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Endometrial carcinoma is the most frequent gynaecological tumour in developed countries.

The origin is sporadic in 95% of them and its main risk factor is hormone exposure.

It has been proposed several classifications depending on the followed criteria to characterize
sporadic endometrial carcinomas. Bearing in mind clinical-pathological characteristics,
Bokhman et al., in 1983, proposed a dualistic model in which endometrial carcinomas were
classified in two groups: type 1 or endometrioid carcinomas (with a good prognosis and
estrogens-dependent) and type 2 or non-endometrioid carcinomas (with a poor prognosis and
non-estrogens-dependent). Later, Vogelstein in 1988, developed a theory for colorectal cancer,
embraced and adapted for endometrial carcinoma, which said that tumours are a consequence
of an accumulation of genetic and epigenetic alterations. According to this fact, it has been
observed that type 1 and type 2 endometrial carcinomas have specific molecular profiles. Type
1 carcinomas are mainly associated with MSI and mutations in PTEN, PIK3CA, KRAS,
CTNNB1, FGFR2 and MMR genes and type 2 carcinomas are associated with mutations in
TP53, CDKN2A, and CDH1 genes, loss of expression of HER2/ERBB2 and EGFR/ERBB1

proteins and loss of heterozigosity (LOH) in different chromosomes.

Currently, whole exome sequencing studies are being carried out in order to look for new
target genes in different types of tumours. Two of them are ARID1A and PPP2R1A genes that
are highly mutated in endometrioid and non-endometrioid carcinomas respectively. On the other
hand, telomere length variations have been associated with a susceptibility of developing
different kind of tumours. However, it has not been yet clarified if the telomere shortening is a

cause or a consequence of tumour development and the exact role of telomerase.

Moreover, new criteria are being established with the aim of elaborate a more accurate
classification that would help to better identify, characterize and treat the different types of

endometrial carