regiones

(A-D), no mostro ninguna relacion con los niveles de expresion de MLHL1.

e Analisis del polimorfismo c.-93G>A de MLH1 (rs1800734)

El estudio previo del polimorfismo ¢.-93G>A de MLH1 mostr6 que el genotipo
AA se encuentra relacionado con un mayor riesgo de desarrollar glioblastomas. Este
polimorfismo se localiza en una region del promotor importante para la actividad
transcripcional, por lo que decidimos analizar su relacion con los niveles de metilacion
y expresion de MLH1. Observamos que el genotipo AA se encuentra asociado con la
hipermetilacion del promotor y con la ausencia de expresion de MLH1 (Tabla 66).

Tabla 66. Relacion del polimorfismo c¢.-93G>A con los niveles de metilacion y
expresion de MLH1.

Genotipo
GG+GA AA P-valor
Hipermetilacion de MLH1 0.003
No hipermetilado 80 (96.4%) 3 (3.6%)
Hipermetilado 11 (68.8%) 5 (31.2%)
Expresion de MLH1 0.049
Positiva 76 (95.0%) 4 (5.0%)
Negativa 16 (80.0%) 4 (20.0)
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El analisis conjunto de las tres variables mediante una tabla de contingencia
tridimensional para evaluar la existencia de interacciones entre ellas, mostrd una
relacion estadisticamente significativa entre la presencia del genotipo AA, la metilacion
del promotor y la pérdida de expresion MLH1 (Tabla 67).

Tabla 67. Relacion del polimorfismo c¢.-93G>A con la metilacién de la region
promotora de MLH1, en funcidn de los niveles de expresion de la proteina.

Genotipo
Expresion MLH1 Hipermetilacion MLH1 GG+ GA AA P-valor
Positiva No hipermetilado 68 (97.1%) 2 (2.9%) 0.001
Hipermetilado 5 (71.4%) 2 (28.6%)
Negativa No hipermetilado 11 (91.7%) 1 (8.3%)
Hipermetilado 4 (57.1%) 3 (42.9%)

e Andlisis de la inestabilidad de microsatélites

El analisis de la inestabilidad de microsatélites (MSI) se llevd a cabo en
muestras de DNA de tejido tumoral y de sangre periférica de cada paciente mediante el
analisis de 8 marcadores microsatélites: BAT25, BAT26, BAT40, D2S5123, D5S346,
D17S250, MYCL y PAX6. Los marcadores inestables mas frecuentes fueron BAT25
(14.6% de los casos) y BAT40 (13.5% de los casos), mientras que BAT26 fue el

marcador que presentd menor inestabilidad (Unicamente el 1% de los tumores).

Siguiendo los criterios recomendados para el analisis de MSI (176), 52 tumores
(54.2%) fueron clasificados como estables (MSS), 40 tumores (41.7%) presentaron baja
inestabilidad (MSI-L) y solamente 4 tumores (4.2%) fueron altamente inestables (MSI-
H). Los 4 tumores MSI-H fueron glioblastomas, 3 de los cuales presentaron expresion
de las 3 proteinas MMR analizadas, mientras que el otro caso mostrd ausencia de
expresion de MSH6.

No encontramos ninguna relacion entre los niveles de MSI y el grado tumoral,
la expresion de las proteinas MMR, la metilacion de los promotores MMR o la
distribucion del polimorfismo c.-93G>A (Tabla 68).
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Tabla 68. Relacion de los niveles de inestabilidad de microsatélites con el grado
tumoral y con las alteraciones estudiadas en el sistema MMR.

MSS MSI-L MSI-H P-valor
Grado de malignidad 0.236
Astrocitomas de Bajo Grado 15 (68.2%) 7 (31.8%) 0 (0.0%)
Astrocitomas de Alto Grado 37 (50.0%) 33 (44.6%) 4 (5.4%)
Expresion de MLH1 0.523
Positiva 41 (80.4%) 29 (76.3%) 4 (100%)
Negativa 10 (19.6%) 9(23.7%) 0 (0.0%)
Hipermetilacién de MLH1 0.700
No hipermetilado 42 (82.4%) 35(87.5%) 3 (75.0%)
Hipermetilado 9(17.6%) 5(12.5%) 1 (25.0%)
Expresion de MSH2 0.483
Positiva 36 (73.5%) 30 (76.9%) 4 (100%)
Negativa 13 (26.5%) 9(23.1%) 0 (0.0%)
Hipermetilacién de MSH2 0.787
No hipermetilado 43 (86.0%) 35(87.5%) 3 (75.0%)
Hipermetilado 7(14.0%) 5(12.5%) 1 (25.0%)
Expresion de MSH6 0.272
Positiva 37 (75.5%) 22 (59.5%) 3 (75.0%)
Negativa 12 (24.5%) 15 (40.5%) 1 (25.0%)
Hipermetilacién de MSH6 0.274
No hipermetilado 47 (92.2%) 33 (82.5%) 4 (100%)
Hipermetilado 4 (7.8%) 7(17.5%) 0 (0.0%)
Polimorfismo c.-93G>A MLH1 0.468
Genotipo GG+GA 48 (92.3%) 37 (92.5%) 3 (75.0%)
Genotipo AA 4 (7.7%) 3 (7.5%) 1 (25.5%)

e Analisis de mutaciones en los genes MMR

En aquellos tumores que presentaron ausencia de expresion de alguna proteina
MMR y/o fueron altamente inestables, realizamos el andlisis mutacional de los genes
MMR mediante la amplificacion por PCR de todos los exones de los genes MLH1,
MSH2 y MSHS6, y posterior andlisis por CSGE-heteroduplex. EIl estudio de los 44
tumores que cumplieron estas caracteristicas revel6 8 mutaciones en 6 tumores, 2
astrocitomas de bajo grado y 4 glioblastomas. Ademas, el analisis de las muestras de
DNA de sangre periférica mostr6 que 5 de los 6 pacientes eran portadores de

mutaciones germinales (Tabla 69).
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Tabla 69. Mutaciones encontradas en los genes MLH1, MSH2 y MSH6 en los tumores
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Cuatro tumores sin estabilidad de microsatélites (MSS) fueron portadores de
mutaciones germinales de significado desconocido, 3 mutaciones missense y una
delecion. La mutacion c¢.2146G>A (p.Val716Met) en MLH1 se encontré en un
glioblastoma con pérdida de expresion de MLH1 y MSH2 e hipermetilacion del
promotor de MLH1; la mutacion c¢.1159C>G (p.Leu387Val) en MSH2 en un
astrocitoma de bajo grado con ausencia de expresion de MSH2; la mutacion
€.4004A>C (p.Glul335Ala) en MSH6 en un astrocitoma de bajo grado con pérdida de
expresion de MLH1, MSH2 y MSH6; y, por ultimo, la delecion en el extremo 3 UTR
de MSH6, c.*(24_28)delGTTGA, fue hallada en un glioblastoma con pérdida de
expresion de MSH6 (Tabla 69).

Encontramos un glioblastoma con baja MSI (MSI-L), hipermetilacion del
promotor de MLH1 y pérdida de expresion de las proteinas MLH1, MSH2 y MSH6,
qgue presentd tres mutaciones somaticas, una missense en MLH1 de significado
desconocido a pesar de estar descrita en la bibliografia, ¢.1937A>G (p.Tyr646Cys), una
delecion en MSH2, ¢.1983delA (p.Lys661AsnfsX24), y una missense de significado
desconocido también en MSH2, ¢.1064G>A (p.Arg355Lys), no descritas previamente
(Tabla 69). La mutacion c.1983delA (p.Lys661AsnfsX24) en MSH2 fue considerada
patogénica por generar una proteina truncada. No pudimos analizar la pertenencia
alélica de las dos mutaciones presentes en el gen MSH2 ya que se localizan en

diferentes exones y no disponiamos de muestra de RNA de ese paciente.

Solamente identificamos un tumor con alta inestabilidad de microsatélites (MSI-
H) y mutacién en alguno de los genes MMR. Un paciente con un glioblastoma
diagnosticado a una edad temprana, con historia familiar de cancer colorrectal y
pérdida de expresion de MSH6, mostré una mutacion patogénica germinal en MSH2,
€.2239 2240delAT (p.lle747ArgfsX2), que genera una proteina truncada. Ademas,
observamos la pérdida del alelo germinal en el tejido tumoral (Figura 59A). La
expresion de la proteina MSH2 truncada se mantiene en el tumor, aunque la pérdida de
MSH6 puede explicarse debido a que su expresion depende de su interaccion con
MSH2 y la mutacion se localiza en el dominio ATPasa de MSH2 necesario para la
formacion del complejo MSH2-MSH6 (Figura 59B).
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MSH2 ¢.2239_2240delAT (p.Ile747ArgfsX2)

muestra sangre periférica muestra tumor
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Figura 59. A) Cromatogramas de la mutacién ¢.2239 2240delAT del gen MSH2 en la
muestra de DNA de sangre periférica y de tumor donde se observa la pérdida del alelo
germinal. B) Expresién de las proteinas MSH2 y MSH6 en el glioblastoma con la
mutacion ¢.2239_2240del AT en el gen MSH2.

Las dos Unicas mutaciones patogénicas identificadas en los genes MMR en este
trabajo han sido, la mutacion c¢.1983delA (p.Lys661AsnfsX24) en MSH2 en un
glioblastoma con MSI-L, y la mutacion ¢.2239_2240delAT (p.lle747ArgfsX2) en
MSH2 en un glioblastoma con MSI-H, mencionadas anteriormente. La presencia de
mutaciones en los genes MMR estéa relacionada con la inestabilidad de microsatélites,
pero también con un aumento de la frecuencia de mutaciones en otros genes. En el
glioblastoma con la mutacion germinal y MSI-H identificamos ademas una mutacion
patogénica en el gen TP53, ¢.586C>T (p.Argl96Stop); mientras que el glioblastoma
con MSI-L, ademas de la mutacion patogénica en MSH2 y dos mutaciones en mas en
MLH1 y MSH2, era portador de una mutacion en el gen TP53, c.869G>A
(p.Arg290His), y de tres mutaciones en el gen PTEN, c.428G>A (p.Glyl43Asp),
€.491 492insA (p.Lys164LysfsX16) y c.783G>T (p.GIn261His).

Realizamos el estudio de conservacion evolutiva de los aminoacidos afectados
por las mutaciones missense de significado desconocido (Figura 60), asi como el

estudio predictivo in silico de su comportamiento para conocer su efecto (Tabla 70).
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Figura 60. Comparacion de la secuencia de MLH1, MSH2 y MSH6 entre diferentes
especies en los casos con mutaciones missense de significado desconocido.

La mutacion ¢.1937A>G (p.Tyr646Cys) en el gen MLH1 es considerada
patogénica por los 4 programas de prediccion y, ademas, el aminoacido tirosina se
encuentra altamente conservado en la evolucion. El resto de las mutaciones de
significado desconocido analizadas sélo son consideradas como patogénicas por uno o
dos programas a pesar de estar localizadas en aminoacidos bastante conservados.

Tabla 70. Comportamiento tedrico de las mutaciones missense de significado
desconocido encontradas en los genes MMR.

Gen Mutacion Polyphen Score PMut Score SIFT Score Panther  Score
MLH1 ‘(:bl_%zg‘j&ys) g;‘t’é’ggr']iege”te 1.00  Patogénica 0.76 t[\c|>(|)era 4o 000 Deletérea 571
MLH1 ((:pz\l/i?;; 12'; et) g;?gggrl]tiegente 0.97  Neutral 0.44  Tolerada 0.07  Deletérea -4.35
MSH2 ((:plzsrgggg_ys) Benigna 0.002 Neutral 0.10  Tolerada 0.95 Deletérea -3.60
MSH2 ((:F'Jl.ll_i?g;?GVal) ggf;gléiqgme 0.68  Neutral 0.21  Tolerada 0.14  Deletérea -4.81
MSH6 Ak Benigna 0.01  Neutral 0.25 Tolerada 0.49  Deletérea -4.27

(p.Glu1335Ala)

e Caracterizacion de la mutacion c.*(24_28)delGTTGA del gen MSH6

La mutacion c.*(24_28)delGTTGA, localizada en el extremo 3 UTR del gen
MSHBS, se encontrd en un glioblastoma que mostro ausencia de expresion de la proteina
MSH6 por inmunohistoquimica. Esta region es importante para la estabilidad y la

regulacion del mRNA de MSHS6, por lo que en primer lugar analizamos su expresion
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mediante RT-PCR. Detectamos expresion de MSH6 a nivel de RNA que podria deberse

a la presencia de la mutacion en heterocigosis (Figura 61).

Figura 61. Analisis de la expresion de
MSH6 mediante RT-PCR en el tumor con
la mutacion c.*(24_28)delGTTGA

(muestra 1) y en dos controles sanos

Con el fin de determinar si la mutacion c.*(24_28)delGTTGA daba lugar a

diferencias en los niveles de expresion de la proteina, realizamos un ensayo de
actividad luciferasa. Los extremos 3 UTR germinal y mutado fueron amplificados a
partir del DNA gendmico del paciente con la mutacién, se separaron los dos alelos
mediante la clonacion en el vector pPGEMT-Easy y, posteriormente, fueron clonados en
los sitios de corte Xbal y BamHI del vector pGL3-promoter. El estudio de la actividad
luciferasa fue realizado en las lineas celulares COS-1 y T98G, y los resultados no
mostraron ninguna diferencia en la actividad luciferasa (RLU) entre los extremos 3’

UTR germinal y mutado (Figura 62).

COS-1 T98G
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——
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0,10

RLU
RLU

0,00 0,00

pGL3-promoter pGL3-wt pGL3-mutado pGL3-promoter pGL3-wt pGL3-mutado

Figura 62. Representacion box-plot de los valores normalizados de la actividad
luciferasa en las variantes germinal (wt) y mutada del extremo 3° UTR del gen MSHS,
en las lineas celulares COS-1y T98G.

Por altimo, analizamos los microRNAs cuyo anillamiento podria verse afectado

por la pérdida de los nucledtidos GTTGA en el extremo 3 UTR. Encontramos dos

microRNAs, hsa-miR-505 y hsa-miR-224, que podrian interaccionar con esa region

149



RESVLTADOS

(Figura 63) viéndose afectada la regulacion de MSH6, aunque harian falta méas estudios

para comprobar su union.

hsa-miR-505 3" uccuuuggucguucaCAACUGc 5*
(ANNNY

3”UTR MSH6 5" cauuggaagcuuugaGUUGACu 3*

hsa-miR-224 3" uuGCCUUGGUGA-UC-ACUGAAc 5"
SO =1 1L LLEntd

37UTR MSH6 5" auUGGAAGCUUUGAGUUGACUUc 3™

Figura 63. Representacion del anillamiento de los microRNAs hsa-miR-505 y hsa-
miR-224 con la region 3° UTR del gen MSH6. En verde se muestra la posicion de la
delecion ¢.*(24_28)delGTTGA.

e Implicacién prondstica de las alteraciones MMR

Hemos realizado un analisis de supervivencia para evaluar el efecto de las
alteraciones del sistema MMR en el pronéstico de los pacientes con astrocitomas de
bajo y alto grado. Nuestros resultados muestran que los pacientes con astrocitomas de
alto grado con pérdida de expresion de la proteina MSH6 presentaron una mayor
supervivencia (13.8 meses vs. 10.1 meses; HR = 1.78 (1.02-3.11); P = 0.039) (Figura
64). No detectamos asociacion de la expresion de MSH6 con el prondstico de los

astrocitomas de bajo grado, probablemente debido al bajo nimero de pacientes.
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Figura 64. Curvas de supervivencia en funcion de la expresion de la proteina MSH6 en
los pacientes con astrocitomas de alto grado.
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4. CARACTERIZACION DE ALTERACIONES EPIGENETICAS
EN ASTROCITOMAS

Las alteraciones epigenéticas estdn implicadas en el desarrollo de maultiples
tipos de cancer, siendo las mas importantes la hipermetilacion de los promotores

génicos y la desacetilacion de las histonas.

4.1. ANALISIS DE LA METILACION DEL PROMOTOR DE MGMT

La enzima MGMT es una proteina que participa en la reparacion de dafios en el
DNA mediante la eliminacion de grupos alquilo de la posicién O° de la guanina. Su
funcion protege a las células normales de los dafios producidos por agentes
carcindgenos y confiere a las células tumorales resistencia al tratamiento con agentes
quimioterapicos alquilantes, por lo que el silenciamiento del gen MGMT por metilacion

se ha relacionado con el prondstico de los pacientes (187).

El estudio de la metilacion del promotor del gen MGMT mediante MS-MLPA
mostr6 que el 50.5% de los tumores presentaban hipermetilacion del promotor. No
encontramos diferencias en el estado de metilacion de MGMT entre astrocitomas de

bajo y alto grado (Tabla 71).

Tabla 71. Relacion del estado de metilacion de MGMT en funcién del tipo tumoral.

Metilacion MGMT
No hipermetilado Hipermetilado P-valor
Astrocitomas de Bajo grado 9 (39.1%) 14 (60.9%) 0.257
Astrocitomas de Alto grado 41 (52.6%) 37 (47.4%)

Realizamos un analisis de supervivencia en los pacientes con astrocitomas de
bajo y de alto grado, independientemente del tratamiento recibido, y no encontramos
ninguna diferencia en el prondstico de los pacientes en funcion del estado de metilacion
de MGMT. Sin embargo, cuando analizamos el efecto de la metilacion de MGMT en el
pronostico de los 22 pacientes con astrocitomas de alto grado que recibieron
tratamiento con quimioterapia (20 pacientes fueron tratados con temozolamida y 2
pacientes recibieron tratamiento PCV (procarbazina, lomustina y vincristina)),

observamos que la mediana de supervivencia fue mayor en los pacientes que
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presentaban hipermetilacion de MGMT (17.4 meses vs. 14.4 meses), aunque las
diferencias entre ambos grupos no fueron estadisticamente significativas (P = 0.434)
(Figura 65). Debido al bajo nimero de astrocitomas de bajo grado tratados con

guimioterapia no realizamos el estudio en este grupo de pacientes.
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Figura 65. Curvas de supervivencia en funcion del estado de metilacion del promotor
del gen MGMT en los pacientes con astrocitomas de alto grado tratados con
quimioterapia.

4.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE HDACs

Las histona desacetilasas (HDACS) catalizan la eliminacién de grupos acetilo de
las colas amino terminales de las histonas dando lugar, en general, a una estructura de
la cromatina més condensada y transcripcionalmente menos activa. Las alteraciones en
los niveles de acetilacion de las histonas estan implicadas en procesos como la

proliferacion celular, la angiogénesis o el desarrollo de metéstasis (193).

Hemos analizado la expresion de las HDACs de clase |, HDAC1, HDAC2 y
HDACS3, por inmunohistoquimica en los astrocitomas de bajo y alto grado incluidos en

la micromatriz de tejidos (Figura 66).
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Figura 66. Imagenes representativas de astrocitomas de bajo y alto grado con altos
niveles de expresion de histona desacetilasas.

Encontramos altos niveles de expresion (>50% de las células tumorales) de
HDAC1 en 58 pacientes (63%), de HDAC2 en 97 pacientes (99%) y de HDAC3 en 62
pacientes (63.3%). La mayor parte de los tumores analizados presentaron altos niveles

de expresion de HDAC2 y HDACS3, independientemente del tipo de tumor. Por el

contrario, la expresion de HDACL1 se correlacion6 con el grado de malignidad, los

tumores de alto grado presentaron mayores niveles de expresion de HDACL1 (Tabla 72).

Tabla 72. Relacion de los niveles de expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y

HDACS3 con el grado de malignidad del tumor.

Astrocitomas

Astrocitomas

de Bajo grado de Alto grado P-valor
Expresiéon HDAC1 0.018
Negativa (<50%) 11 (61.1%) 23 (31.1%)
Positiva (>50%) 7 (38.9%) 51 (68.9%)
Expresion HDAC?2 0.214
Negativa (<50%) 1 (4.8%) 0 (0.0%)
Positiva (>50%) 20 (95.2%) 77 (100%)
Expresiéon HDAC3 0.645
Negativa (<50%) 9 (40.9%) 27 (35.5%)
Positiva (>50%0) 13 (59.1%) 49 (64.5%)

Ademas, observamos una correlacion entre la expresion de HDAC1, HDAC2 y

HDAC3, de manera que el 48.3% de los tumores presentan altos niveles de las tres

proteinas (P = 0.005).

153



RESVLTADOS

Los dafios en el SNC provocan la activacion de las células gliales
denominandose glia reactiva, que tiene el objetivo de mantener la homeostasis tisular
(226). En el andlisis de la expresion de la proteina HDAC2, hemos detectado la
presencia de astrocitos reactivos tefiidos por este anticuerpo en 28 tumores (28.6%)
(Figura 67).

Alto =g
Grado (%=

Figura 67. Astrocitomas de bajo grado y alto grado con tincion de glia reactiva.

La expresion de glia reactiva fue significativamente méas frecuente en los

astrocitomas de bajo grado (Tabla 73).

Tabla 73. Relacion de la expresion de la glia reactiva con el tipo tumoral.

Glia reactiva
NO Sl P-valor
Astrocitomas de Bajo grado 10 (47.6%) 11 (52.4%) 0.006
Astrocitomas de Alto grado 60 (77.9%) 17 (22.1%)

Por Gltimo, la expresion de las HDACs se ha relacionado con el pronéstico de
los pacientes en diversos tipos de tumor (227). El analisis en los pacientes con
astrocitomas de bajo y alto grado mostroé que la expresion de HDAC3 es un factor de
buen prondstico en astrocitomas de alto grado (13.6 meses vs. 12.3 meses; HR = 1.73
(1.02-2.92); P = 0.039) (Figura 68).
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Figura 68. Curva de supervivencia en funcion de la expresion de HDAC3 en los

pacientes con astrocitomas de alto grado.

155



RESVLTADOS

5. INDICE PRONOSTICO

El prondstico de los pacientes con astrocitomas viene determinado
principalmente por el grado de malignidad del tumor. La mediana de supervivencia en
los pacientes de bajo grado es de unos 5-10 afios, mientras que en el caso de los
pacientes con tumores de alto grado, la supervivencia mediana es de 12-14 meses, sin

muchas diferencias entre los astrocitomas anaplasicos y los glioblastomas.

A lo largo de este trabajo hemos identificado 6 alteraciones moleculares que
modifican el prondstico de los astrocitomas de alto grado de manera univariante. Los
resultados en el grupo de los tumores de bajo grado no fueron significativos debido
probablemente al tamafio de muestra, por lo que seria necesario realizar estudios en una
poblacion mayor para confirmar si estas alteraciones influyen en el tiempo de

supervivencia de estos pacientes.

Con las 6 alteraciones moleculares con valor prondstico: expresion de VRK2,
expresion de EGFRvIII, mutaciones en el gen PTEN, mutaciones en los genes
IDH1/IDH2, expresion de MSH6 y expresion de HDAC3, hemos llevado a cabo un
analisis de supervivencia multivariante con el fin de determinar aquellos factores que
realmente modifican el tiempo de supervivencia de los pacientes con astrocitomas de
alto grado (Tabla 74).

Tabla 74. Resultados del analisis de supervivencia univariante y multivariante.

Analisis Univariante Analisis Multivariante

FACTOR HR (1C 95%) P-valor HR (I1C 95%) P-valor
Expresion VRK2 1.86 (1.11-3.10) 0.016 3.01(1.42-6.38) 0.004
Expresion EGFRvIII  1.96 (1.11-3.47)  0.019 1.03 (0.52-2.02) 0.942
Mutacién PTEN 2.84 (1.55-5.17)  <0.001 2.97 (1.43-6.18)  0.004
Mutaciéon IDH1/IDH2 5.36 (1.27-22.52) 0.011 4.56 (0.56-37.27) 0.157
Expresion MSH6 1.78 (1.02-3.11)  0.039 2.37 (1.04-5.39)  0.040

Expresion HDAC3 ~ 1.73(1.02-2.92) 0039  1.68(0.87-3.25) 0.124

Unicamente la expresion de VRK2, la presencia de mutaciones en el gen PTEN
y la expresion de MSH6 modelan la funcion de riesgos del modelo de Cox. A pesar de
que las mutaciones en los genes IDH1/IDH2 son un factor pronostico claro en la

literatura, la ausencia de significacion puede deberse a que son un evento muy poco
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frecuente en astrocitomas de alto grado y a que el P-valor del hazard ratio depende del

tamafio muestral.

Elaboramos un indice pronostico con las variables significativas en el que
también se incluyo la edad de diagndstico de los pacientes (categorizada en menores y
mayores de 60 afios) y el tratamiento recibido (no tratamiento vs. s6lo radioterapia vs.
radioterapia + quimioterapia), ya que estas dos variables estan claramente relacionadas
con la supervivencia de los astrocitomas. Este indice nos va a permitir clasificar los

pacientes en diferentes grupos de riesgo (bajo, intermedio y alto).

Tabla 75. Modelo de Cox de las variables seleccionadas para la elaboracion del indice
pronostico.

FACTOR Coeficiente Cox HR (IC 95%) P-valor
Expresion de VRK2 1.071 2.92 (1.59-5.36) 0.001
Mutacion en PTEN  0.996 2.71(1.43-5.14) 0.002
Expresion de MSH6 0.980 2.66 (1.37-5.20) 0.004
Edad 0.624 1.87 (1.06-3.29) 0.031
Tratamiento 0.867 2.38 (1.46-3.87) <0.001

En primer lugar calculamos de nuevo los coeficientes del modelo de Cox de las
variables seleccionadas (Tabla 75), y confirmamos que eran estadisticamente
significativas independientemente de la edad o del tratamiento recibido. Para la
elaboracion del indice prondstico simplificamos los coeficientes de regresion del
modelo de Cox siguiendo el procedimiento descrito en Parmar and Machin (215), y

obtuvimos asi una formula del indice pronostico (IP) sencilla de manejar e interpretar:

[P = 21 x expresion VRK2 + 20 x mutaciones PTEN + 20 x expresion MSH6
+ 12 x edad + 17 x tratamiento

Cada paciente tendra una puntuacién en funcion de sus caracteristicas para estas
5 variables. Como las categorias de cada una de las variables se encuentran ordenadas
de mejor a peor prondstico (codificadas como 0, 1 y 2), el rango de valores del indice
prondstico se encuentra entre 0 y 107. De esta manera, cuanto peor sea el pronostico de

los pacientes mayor sera el valor del indice prondstico.

Analizando la distribucién de los valores del indice prondstico, con un valor
medio de 45.7 y una desviacion tipica de 21.6, dividimos los pacientes en tres grupos

prondstico (Tabla 76).
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Tabla 76. Grupos de riesgo de los pacientes en funcion del indice pronostico.

Mediana supervivencia Tasa de supervivencia

Grupo de riesgo ~ Valor IP  Pacientes HR (1C 95%) P-valor

(1C 95%) (meses) laflo 2aflos 3 afios

Riesgo bajo 0-35 26 (33.8%) 18.8 (11.3-26.3) 1.00 731%  32.1% 22.9%
Riesgo medio 36-55 29 (37.7%)  12.7 (9.6-15.8) 287 (151-542) 0001  511% 83% 0%
Riesgo alto 56-107  22(28.6%) 6.9 (4.2-9.5) 740 (3.60-15.23) <0.00L  195% 0% 0%

Como podemos observar, existe una clara diferencia entre estos tres grupos. La
mediana de supervivencia en los pacientes de bajo riesgo es de 18.8 meses, en los de
riesgo intermedio es de 12.7 meses, mientras que en los pacientes de peor prondstico es
de 6.9 meses (Figura 69). Segun este modelo, aquellos pacientes menores de 60 afios
que recibieron tratamiento con radio y quimioterapia, con tumores de alto grado con
expresion de VRK2, sin mutaciones en PTEN y ausencia de expresion de MSHS,

presentaron mejor prondstico.
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Figura 69. Curvas de supervivencia en funcién de los grupos de riesgo establecidos de
acuerdo con el indice prondstico en los pacientes con astrocitomas de alto grado.
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Los astrocitomas son los tumores malignos mas frecuentes del sistema nervioso
central con una tasa de incidencia de 5.27 por cada 100000 habitantes (18). Engloban
tumores con distinto grado de malignidad, pero todos ellos presentan una elevada
heterogeneidad tanto morfoldgica como genética que aumenta con el grado de
malignidad del tumor (6, 16). Los astrocitomas son tumores altamente infiltrantes,
resistentes al tratamiento con radio y/o quimioterapia y, en general, presentan un
prondstico desfavorable con una mediana de supervivencia de 12-15 meses en el caso

de los astrocitomas de alto grado (2, 22, 25).

1. ALTERACIONES GENETICAS IMPLICADAS EN EL
DESARROLLO Y EVOLUCION DE LOS ASTROCITOMAS

El comportamiento agresivo e infiltrante de los astrocitomas esté relacionado
directamente con las alteraciones geneticas que presentan. Se desarrollan
principalmente como consecuencia de alteraciones en tres tipos de genes: oncogenes,
genes supresores de tumores y genes encargados de mantener la estabilidad genética,
que afectan a diferentes rutas de sefializacion que regulan la proliferacion celular, la

supervivencia, la invasion, la angiogénesis y el metabolismo celular (2, 16, 25, 38).

Las alteraciones genéticas mas frecuentes relacionadas con el desarrollo y la
progresion de los gliomas comprenden las mutaciones en el gen TP53, la amplificacién
de EGFR vy la expresion de EGFRUVIII, la pérdida del locus de PTEN y las mutaciones
en el gen PTEN, la delecion de pl6 y pl4, la amplificacion de MDM2, la pérdida
conjunta de las regiones cromosdémicas de 1p y 19q, y las mutaciones en los genes
IDH1 e IDH2 (18, 19, 32, 35, 96). Es importante sefialar que los genes alterados v el
orden en el que se alteran normalmente se correlacionan con el tipo histologico y el

grado de malignidad del tumor.
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1.1. IMPLICACION DE LA RUTA DEL GEN TP53 EN LA PATOGENESIS
DE LOS ASTROCITOMAS

El gen supresor tumoral TP53 es uno de los genes mas frecuentemente alterado
en cancer. El 50% de los tumores presentan mutaciones en el gen, mientras que el resto

de los casos suelen presentar alteraciones en otros genes de la via de p53 (49, 50, 65).

Hemos observado altos niveles de expresion de la proteina p53 en
aproximadamente el 80% de los astrocitomas analizados, sin encontrar diferencias entre
los tumores de bajo y alto grado, aunque la extension y la intensidad de la tincion fue
mayor en los tumores de alto grado, de manera similar a lo publicado previamente por
otros autores (228, 229). Clasicamente, la sobrexpresion de p53 se ha considerado un
marcador de la presencia de mutaciones en el gen, ya que la mayor parte de las
mutaciones que tienen lugar en TP53 son mutaciones missense que alteran la
conformacién y la funcién de la proteina y conducen, en general, a la acumulacion en el
nacleo de altas concentraciones de proteina mutada (52, 229). Sin embargo, no hemos
encontrado una relacion entre los niveles de expresion de la proteina y la presencia de
mutaciones en el gen. Unicamente el 31.6% de los tumores con sobrexpresion de p53
presentaron mutaciones, lo que confirma que la sobrexpresion de la proteina puede
tener lugar en ausencia de mutaciones en TP53. Diversos estudios han demostrado altos
niveles de expresion de p53 germinal tanto en tejidos tumorales como en lesiones no
neoplasicas de SNC como gliosis, infarto o enfermedades desmielinizantes (228), y se
han descrito grandes discrepancias en la correlacion entre los niveles de expresion y la
presencia de mutaciones (229, 230). La acumulacién de p53 germinal podria suponer
un evento fisioldgico de respuesta a un dafio celular, podria estar relacionado con la
senescencia celular, con la presencia de un microambiente inflamatorio, o como
consecuencia de alteraciones epigenéticas (228, 230). Ademas, la proteina MDM2
también puede inducir la acumulacién de p53 germinal al unirse a ella e inactivar su
funcién por un mecanismo alternativo que retrasa su degradacion (231, 232), y se ha
observado que la sobrexpresion de p53 puede deberse a la formacion de complejos con
oncoproteinas virales que estabilizarian y/o modificarian p53 de manera anomala,
aumentando su vida media (45, 233, 234).
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Mdltiples estudios en diferentes tipos de tumores han asociado tanto la
sobrexpresion de p53 como la presencia de mutaciones en el gen TP53 con una menor
supervivencia de los pacientes, aunque en nuestro trabajo no hemos encontrado
ninguna relacion con el pronostico de los pacientes con astrocitomas. El valor clinico
real de estas alteraciones contintia siendo en la actualidad una de las areas de estudio de
p53 con mas controversia. Mientras que las alteraciones en TP53 estan claramente
asociadas con un peor prondstico en los pacientes con cancer de mama, cabeza y cuello
0 tumores hematopoyéticos; en otros tumores, como los cerebrales, pulmén o colon, no

parecen tener relacion con la supervivencia de los pacientes (230, 235-237).

En nuestro estudio, las mutaciones en el gen TP53 fueron significativamente
mas frecuentes en los astrocitomas de bajo grado (56.5%) que en los de alto grado
(22.7%), lo que se puede relacionar con la implicacion de TP53 en las fases tempranas
del desarrollo de estos tumores (19, 238). Ademas, la distribucién de las mutaciones
también fue diferente, sugiriendo que la adquisicién de mutaciones en TP53 tiene lugar
por distintos mecanismos (19). Mientras que en los astrocitomas de alto grado las
mutaciones se encuentran repartidas a lo largo del gen, principalmente en los exones 7
y 8, en los tumores de bajo grado las mutaciones se concentran mayoritariamente en los
puntos calientes de la proteina (codones 175, 248, 273 y 282), representado la mutacion
p.Arg273Cys casi el 40% de las mutaciones de los astrocitomas de bajo grado. Esta
mutacion se localiza en la superficie de la proteina, en el dominio de union al DNA,
generando la pérdida de interacciones especificas de p53 con el DNA necesarias para
su funcion sin alterar la conformacion de la proteina (239). Ademas, esta mutacion esta
asociada con una mayor agresividad y con la transformacion hacia tumores de mayor

grado de malignidad (26).

TP53 es un gen supresor tumoral que necesita la inactivacion de las dos copias
del gen para permitir el desarrollo tumoral segun el modelo clésico (240). En este
trabajo hemos encontrado seis tumores con mutaciones en homocigosis, dos tumores
con mutacion en un alelo y pérdida del otro alelo, y un tumor con dos mutaciones
distintas que inactivan las dos copias del gen. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
la presencia de mutaciones en TP53 no supone la simple pérdida de la funcion de la
proteina, ya que en algunos casos una mutacion missense en uno de los alelos es

suficiente para inactivar el otro alelo al tener un efecto dominante negativo y/o aportar
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a la proteina una ganancia de nuevas funciones que contribuyen al desarrollo tumoral
(239, 241). Este es el caso del 46.7% de las mutaciones identificadas en este trabajo
(codones 175, 193, 205, 237, 241, 248, 273 y 282).

El polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 se encuentra en la region rica de
residuos de prolina, localizada entre el dominio de transactivacion y el dominio de
unién al DNA, que participa en la induccién de la apoptosis (242). El alelo arginina
presenta una mayor capacidad de inducir apoptosis debido, tanto a la activacion de la
transcripcion de genes apoptoticos como PUMA, PERP o AIP1, como a su mayor
capacidad de traslocarse a la mitocondria induciendo apoptosis por mecanismos
independientes de su actividad transcripcional. Por el contrario, el alelo prolina
presenta menor capacidad apoptotica pero induce de manera mas eficiente la parada del

ciclo celular en la fase G1 en respuesta a dafios en el DNA (243-245).

Multiples estudios han evaluado el riesgo que puede suponer ser portador de
este polimorfismo para el desarrollo de astrocitomas, aunque los resultados son
contradictorios (246-250). En nuestro trabajo hemos observado que el genotipo Pro/Pro
confiere un mayor riesgo de desarrollar astrocitomas de bajo grado, pero no hemos
encontrado ninguna asociaciéon con los astrocitomas de mayor grado de malignidad.
Recientemente un meta-analisis ha mostrado que el alelo prolina esta relacionado con
un mayor riesgo de desarrollar gliomas en poblacion europea, lo que se corresponde
con la menor eficiencia de este alelo de inducir apoptosis y de proteger a las células del

desarrollo tumoral (251).

La proteina p63 pertenece a la familia de factores de transcripcion de p53, pero
no es un gen supresor tumoral clasico (67). Presenta diversas isoformas con
propiedades contrapuestas; mientras que las isoformas largas TAp63 inducen funciones
supresoras tumorales como la parada del ciclo celular o la apoptosis, las formas cortas
ANp63 presentan funciones oncogénicas y se encuentran sobrexpresadas en cancer (66,
71). La sobrexpresion de p63 esta relacionada con mayores niveles de proliferacion y
tumores mas agresivos, lo que se correlaciona en algunos tipos de tumor con un peor

pronostico (67, 72).
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En nuestro trabajo hemos evaluado la expresion de p63 con el anticuerpo 4A4,
el mas ampliamente utilizado a pesar de que reconoce tanto las isoformas AN como las
TAp63, siendo el primer trabajo que analiza la expresion de p63 en tumores
astrociticos. Nuestros resultados muestran que los niveles de expresion de p63 estan
relacionados con el grado de malignidad de los astrocitomas, confirmando que la
sobrexpresion de p63 esta asociada con una mayor proliferacion y agresividad tumoral
como se ha descrito en otros tumores (71, 72, 252). Sin embargo, no hemos encontrado
ninguna relacion entre los niveles de expresion de p63 y el pronostico de los pacientes,
lo que sugiere que p63 podria ser un marcador de proliferacion celular pero no de

supervivencia en astrocitomas.

No se conocen exactamente las causas que alteran los niveles de p63 en las
células tumorales. La expresion de p63 estd regulada a nivel transcripcional por
multiples factores de transcripcion que se encuentran implicados en el desarrollo
tumoral como Notch, NF-xp o C/EBP, a través de microRNAs, o por las ubiquitina
ligasas WWP-1 o0 MDM2 (72). También se ha visto que p63 se encuentra bajo el
control de la via de PI3K en células epiteliales, y que una mayor activacion de la via de
PI3K puede conducir a una sobrexpresion de ANp63 (253). En nuestro estudio, el
82.1% de los astrocitomas con sobrexpresion de p63 mostraron alguna alteracion en
genes de la ruta de EGFR/PI3K/PTEN (P = 0.001), que conduce a la activacion de la
sefializacion de PI3K y podria ser responsable de la sobrexpresion de p63 en estos

tumores.

La familia de las quinasas VRK esta implicada en el desarrollo de distintas
enfermedades neurologicas, asi como en el desarrollo de cancer (78). VRK1 participa
en el control del ciclo y la proliferacion celular a través de la regulacion de diversos
factores de transcripcion, en el ensamblaje de la envuelta nuclear y en la condensacion
de la cromatina (78, 81). Sin embargo, las funciones de VRK2 son menos conocidas,
aunque se sabe que interviene en la regulacion de rutas mediadas por MAPK quinasas y

podria remplazar funcionalmente a VRK1 en algunas situaciones (73, 84).

El andlisis de la expresion de VRK1 y VRK2 mostré mayores niveles de ambas

proteinas en los astrocitomas de alto grado, consistente con otros trabajos que han
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detectado una sobrexpresion de VRK1 y VRK2 a nivel de RNA en glioblastomas
(254). No obstante, nuestros resultados del andlisis inmunohistoquimico Unicamente
fueron significativos en el caso de VRK2. Ademas, la asociacion de la expresion de
VRK1 con la de p63 tanto en los astrocitomas de alto como de bajo grado y la
asociacion de la expresion de VRK2 con la de ki-67 en los tumores de alto grado,
confirma la relacion de las quinasas VRKSs con una mayor tasa de proliferacion celular,
como se ha descrito previamente en tumores de cabeza y cuello y de pulmén (86, 87).
En los astrocitomas de bajo grado no hemos podido evaluar la relacion entre ki-67 y

VRK2 ya que Unicamente dos tumores presentaron altos niveles de ki-67.

Por el contrario, no observamos ninguna relacion entre la expresion de las
VRKSs y los niveles de expresion de p53 o la presencia de mutaciones en TP53, a pesar
de que existe un circuito de autorregulacion entre ellos (79, 80, 85). Esto podria ser
debido a que, aunque la presencia de mutaciones en TP53 inactivaria la regulacion
negativa de las VRKs mediada por p53 germinal aumentando su expresiéon (87), la
sobrexpresion de p53 germinal detectada en los astrocitomas podria favorecer el
mantenimiento de los niveles de las VRKSs. Estudios previos en tumores de cabeza y
cuello tampoco observaron una relacion significativa entre la expresion de p53 y la de
VRK1 (86).

Nuestro estudio muestra que la expresion de VRK2 en los astrocitomas de alto
grado se comporta como un marcador de buen prondstico que podria relacionarse con
el papel de VRK2 en la modulacion de sefiales mitogénicas, de estrés o apoptdticas,
que permitirian un crecimiento tumoral mas lento. Niveles altos de VRK2 juegan un
papel inhibitorio de las sefiales mitogénicas mediadas por la activacion de la via
EGFR/RAS/RAF/MEK, ya que VRK2 retiene en la membrana del reticulo
endoplasmatico la proteina de anclaje KSR1 y disminuye la activacion de ERK (84,
255). Por otro lado, niveles elevados de VRK2 inhiben la respuesta celular a estrés
inducida por hipoxia y por interleucinas inflamatorias (82, 83), lo que podria contribuir
al desarrollo tumoral. Sin embargo, la combinacion de todas estas funciones podria
inducir un crecimiento mas lento y un mejor pronostico de los pacientes como se ha
descrito previamente en cancer de mama, donde la expresion de VRK2 se encuentra
ademas asociada positivamente con la expresion de los receptores de estrogeno y

progesterona e inversamente con la expresion de ERBB2 (84).
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1.2. IMPLICACION DE LA RUTA EGFR/PISK/PTEN/RAS EN LA
PATOGENESIS DE LOS ASTROCITOMAS

Una de las aberraciones cromosomicas mas frecuentes de los astrocitomas es la
amplificacion del locus 7p12 donde se localiza EGFR, que provoca la activacion de las
vias de sefializacion celular PISBK/PTEN/AKT y RAS/RAF/MEK/ERK, implicadas en
el control de la proliferacion y la migracion celular, la evasion de la apoptosis o la
angiogenesis (89, 93). En nuestro trabajo, hemos detectado la amplificacién de EGFR
en el 35.1% de los astrocitomas de alto grado, pero no en los astrocitomas de bajo
grado, lo que podria explicarse por el comportamiento mas agresivo de los tumores
portadores de la amplificacion del locus de EGFR (256).

El gen EGFR se encuentra normalmente alterado en cancer por mutaciones
activantes en el dominio tirosina quinasa o por la delecion de los exones 2 al 7 del
dominio extracelular de EGFR dando lugar a la expresion de la proteina EGFRVIII con
actividad quinasa constitutiva (93). El andlisis del dominio tirosina quinasa no mostrd
ninguna mutacion en nuestra serie, confirmando que las alteraciones en este dominio
son muy poco frecuentes en astrocitomas (98, 257, 258). Por el contrario, el 33.3% de
los astrocitomas de alto grado y sélo un astrocitoma de bajo grado mostraron expresion
de EGFRVIII, lo que refuerza la asociacion de EGFRVIII con la mayor proliferacion
celular e invasividad de los astrocitomas de alto grado (37, 259). Ademas, el 50.0% de
los casos con expresion de EGFRVIII presentaron también la amplificacion del locus de
EGFR, provocando una activacién constante y persistente de la ruta de sefializacion de
PI3K (260, 261). Por otro lado, hemos observado que los pacientes que expresaron la
variante EGFRVIII presentaron una mayor supervivencia; sin embargo, el valor
prondstico de EGFRVIII en los astrocitomas no esta establecido claramente. Mientras
que algunos estudios consideran EGFRvIII como un factor de mal prondstico, otros no
encuentran ninguna relacion con la supervivencia, y Unicamente un estudio ha
mostrado una supervivencia mayor en los pacientes con expresion de EGFRvIII (97,
262-265). Ademas, no se conoce exactamente el mecanismo a través del cual EGFRvIII
influiria en la supervivencia de los pacientes. Algunos autores han sugerido que
EGFRvIII seria capaz de inducir directamente la activacion de la cascada de

sefializacion de PI3K y RAS/ERK estimulando el crecimiento tumoral, mientras que
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otros consideran que EGFRVIII puede dimerizar con otros miembros de la familia de

receptores tirosina quinasa y producir diferentes respuestas celulares (37, 91, 260).

Durante el estudio de la expresion de EGFRvIII hemos identificado cuatro
nuevas variantes con deleciones en los dominios | y Il extracelulares (exones 2 al 7)
gue no modifican la fase de lectura de la proteina y comparten una elevada homologia
con la variante EGFRvIII, aungque no hemos podido confirmar su estructura completa ni
su expresion a nivel de proteina. Ademas, hemos detectado otra isoforma con estructura
similar en dos muestras de tejido de higado sano, lo que podria sugerir que estas
variantes no tuvieran un papel oncogénico, sino que participasen en la proliferacion y/o
diferenciacion normal de los tejidos. Aunque la expresion de EGFRvIII parece ser
especifica de tejidos tumorales (266), se ha observado su expresion en algunos tipos de
tejidos sanos de pulmoén, donde EGFRUVIII participaria en el desarrollo y mantenimiento
normal de estos tejidos (267). Por otro lado, se ha descrito que la activacion generada
por EGFRVIII en células astrociticas es diferente a la activacion producida en linfocitos
ya que, aunque en ambos casos estimula la proliferacion celular por la activacion de
ERK, unicamente produce la activacion de AKT en los astrocitos, confiriendo
propiedades especificas de tejido (261). Esto sugiere que las isoformas identificadas en
este trabajo podrian ejercen distintas funciones dependiendo de su localizacion tisular,
siendo necesarios estudios adicionales para determinar la expresion in vivo de las
nuevas formas descritas y poder conocer su funcién tanto en astrocitomas como en

tejidos no neoplasicos.

En el andlisis de mutaciones en el gen PI3KCA, que codifica la subunidad
catalitica p110a de PI3K, hemos encontrado mutaciones en el 6.7% de los astrocitomas
de alto grado, lo que concuerda con lo descrito hasta el momento por otros grupos (5-
7%) (109, 268, 269), aunque algunos estudios han mostrado un porcentaje mayor de
mutaciones en glioblastomas (15-27%) (108, 270), y en otros casos no se detectod
ninguna mutacion (271). Estas diferencias podrian deberse a los exones de PISBKCA
analizados en cada estudio ya que, aunque la mayoria (mas del 75%) de las mutaciones
se localizan en los exones 9 y 20, se han descrito alteraciones en précticamente todos

los exones del gen (102).
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Cuatro de las 5 mutaciones identificadas en el gen PISBKCA en este trabajo se
localizan en los exones 9 y 20, que codifican los dominios helicasa y quinasa
respectivamente. Estas cuatro mutaciones se sitGan en los puntos calientes de la
proteina, en los codones 545, 546 y 1047, generando a una fuerte actividad quinasa
constitutiva que activa la via de AKT vy, con ello, los procesos de proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular implicados en el desarrollo tumoral (102, 272).
También encontramos una mutacion en el dominio C2 (exon 7), Pro449Ser, no descrita
hasta el momento. Los resultados de los estudios de prediccion realizados y la
patogenicidad asociada a otros cambios descritos en la posicion 449 sugieren que esta
mutacion podria modificar la funcién de la proteina. Ademas, hemos encontrado un
polimorfismo de baja frecuencia en la region 3’ UTR, ¢.*29T>C, que podria alterar la
regulacion de PISBKCA mediada por microRNAS, aunque son necesarios mas estudios

para confirmar esta hipoétesis.

PTEN es un gen supresor tumoral que cataliza la desfosforilacion del PIP3 a
PIP2, regulando negativamente la actividad de PI3K. La funcion de PTEN se encuentra
habitualmente perdida en astrocitomas y conduce a la activacion de AKT de manera
similar a las mutaciones en PI3KCA (35, 100, 116).

En nuestro trabajo, hemos observado que la delecion del locus 10923, donde se
localiza PTEN, fue significativamente mas frecuente en los astrocitomas de alto grado
que en los de bajo grado (75.4% vs. 33.3%), lo que confirma que la pérdida de esta
region es la alteracion genética mas frecuente de los astrocitomas de alto grado, estando
relacionada con la mayor agresividad de estos tumores (18, 35, 273). Sin embargo, la
delecion de PTEN no se correlaciond con las variaciones en los niveles de expresion de
la proteina. Hay que tener en cuenta que, aunque el porcentaje medio de células
tumorales con la delecion fue del 52.1%, el rango oscilé entre el 20% y el 86%; por lo
que en muchos casos las diferencias de expresion serian practicamente indetectables
mediante Western blot. A pesar de que algunos tumores presentaron un bajo porcentaje
de delecion del locus 10923, se ha descrito que pequefias variaciones en la dosis génica
de PTEN, sin necesidad de otro tipo de alteraciones en el mismo locus, son suficientes

para favorecer el desarrollo y la progresion tumoral (274).
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Aunque la funcion de PTEN se atribuye principalmente a su actividad fosfatasa,
mas del 40% de las mutaciones tienen lugar en el dominio carboxilo terminal (116,
275). En nuestra serie, el 25.3% de los astrocitomas de alto grado presentaron
mutaciones en el gen PTEN, frecuencia similar a lo descrito por otros grupos en
gliomas (19, 27, 116), y el 52.4% de las mutaciones se localizaron en el extremo
carboxilo de la proteina, indicando que este dominio tiene importantes funciones en la
supresion tumoral. Los exones que presentaron mayor numero de mutaciones fueron el
exon 5 (21.0%), que codifica el dominio catalitico, y el exon 8 (42.1%), que se
corresponde con la cola carboxilo terminal de la proteina, importante para las
interacciones con los fosfolipidos de membrana y para la estabilidad y localizacién
celular de PTEN (113, 116). Cabe destacar que la mayor parte de las mutaciones
missense identificadas en este trabajo (60.0%) se localizaron en el dominio fosfatasa,
mientras que las mutaciones nonsense y las deleciones/inserciones fueron mas
frecuentes en el dominio C2 (70.0%), lo que indica que el tipo de mutacién necesario
para adquirir el fenotipo tumoral es distinto en funcion del dominio del gen (18).
Ademas, no hemos observado ninguna relacion entre la presencia de mutaciones en
PTEN vy los niveles de expresion de la proteina, lo que indica que en muchos casos se

conserva la expresion de la proteina mutada.

En este trabajo hemos identificado por primera vez tres mutaciones patogénicas
en el gen PTEN, p.Tyr88Stop, p.Thr277AsnfsX14 y p.Asn292LysfsX6, que generan un
codén de parada prematuro y con ello una proteina truncada carente de funcion.
Ademaés, caracterizamos una mutacion de splicing, 1IVS2-1G>A, y dos mutaciones
missense, p.Alal51Pro y p.Tyrl74Cys, no descritas previamente que se podrian
considerar patogénicas de acuerdo a los resultados de los estudios in silico realizados.
Sin embargo, hemos hallado otras dos mutaciones missense, p.Gly20Ala y
p.GIn264His, que probablemente no modifiquen la actividad de la proteina, aunque son

necesarios mas estudios para confirmarlo.

Al igual que el gen TP53, PTEN es un gen supresor tumoral que requiere la
inactivacién de los dos alelos para favorecer el desarrollo tumoral (240). En este
sentido, hemos encontrado tres tumores que presentaron pérdida de heterocigosidad y
un tumor que mostré dos mutaciones patogénicas distintas que inactivaban las dos

copias del gen; pero en la mayor parte de los tumores tanto las mutaciones como las
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deleciones del locus 10923 se han identificado en heterocigosis. Sin embargo, se ha
descrito que la pérdida heterocigota de PTEN puede tener graves consecuencias
bioldgicas en la iniciacion y la progresion tumoral, e incluso se ha visto que sutiles
variaciones en la dosis genica de PTEN son suficientes para contribuir al desarrollo
tumoral (114, 274).

En general, la pérdida de funcion de PTEN estd relacionada con un peor
prondstico de los astrocitomas. Tanto la delecion del locus 10923, como la presencia de
mutaciones en el gen PTEN, o las variaciones en los niveles de expresion de PTEN han
sido relacionadas con una menor supervivencia de los pacientes, aunque los resultados
en algunos casos no son concluyentes (35, 256, 276, 277). En nuestro trabajo, la
presencia de mutaciones en el gen PTEN ha mostrado una fuerte asociacion con el
prondstico de los pacientes con astrocitomas de alto grado; sin embargo, no hemos
observado una relacion significativa entre la delecién de PTEN o las alteraciones en los
niveles de expresion de la proteina con el pronéstico de los pacientes, aunque aquellos
pacientes con delecion de PTEN y/o disminucion de la expresion de PTEN presentaron

una menor supervivencia.

Por ultimo, dentro de la via de sefializacién de EGFR/PI3K/PTEN/RAS, hemos
llevado a cabo el andlisis de la serina/treonina quinasa BRAF, que actia como efector
de RAS regulando la proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia celular (121,
122). El 90% de las mutaciones puntuales descritas en el gen BRAF se localizan en el
dominio catalitico de la proteina concentradas en los exones 11 y 15 del gen (124). Al
analizar estos dos exones solo hemos encontrado dos mutaciones patogénicas
localizadas en los dos puntos calientes de la proteina (codones 466 y 600) en un
astrocitoma de bajo grado y en un astrocitoma anaplasico, lo que confirma la baja
frecuencia de mutaciones en BRAF en astrocitomas adultos (126, 278). Ademas,
Unicamente hemos encontrado un reordenamiento entre los genes KIAA1549 (exo6n 15)
y BRAF (ex6n 9), que genera una proteina activa constitutivamente, en uno de los dos
astrocitomas pilociticos incluidos en este trabajo, confirmando que esta alteraciéon es
caracteristica de este tipo de tumores y que se encuentra ausente en astrocitomas de

mayor grado de malignidad (grados Il a 1V) (31). Estos resultados muestran que,
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aunque en un pequefio conjunto de pacientes, la desregulacion de BRAF, y con ello la
activacion de la cascada RAS/RAF/MEK/ERK, esta involucrada en el desarrollo de los

astrocitomas.

1.3. IMPLICACION DE LOS GENES IDH1 E IDH2 EN LA PATOGENESIS
DE LOS ASTROCITOMAS

Las enzimas IDH1 e IDH2 catalizan la descarboxilacion oxidativa del isocitrato
a a-cetoglutarato produciendo NADPH vy participando en la regulacion del
metabolismo celular (134). El interés por estas proteinas ha crecido notablemente en los
ultimos afios dada la elevada frecuencia de mutaciones en estos genes en gliomas y su
implicacion en el pronostico de los pacientes (27, 32). El analisis del exon 4 de los
genes IDH1 e IDH2, que es donde se localizan casi de manera exclusiva las mutaciones
descritas (codones 132 y 172 respectivamente), mostré6 que el 65.2% de los
astrocitomas de bajo grado, el 10.0% de los astrocitomas anapléasicos y el 1.8% de los
glioblastomas eran portadores de mutaciones, estando significativamente relacionadas
con el grado de malignidad del tumor y confirmando que es un evento infrecuente en
glioblastomas primarios (32, 138). El 94.4% de las mutaciones se localizaron en el gen
IDH1, el 94.1% de las cuales fueron del tipo p.Arg132His, mientras que Unicamente

encontramos un paciente con mutacion en IDH2 (32, 142).

Ademas, hemos observado que tanto los pacientes con astrocitomas de bajo
grado como de alto grado portadores de mutaciones en los genes IDH1 o IDH2
presentaron una mayor supervivencia, aunque los resultados no llegaron a ser
significativos en el grupo de los pacientes de bajo grado debido probablemente al
tamano muestral. Se han propuesto diferentes teorias de como las proteinas IDH
mutadas promueven el desarrollo de astrocitomas entre las que se encuentran la
disminucion de los niveles de NAPDH o la produccion de 2-hidroxiglutarato; sin
embargo, se desconoce de qué manera modifican el prondstico de los pacientes (136-
138, 143).
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1.4. PERFILES MOLECULARES DE LOS ASTROCITOMAS

La iniciacion y la progresion de los astrocitomas suelen ser consecuencia de la
acumulacién de diversas alteraciones en genes supresores tumorales y/o oncogenes,
existiendo dos rutas clasicas en el desarrollo de estos tumores. Méas del 90% de los
glioblastomas se originan de novo, tras una corta historia clinica sin ninguna evidencia
de lesiones precursoras de menor grado; por el contrario, los glioblastomas secundarios
se desarrollan lentamente a partir de un astrocitoma de bajo grado que evolucionara a
formas mas anaplasicas, aunque presentan una baja frecuencia debido en gran parte a la
elevada mortalidad de los tumores de menor grado. Estos dos subtipos de astrocitomas
constituyen dos entidades distintas que afectan a pacientes de diferente edad, se
desarrollan a partir de rutas genéticas distintas, muestran diferentes perfiles de
expresion e incluso pueden diferir en su respuesta a los tratamientos con radio y/o
guimioterapia (16, 19, 25, 26).

En este trabajo hemos podido comprobar que los astrocitomas de bajo grado se
caracterizan principalmente por mutaciones en los genes TP53 e IDH1 (69.6% de los
casos), observando ademas que el 52.2% de los tumores portaban mutaciones en ambos
genes (19, 238). Se cree que las alteraciones en TP53 e IDH1 son eventos tempranos
clave en la formacion de los astrocitomas de bajo grado, mientras que en los
glioblastomas primarios son alteraciones poco frecuentes (29, 32, 279). Por el
contrario, el 84.0% de los astrocitomas de alto grado mostraron alguna alteracion en la
via de EGFR/PISK/PTEN. Estas alteraciones estan relacionadas con la mayor
agresividad y capacidad de invasion de estos tumores, y cooperan en la adquisicion de
fenotipos mas agresivos en la evolucion de los astrocitomas de bajo grado a formas mas
anaplasicas (26, 273, 280). Ademas, existen alteraciones que tienden a aparecen
conjuntamente como la amplificacion de EGFR y la delecion de PTEN (26.7%) (281),
o0 la presencia de mutacion y delecion de PTEN (20.3%). Sin embargo, las mutaciones
en TP53 y alteraciones en EGFR o PTEN son poco frecuentes, y las mutaciones en
PTEN y PI3KCA parecen ser excluyentes (26). Esto refleja que alteraciones en distintos
genes pueden tener efectos redundantes y no suelen producirse a la vez en el mismo
tumor, mientras que otras generan efectos oncogénicos distintos que confieren ventajas

adicionales en el desarrollo tumoral (101).
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Cabe destacar que las alteraciones en EGFR/PI3K/PTEN son tipicas de los
glioblastomas primarios, mientras que los astrocitomas anaplasicos comparten muchas
alteraciones con los astrocitomas de bajo grado (TP53 e IDH1), y durante su evolucion
a formas mas malignas van adquiriendo mutaciones en la via de EGFR/PI3K/PTEN
(26, 280). Sin embargo, no hemos encontrado el perfil molecular clasico esperado en
los astrocitomas anaplasicos (16, 18). La frecuencia de mutaciones en TP53 e IDH1 ha
sido significativamente inferior que en los astrocitomas de bajo grado, y la presencia de
alteraciones en EGFR/PI3K/PTEN ha sido similar a lo observado en el grupo de los
glioblastomas (Tabla 77).

Tabla 77. Resumen de las alteraciones encontradas en funcion del grado de malignidad
del tumor.

Astrocitomas  Astrocitomas  Glioblastomas
Bajo grado Anaplasicos Multiformes

Mutacion TP53 56.5% 15.0% 25.5%
Mutacion IDH1 65.2% 10.0% 1.8%
Amplificacion EGFR 0.0% 42.1% 32.7%
Expresion EGFRvIII 4.3% 25.0% 36.7%
Mutacion PISKCA - 10.0% 5.5%
Delecion PTEN 33.3% 77.8% 74.5%
Mutacion PTEN - 10.0% 30.9%

Esto podria explicarse en algunos casos por la dificultad de establecer un
diagnostico histologico claro basado en las caracteristicas de las células que forman el
tumor, donde la diferencia entre un glioblastoma o un astrocitoma anaplasico se basaria
en la presencia 0 no de angiogénesis y/o necrosis en tumores una alta celularidad y
actividad mitética (6, 97, 256). El parecido perfil molecular también podria deberse a la
elevada agresividad de los astrocitomas anaplasicos que, a pesar de tener un origen
distinto a los glioblastomas primarios, adquieren rapidamente alteraciones genéticas

similares sin presentar sus alteraciones histologicas caracteristicas (26, 280).

Tampoco observamos una diferencia significativa entre el prondstico de los
pacientes con astrocitomas anaplasicos y glioblastomas (13.0 meses vs. 11.5 meses). En
general, la supervivencia de los astrocitomas anaplasicos es muy variable ya que puede
oscilar desde varios afios (como los astrocitomas de bajo grado) a unos pocos meses
(como los glioblastomas) (282). Ademas, varios estudios han demostrado que los

perfiles moleculares y de expresion predicen mejor el comportamiento y el prondstico
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de los astrocitomas anaplasicos y los glioblastomas que los criterios histologicos usados

para su clasificacion (283, 284).

Por dltimo, con el fin de caracterizar de manera mas objetiva las alteraciones
genéticas y la evolucion clinica de los pacientes con astrocitomas de alto grado,
independientemente de su histologia, realizamos un analisis multivariante mediante un
biplot logistico y un analisis de cluster no supervisado, obteniendo tres grupos con
perfiles moleculares diferentes que ademas mostraron diferencias en la edad de

diagnostico y el prondstico de los pacientes.

Basandonos en las principales alteraciones que caracterizan cada uno de los
grupos identificados, observamos que presentaban grandes semejanzas con los subtipos
de tumores propuestos en la nueva clasificacion molecular de los astrocitomas de alto
grado. Esta clasificacion fue establecida inicialmente para los glioblastomas primarios,
pero algunos trabajos incluyen también los astrocitomas anaplésicos debido a sus
similitudes (43, 285). Asi, el grupo 3, caracterizado por la presencia de mutaciones en
los genes TP53 e IDHL1 junto con la expresion de EGFRUVIII, se corresponderia con el
subtipo proneural; el grupo 2, que presenta conjuntamente la amplificacion de EGFR y
la delecién de PTEN asi como mutaciones en PTEN y la expresion de EGFRvIII,
representaria el grupo clésico o proliferativo; mientras que el tipo mesenquimal estaria
relacionado con el grupo 1, que muestra tanto la delecion de PTEN como mutaciones
en los genes PTEN y TP53. Ademas, los pacientes del grupo 3 (proneural) presentaron
una mediana de edad menor y una supervivencia mediana significativamente mayor
que los otros dos grupos, similar a lo descrito en general para estos grupos de tumores
(43, 285). El peor prondstico del subtipo clasico se ha relacionado con la fuerte
activacion de AKT generada por la presencia conjunta de la deleciéon del locus de
PTEN y la amplificacion de EGFR en la mayor parte de los tumores de este grupo,
acompafiada en muchos casos por la presencia de EGFRvIII y mutaciones en PTEN
(35, 280, 285).

Nuestros resultados corroboran la existencia de distintos subgrupos moleculares
de astrocitomas de alto grado que podrian tener un origen y una diferenciacion celular
diferentes. Ademas, esta clasificacion permite predecir el prondstico de los pacientes

independientemente del tipo histoldgico, asi como su respuesta al tratamiento ya que,
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en general, se ha observado que los tumores clasicos a pesar de presentar peor
prondstico son los que mejor responden al tratamiento con radioterapia y
temozolamida, mientras que los pacientes del grupo proneural apenas se benefician del

tratamiento a pesar de presentar mejor prondéstico (43).

2. POLIMORFISMOS EN GENES REPARADORES DEL DNA
ASOCIADOS CON LA SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO
DE ASTROCITOMAS

La etiologia de los astrocitomas es, en general, desconocida. El Unico factor de
riesgo medioambiental claramente establecido es la exposicion a altas dosis de
radiacion ionizante (8-10), y también existe una predisposicion genetica a desarrollar
tumores cerebrales en familias con sindromes hereditarios poco frecuentes como el
sindrome de Li-Fraumeni, la neurofibromatosis 1 y 2 o el sindrome de Lynch, pero

representan menos del 5% de los casos (13-15).

Los dafios producidos en el DNA en condiciones normales, tanto por factores
enddgenos como exdgenos, son reparados por los diferentes mecanismos de reparacion
celular que se encargan del mantenimiento de la integridad genética. Los
polimorfismos en genes reparadores del DNA pueden afectar a la funcién de la proteina
modificando su capacidad de reparacion, lo que puede conferir un riesgo individual de

desarrollar un proceso tumoral (286).

e POLIMORFISMOS DEL SISTEMA DE REPARACION NER

El polimorfismo ¢.354T>C (p.Asn118Asn) del gen ERCC1 representa un
cambio silencioso en la proteina, pero se cree que puede afectar a la estabilidad del
MRNA y modificar sus niveles (287). El estudio de este polimorfismo no mostro
ninguna asociacion con el riesgo de desarrollar astrocitomas. Estos resultados son
similares a lo descrito en el Unico trabajo que analiza este polimorfismo en gliomas
(288). En general, este polimorfismo no esta relacionado con el desarrollo de cancer,

aunque parece aumentar el riesgo de desarrollar cancer de pulmon y tumores
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relacionados con la exposicién al tabaco y, ademas, podria influir en la respuesta al

tratamiento con platino en estos pacientes (289-292).

El gen ERCC2 esta relacionado con tres tipos de sindromes hereditarios:
Xeroderma Pigmentosum, Sindrome de Cockayne y tricotiodistrofia, dependiendo de la
localizacion de las mutaciones y, ademas, se han descrito multiples polimorfismos que
pueden modificar la eficiencia de reparacion de la proteina. ElI polimorfismo
€.2251A>C (p.Lys751GlIn) se cree que modifica la actividad de la proteina al producir
un cambio conformacional en el extremo carboxilo terminal, en el dominio de
interaccion con la unidad p44 del complejo TFIIH, importante para la activacion de la
actividad helicasa (293, 294). A pesar de ser uno de los polimorfismos mas estudiados
en relacion con la reparacion de dafios en el DNA, no esta clara su implicacion en el
desarrollo de cancer. Nuestros resultados sugieren que el polimorfismo p.Lys751GIn
tendria un efecto protector frente al desarrollo de astrocitomas de alto grado, de manera
que el genotipo GIn/GIn conferiria una menor susceptibilidad a desarrollar tanto
glioblastomas como astrocitomas anaplasicos. Los resultados en el grupo de los
astrocitomas anaplasicos se encuentran al borde de la significacion, probablemente
debido al bajo tamafio de muestra, por lo que son necesarios mas estudios para
confirmar su asociacion. Sin embargo, en la literatura hay descritas muchas
contradicciones en relacion con el riesgo de desarrollar gliomas y el polimorfismo
p.Lys751GIn. Se ha descrito una ausencia de asociacion, un mayor riesgo en relacion
con el alelo GIn o una menor frecuencia del genotipo GIn/GIn en casos que en controles
sugiriendo que este genotipo podria prevenir el desarrollo de gliomas, aunque en

ningun caso los resultados fueron concluyentes (225, 295-299).

Los genes ERCC1 y ERCC2 se localizan en la misma region cromosémica
(19g13.3). Se han descrito diferentes patrones de expresion y alteraciones en el nUmero
de copias de esta region tanto en gliomas familiares como esporadicos que sugieren que
esta region es importante en la patogénesis de estos tumores (300-303). Ademas, la
pérdida del brazo 19q esta relacionada con un mejor prondstico de los gliomas,
principalmente de los oligodendrogliomas (25). En nuestro trabajo, hemos detectado un
efecto protector del haplotipo formado por el alelo C (GIn) del polimorfismo
€.2251A>C (p.Lys751GIn) del gen ERCC2 y el alelo T del polimorfismo ¢.354T>C
(p.Asn118Asn) del gen ERCC1 en glioblastomas, a pesar de que el polimorfismo
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.354T>C de ERCCL1 no present6 ninguna relacion de manera individual. Este resultado
representa un efecto aditivo de los polimorfismos de dos genes implicados en la ruta de
reparacion por escision de nucledétidos, sugiriendo que la regién cromosémica 19q es

importante en la susceptibilidad de desarrollar glioblastoma (225).

El gen ERCC6 (CSB) esté relacionado con el sindrome de Cockayne, aunque se
desconoce su implicacion en el desarrollo de cancer. El Unico estudio publicado en
astrocitomas en relacion con el polimorfismo 1VS5-8767A>C, localizado en el intron 5
de ERCC6, mostrdé que el genotipo AC conferia un mejor pronéstico en los pacientes
con gliomas de grado Il y Il (222); sin embargo, en nuestro estudio no hemos
encontrado ninguna relacion de este polimorfismo ni con el riesgo de desarrollar
astrocitomas ni con la supervivencia de los pacientes. Esto podria deberse, por un lado,
al bajo numero de pacientes de bajo grado y anaplasicos de nuestra muestra y, por otro
lado, debe tenerse en cuenta que nosotros Gnicamente analizamos astrocitomas mientras
que en el estudio de Berntsson et al. (222) analizaron conjuntamente astrocitomas y
oligodendrogliomas de grados Il y Ill que poseen distintas caracteristicas y evolucion

clinica.

e POLIMORFISMOS DEL SISTEMA DE REPARACION BER

El polimorfismo ¢.444T>G (p.Aspl148Glu) es el més frecuente del gen APEXL.
Se cree que no modifica la estructura de la proteina, de manera que no afectaria ni a la
actividad enzimatica ni a la unién con el DNA, aunque el cambio de aminoacido podria
interferir en la interaccion de APEX1 con otras proteinas del sistema BER reduciendo
la capacidad de reparacion (304). Nuestros andlisis no revelaron ningln tipo de
asociacion entre esta variante y el desarrollo de astrocitomas, confirmando lo
encontrado en otros trabajos (225, 297), aunque un estudio mostré un cierto efecto

protector de desarrollar gliomas en personas expuestas a radiacion ionizante (296).

El polimorfismo ¢.1196A>G (p.GIn399Arg) del gen XRCC1 se localiza en el
dominio de uniéon BRCT | y determina un cambio en la conformacion tridimensional de
la proteina disminuyendo la capacidad de reparacion del DNA (305). Su estudio en
nuestra serie N0 mostré ninguna asociacion con el riesgo de desarrollar astrocitomas,

aunque el efecto de este polimorfismo parece estar relacionado con la composicion
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genética de la poblacion. Mientras que el polimorfismo p.GIn399Arg no modifica la
susceptibilidad de desarrollar gliomas en poblacion caucasica (225, 247, 297, 306,
307), se ha sugerido que el alelo glutamina podria conferir un mayor riesgo de

desarrollar gliomas en poblacién de origen asiatico (308, 309).

¢ POLIMORFISMOS DEL SISTEMA DE REPARACION DSBR

El estudio del polimorfismo ¢.722C>T (p.Thr241Met) del gen XRCC3 no
mostré ninguna asociacion con la predisposicion a desarrollar astrocitomas. Este
polimorfismo se localiza fuera del Unico dominio identificado en la proteina XRCC3, el
dominio de unién de ATP, y parece que modifica la capacidad de reparacion celular
aumentando los dafios en el DNA (293, 294). Sin embargo, se han comunicado
resultados contradictorios en relacion con el riesgo de desarrollar gliomas, ya que se ha
descrito tanto una ausencia de asociacion (247, 296, 297), como que el alelo metionina
confiere un mayor riesgo de desarrollar gliomas (306, 310, 311). Esta misma
discrepancia se observa también en tumores de mama, pulmoén o melanoma (312-316),
poniendo en duda el papel de este polimorfismo en la susceptibilidad de desarrollar

cancer a pesar de presentar una menor eficiencia en la reparacion del DNA.

e POLIMORFISMOS DEL SISTEMA DE REPARACION MMR

Las alteraciones en el gen MLH1 estan relacionadas tanto con el sindrome de
Lynch como con el desarrollo de tumores esporadicos (173, 174) vy, ademas, el
polimorfismo ¢.-93G>A ha sido descrito como una variante de baja penetrancia que
modifica el riesgo de desarrollar cancer. Este polimorfismo se localiza en la regién
promotora del gen MLH1 en una regién importante para la regulacién de la
transcripcion (317, 318). El andlisis del polimorfismo ¢.-93G>A en astrocitomas
sugiere que el genotipo AA confiere un mayor riesgo de desarrollar glioblastomas v,
aunque no hay publicaciones previas que analicen este polimorfismo en gliomas,
nuestros resultados corroboran la susceptibilidad de desarrollar cancer de colon, mama
0 pulmon descrita en diversos estudios (177, 223, 224).
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En resumen, nuestros resultados sugieren que las variaciones en los mecanismos
de reparacion del DNA por escision de nucle6tidos y la reparacion de emparejamientos
erroneos juegan un papel importante en la susceptibilidad a desarrollar glioblastomas.
La ausencia de asociacion observada en los astrocitomas de bajo grado y anaplasicos
debe analizarse teniendo en cuenta que partimos de un tamario de muestra limitado, por
lo que serian necesarios estudios en series mas grandes de pacientes para confirmar el
efecto de estos polimorfismos en la susceptibilidad a desarrollar tumores de menor

grado de malignidad.

3. IMPLICACION DEL SISTEMA MMR EN EL DESARROLLO
DE LOS ASTROCITOMAS

El sistema de reparacion de emparejamientos erroneos (MMR) es fundamental
en el mantenimiento de la estabilidad genética al reparar los errores producidos durante
el proceso de replicacién del DNA (161-163). La pérdida de funcion de este sistema
acelera la acumulacion de mutaciones en genes responsables del control del ciclo
celular y la apoptosis, favoreciendo el desarrollo de tumores tanto esporadicos como
relacionados con el sindrome de Lynch (173, 174). Sélo un 1-4% de los pacientes con
sindrome de Lynch tienen probabilidad de desarrollar tumores cerebrales (171),
mientras que la mayor parte de los astrocitomas son de origen esporéddico y se

desconocen las causas genéticas o medioambientales que los producen.

El 42.7% de los astrocitomas analizados mostraron la pérdida de expresion de
alguna de las proteinas MMR (MLH1, MSH2 o MSH6). No encontramos diferencias
en los niveles de expresion de las proteinas MLH1 y MSH6 entre los astrocitomas de
bajo y alto grado; sin embargo, observamos que la ausencia de expresion de MSH2 fue
significativamente mas frecuente en los astrocitomas de bajo grado. Varios estudios
han relacionado los niveles de expresién de MSH2 con la tasa de proliferacion celular,
de manera que los tumores de alto grado presentarian altos niveles de expresion de
MSH2 (319, 320). Ademas, observamos que la pérdida de expresion de MSH6 fue mas
frecuente que la ausencia de expresion de MLH1 y MSH2 independientemente del
grado de malignidad del tumor, lo que sugiere que esta proteina pueda tener un papel
importante en la patogénesis de los astrocitomas.
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La pérdida de expresion proteica puede deberse a la metilacion aberrante de los
residuos de citosina de las islas CpG localizadas en los promotores de los genes, que
conduce al silenciamiento transcripcional (180). En el estudio del estado de metilacion
de los promotores MMR, hemos encontrado una asociacion entre la metilaciéon de la
regién proximal del promotor de MLH1 (regiones C y D) y la pérdida de expresion de
la proteina MLHL1. Esta relacion no tiene lugar cuando analizamos la metilacion de las
regiones A y B, o del promotor completo de MLH1, corroborando que la metilacion de
la region proximal es mas importante que las regiones “aguas arriba” en la inhibicion
de la transcripcién de MLH1 (213, 321). Por el contrario, nuestros resultados sugieren
que la expresion de las proteinas MSH2 y MSH6 no se encuentran reguladas por el
estado de metilacion de sus promotores en astrocitomas. Pocos estudios analizan la
metilacion de MSH2 y MSH6 pero, en general, no se ha observado una metilacion
aberrante ni tampoco una relacién con los niveles de expresion de las proteinas (322-
324). Unicamente se ha descrito una asociacion entre la hipermetilacion de MSH2 y
deficiencias en la expresion de MSH2 en tumores de colon relacionados con el

sindrome de Lynch, pero no en tumores esporadicos (325, 326).

En cuanto al polimorfismo ¢.-93G>A del gen MLH1, ademas de la relacion del
genotipo AA con un mayor riesgo de desarrollar glioblastomas como se ha descrito
anteriormente, hemos encontrado una asociacion entre el genotipo AA vy la
hipermetilacion y pérdida de expresion de MLH1 que no se habia descrito hasta el
momento en astrocitomas. Esta variante ha sido relacionada previamente con la pérdida
de funcion del sistema MMR en tumores de colon y endometrio (177, 178, 327). El
polimorfismo ¢.-93G>A se localiza en la region promotora de MLH1, en una regién
clave necesaria para la maxima actividad transcripcional (317), y se ha sugerido que
esta asociacion indica una especificidad de secuencia para la metilacién del DNA y una
regulacion de la actividad transcripcional especifica de alelo (177, 178).

La inestabilidad de microsatélites (MSI) constituye un indicador de la existencia
de fallos en el sistema de reparacion MMR vy es caracteristica de los tumores con
sindrome de Lynch, aunque también se observa con menor frecuencia en tumores
esporadicos con deficiencias en el sistema MMR (170, 176). El andlisis de la
inestabilidad de microsatélites mostré una baja incidencia de MSI-H en nuestra serie

(4.2%), similar a la descrita en gliomas por otros grupos (322, 328-330). Todos los
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casos con MSI-H fueron glioblastomas, lo que sugiere que niveles elevados de
inestabilidad estan relacionados con un aumento de la proliferacion celular. A pesar de
que la MSI es una caracteristica molecular producida principalmente por alteraciones
en el sistema MMR, no observamos ninguna relacion entre la disminucion de la
expresion de las proteinas MMR analizadas y la presencia de inestabilidad MSI-H o
MSI-L. Las deficiencias en el sistema MMR se encuentran claramente asociadas con el
estado de MSI en diversos tipos de tumor como cancer de colon, ovario o endometrio
(169, 173, 331); en cambio, en otras entidades tumorales como el meduloblastoma o el
sarcoma de Ewing no se ha observado este tipo de relacion (332, 333). Estos datos
sugieren que las deficiencias en la expresion de las proteinas MLH1, MSH2 y MSH6 se
encuentran relacionadas con los niveles de MSI en funcion del tipo de tumor (333).
Ademas, observamos que los marcadores que presentaron mayor inestabilidad fueron
BAT25 y BAT40 en lugar de BAT26, que es el marcador inestable caracteristico
relacionado con céncer colon y el sindrome de Lynch (334). Esta diferencia podria ser
debida al origen esporadico de los astrocitomas y también podria indicar que los
mecanismos que promueven MSI en astrocitomas serian diferentes a los implicados en

cancer colon.

En los tumores que presentaron alguna alteracion en la expresion de las
proteinas MMR y/o MSI-H analizamos la presencia de mutaciones en los genes MMR,
observando una baja incidencia de mutaciones en astrocitomas. Unicamente hemos
identificado dos mutaciones patogénicas, ambas localizadas en el gen MSH2. Una de
ellas de origen germinal, ¢.2239 2240delAT (p.lle747ArgfsX2), en un glioblastoma
con MSI-H en una familia con sindrome de Lynch que mostro también una mutacion
somatica en TP53; y la otra, ¢.1983delA (p.Lys661AsnfsX24), de origen somatico, se
hall6 en un glioblastoma esporadico con MSI-L que ademas presentd multiples
mutaciones en otros genes reparadores y supresores de tumores. A pesar de que este
paciente no mostrd6 MSI-H presentaria una elevada inestabilidad genética, indicando de
nuevo que los mecanismos de inactivacion del sistema MMR son diferentes a los que
tienen lugar en los tumores de colon. La ausencia de mutaciones en el resto de los
tumores con MSI-H que eran de origen esporadico se corresponde con lo descrito en
tumores de colon esporadicos con alta inestabilidad donde las mutaciones en los genes
MMR son poco frecuentes (170, 175).
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Ademas, encontramos cinco mutaciones missense de significado desconocido,
dos en MLH1, dos en MSH2 y una en MSH6, y una delecion en el extremo 3’ UTR de
MSH®6, que podrian estar implicadas en la ausencia de expresion de las proteinas
correspondientes. Sin embargo, a pesar de que las mutaciones missense estan
localizadas en posiciones altamente conservadas, Unicamente la mutacion p.Tyr646Cys
en el gen MLH1 parece ser patogénica segun los estudios de prediccion in silico
realizados. En cuanto a la mutacion c.*(24_28)delGTTGA en el gen MSH6, no
observamos ninguna variacion en la actividad luciferasa sugiriendo que la pérdida de
expresion de MSHG6 en ese tumor no es debida a la alteracion presente en el extremo 3’
UTR, aunque algunos microRNAs podrian verse afectados por la delecion, siendo

necesarios mas estudios para confirmar el efecto de esta mutacion.

Por ultimo, hemos observado que la ausencia de expresion de MSHG6 se
encuentra relacionada con una mayor supervivencia de los pacientes con astrocitomas
de alto grado. Recientemente se ha demostrado la aparicion de mutaciones en el gen
MSHS6 en gliomas tratados con temozolamida que se han asociado con la resistencia al
tratamiento y la progresion tumoral (335). Por otro lado, también se han descrito
mutaciones en MSH6 tanto en tumores sin tratar como en tumores tratados y diversos
andlisis sugieren que las deficiencias en el sistema MMR no participan en la resistencia
clinica al tratamiento con farmacos alquilantes en gliomas (336). Ademas, en tumores
de colon se ha relacionado la pérdida de expresion de las proteinas MMR (MLH1 y
MSH2) con un mejor prondstico de los pacientes (337, 338). Hay que tener en cuenta
que todos los astrocitomas incluidos en este trabajo fueron obtenidos en el momento de
la cirugia inicial, antes de ningun tratamiento con radio y/o quimioterapia, por lo que la
pérdida de expresion de MSH6 seria una propiedad intrinseca de un grupo de tumores.
Y ademas, en nuestro estudio evaluamos el valor pronostico de la pérdida de expresion
de MSH6 en los astrocitomas, y ningln tumor fue portador de mutaciones patogénicas
en el gen MSH6.
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4. IMPLICACION DE ALTERACIONES EPIGENETICAS EN LA
PATOGENESIS DE LOS ASTROCITOMAS

4.1. VALOR PREDICTIVO DE MGMT EN ASTROCITOMAS

La enzima MGMT se encarga de eliminar directa y especificamente las lesiones
mutagénicas del DNA de la posicién O° de la guanina mediante la transferencia del
grupo alquilo de la guanina a una de las cisteinas de MGMT. La alquilacion del DNA
en esta posicion es un evento temprano en la formacién de un tumor, ya que la O°-
metilguanina tiende a aparearse con timina durante la replicacion generando un
desapareamiento y una transicion GC:AT en esa zona. Ademas, la mayor parte de las
mutaciones provocadas por los farmacos alquilantes son alteraciones de este tipo (187,
339). Asi, mientras que MGMT protege a las células del dafio producido por agentes
carcindgenos, en las células tumorales su accion confiere resistencia al tratamiento con
agentes quimioterapicos alquilantes y se asocia con un peor pronostico de los pacientes
(40, 41). Muchos tumores muestran pérdida de expresion de MGMT que puede ser
debida a diversos mecanismos, aunque en general es atribuida a la metilacion de su
promotor (340). El estado de metilacion del gen MGMT se considera un factor de buen
prondstico en los pacientes con gliomas malignos tratados con agentes alquilantes (40,
41).

El analisis del estado de metilacion de MGMT en nuestra serie mostrd
hipermetilacion del promotor en el 50.5% de los tumores, sin encontrar diferencias
significativas en funcion del grado de malignidad del tumor. Tampoco encontramos
ninguna relacion entre el estado de metilacion de MGMT vy la presencia de mutaciones
en los genes TP53 e IDH1 como algunos autores han descrito, aunque existen
contradicciones que pueden deberse a que en muchas ocasiones se analizan
conjuntamente tumores de grado Il a IV y tumores astrociticos y oligodendrogliales que
presentan perfiles moleculares diferentes (18, 34, 341-344). Sin embargo, el analisis de
supervivencia en los pacientes de alto grado que recibieron tratamiento quimioterapico
mostré una mayor supervivencia en los pacientes con hipermetilacion del promotor de
MGMT, aunque los resultados no fueron significativos debido probablemente al bajo
namero de pacientes que recibieron quimioterapia (22 pacientes). Cuando realizamos el
andlisis con todos los pacientes con astrocitomas de alto grado incluidos en el estudio,
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independientemente del tratamiento recibido, no observamos ninguna relacion con la
supervivencia de los pacientes, lo que muestra que la metilacion de MGMT es un factor

predictivo en lugar de un factor prondstico (345).

4.2. IMPLICACION DE LAS HDACs EN LA PATOGENESIS DE LOS
ASTROCITOMAS

Las histona desacetilasas (HDACS) son enzimas que participan en el control de
la expresion génica a través de la desacetilacion de las histonas. Esto conduce a un
estado de mayor compactaciéon del DNA vy, en general, a una represion de la
transcripcion génica (179, 192). Ademas, las HDACs presentan otros sustratos
diferentes a las histonas regulando por otros mecanismos la homeostasis celular (197).
Asi, las alteraciones en los niveles de acetilacion estan implicadas en diversos procesos
como la proliferacién, la migracion, la diferenciacion o la invasion celular, la

angiogénesis o el desarrollo de metastasis (193, 197).

Se han descrito altos niveles de expresion de las desacetilasas de clase |
(HDAC1, HDAC2 y HDACR3) en diversos tipos de cancer y, en algunos casos, se han
relacionado con el prondstico de los pacientes (227); sin embargo, se conoce poco
acerca de la desregulacion de las HDACs en gliomas. Se ha observado una disminucion
de los niveles de mRNAs de las HDACs de clase Il y IV en glioblastomas en
comparacion con astrocitomas de bajo grado y tejido cerebral no neoplasico (346) y, en
general, las HDACs de clase | presentan altos niveles de expresion en astrocitomas
(346-348).

El analisis mediante inmunohistoquimica de la expresion de las proteinas
HDAC1, HDAC2 y HDAC3 mostro altos niveles de expresion de las tres proteinas en
un elevado nimero de tumores tanto de bajo como de alto grado. Ademas, los niveles
de expresion de HDAC1 se correlacionaron positivamente con el grado de malignidad
del tumor. Esta correlacion podria ser debida a la mayor tasa de proliferacion e
infiltracion de los tumores de alto grado, ya que HDAC1, ademéas de promover la
proliferacion celular a través del silenciamiento de p21, p53 o TGF-B, favorece la
expresion de genes implicados en la invasion celular y la angiogénesis como HIF-1a o
VEGF (193).
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En el analisis de la expresion de HDAC2 hemos observado que el anticuerpo
también tefiia astrocitos pertenecientes a la glia reactiva, aunque para confirmar esta
hipdtesis seria necesario analizar la expresion de la proteina acida fibrilar (GFAP), que
tifie de manera especifica los astrocitos reactivos. Diversos estudios con inhibidores de
HDAC han mostrado que estos farmacos tienen propiedades neuroprotectoras y anti-
inflamatorias, aunque su mecanismo de accién no es claro. Se cree que bajos niveles de
acetilacion de las células astrogliales pueden estar relacionados con la activacion glial y
con la inflamacién como mecanismo de defensa del cerebro ante diferentes lesiones
(195, 349). Hemos observado que la deteccion de glia reactiva que expresa HDAC?2 fue
mas frecuente en los astrocitomas de bajo grado, lo que podria estar relacionado con el
mayor nivel de diferenciacion de estos tumores y la presencia de mas astrocitos
fibrilares (350), y sugiere que el componente inflamatorio del tumor podria modificar el
fenotipo tumoral, asociandose el aumento de glia reactiva con un menor grado de
malignidad. Ademas, el 99% de los astrocitomas analizados, independientemente del
grado del tumor, presentaron altos niveles de expresion de HDAC2, lo que sugiere que
esta proteina juega un papel importante tanto en la activacion de los astrocitos reactivos
y el componente inflamatorio que infiltra los astrocitomas como en la patogénesis de

los astrocitomas de bajo y alto grado.

En general, la expresion de las HDACs de clase | en cancer se encuentra
relacionada con un peor prondéstico de los pacientes (227). Sin embargo, en nuestro
trabajo hemos observado que la expresion de HDAC3 esta asociada con una mayor
supervivencia de los astrocitomas de alto grado. Aunque las HDACs se expresan de
manera ubicua en casi todos los tejidos, presentan diferentes perfiles de expresion y
funciones especificas dependiendo del tejido y del tipo de tumor (227, 351), lo que
podria influir de diferente manera en el pronostico de los pacientes. La expresion de
HDACS se ha relacionado con un mayor grado de malignidad de los gliomas, pero
ningun estudio ha mostrado hasta el momento una relacion clara con el prondstico de
estos pacientes (347, 348).
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5. FACTORES PRONOSTICO DE LOS ASTROCITOMAS

Los astrocitomas, en general, presentan un prondstico desfavorable. EI grado de
malignidad del tumor es considerado el principal factor que determina la supervivencia
de los pacientes. Mientras que la supervivencia de los pacientes con astrocitomas de
bajo grado (grado Il) es del 65% a los 5 afios, para los anaplésicos (grado IlI) la
mediana de supervivencia es unos dos afos y para los glioblastomas (grado 1V) de un
afio o inferior (6). Ademas, existen ciertos parametros como la edad de diagndstico, la
localizacion del tumor, la extension de la extirpacion de la masa tumoral mediante
cirugia, el estado funcional del paciente y los tratamientos con radio y/o quimioterapia,
que modifican el pronostico de los astrocitomas (9, 16, 18, 22, 352). Sin embargo, estos
factores no son suficientes para predecir la evolucién de determinados pacientes y
algunos tumores presentan un comportamiento inesperadamente menos agresivo que
otros tumores del mismo grado, independientemente de la intervencion terapéutica, lo
que puede deberse en parte a la elevada heterogeneidad biologica y genética de estos
tumores (25). En este contexto, recientemente se han descrito distintos marcadores
genéticos y moleculares que determinan el prondstico y la respuesta terapéutica de los
astrocitomas (32, 33, 98, 353, 354).

En nuestro trabajo hemos identificado diferentes alteraciones moleculares que
modifican la supervivencia de los astrocitomas de alto grado. Los anélisis univariante y
multivariante han demostrado que la expresion de VRKZ2, la presencia de mutaciones
en el gen PTEN, la expresion de MSH6, la edad de los pacientes y el tratamiento con
radio y/o quimioterapia son factores prondstico independientes en este grupo de
pacientes. Sin embargo, en el analisis multivariante no obtuvimos significacion en las
variables expresion de EGFRvIII, expresion de HDAC3 y mutaciones en los genes
IDH1/IDH2. La expresion de EGFRvIII asi como la de HDAC3 son factores con un
significado clinico dudoso y contradictorio (227, 262, 263, 347); sin embargo las
mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 se consideran un factor prondstico
independientemente del grado de malignidad del tumor (32, 138), por lo que la
ausencia de relacion podria deberse a la baja frecuencia de mutaciones en los tumores

de alto grado y al tamafio de muestra analizado.

187



DiSCVSiON

Con las cinco variables altamente relacionadas con la supervivencia de los
tumores de alto grado elaboramos un indice prondstico que clasifica los pacientes en
tres grupos de riesgo y nos permite predecir de manera sencilla e individualizada el
pronostico de los pacientes. De esta manera, aquellos pacientes con astrocitomas de
alto grado con una edad de diagndstico inferior a los 60 afios, que recibieran
tratamiento con radio y quimioterapia, que expresaran VRK2, que no presentaran
mutaciones en el gen PTEN y con ausencia de expresion de MSH6 tendrian una
supervivencia significativamente mayor que otros pacientes sin alguna de estas
caracteristicas. Observamos que la mediana de supervivencia en el grupo de los
tumores de bajo riesgo fue de 18.8 meses, significativamente mayor que lo establecido
hasta el momento para los astrocitomas de alto grado y, ademas, casi el 23% de los

pacientes estaba vivo a los 3 afios del diagndstico.

La edad, el tratamiento y las mutaciones en PTEN como factores prondstico
independientes en estos pacientes se encuentran ampliamente descritos en la literatura
(22, 35, 352). Sin embargo, en este trabajo describimos por primera vez la importancia
de las proteinas VRK2 y MSH6 en la supervivencia de los pacientes con astrocitomas
de alto grado, aunque seria necesaria otra serie independiente de pacientes para

confirmar nuestros resultados.

En resumen, en nuestro trabajo confirmamos la gran variabilidad genética de los
astrocitomas, y como el estudio molecular permite profundizar en el conocimiento de
las causas de estos tumores y aplicar estos hallazgos en el prondstico y tratamiento de

los mismos.
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El perfil genético caracterizado en nuestro trabajo permite discriminar los
astrocitomas de alto grado en tres grupos, confirmando que los subtipos Clasico,
Mesenquimal y Proneural propuestos por la nueva clasificacion molecular de los
astrocitomas predicen mejor el comportamiento y el prondstico de estos pacientes
que los criterios histolégicos clésicos.

Nuestros resultados muestran que los mecanismos de reparacion del DNA por
escision de nucledtidos y de emparejamientos erréneos modifican el riesgo a
desarrollar astrocitomas. Esta observacion, junto con el elevado numero de
tumores portadores de alteraciones somaticas en el sistema de reparacion de
emparejamientos erroneos, demuestran la importancia de estos sistemas en la
patogénesis de los astrocitomas y los convierten en posibles dianas de terapias
individualizadas.

La ausencia de relacion entre la expresién de las proteinas MMR, la presencia de
mutaciones en los genes MMR y la inestabilidad de microsatélites, asi como el
perfil de marcadores microsatélites inestables, sugiere que la inactivacion del
sistema de reparacion de emparejamientos erroneos en astrocitomas tiene lugar por
mecanismos diferentes a lo establecido en cancer de colon.

La expresion de MLH1 se encuentra regulada por mecanismos epigenéticos en
astrocitomas, como lo demuestra la asociacion del genotipo AA del polimorfismo
€.-93G>A de la region promotora con una metilacion especifica del promotor y la
consiguiente pérdida de expresion de la proteina.

Las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 muestran una expresion elevada en los
astrocitomas y, ademas, la presencia de células reactivas que expresan HDAC?2,
principalmente en los astrocitomas de bajo grado, sugiere que estas células podrian
modificar el comportamiento de estos tumores.

Proponemos un indice prondstico para los pacientes con astrocitomas de alto grado
que incluye la edad de diagndstico, el tratamiento con radio y quimioterapia, la
expresion de VRKZ2, la presencia de mutaciones en el gen PTEN y la expresion de
MSHS6. Este indice muestra por primera vez que la expresion de las proteinas
VRK2 y MSH6 son factores pronostico independientes para la supervivencia de

estos pacientes.
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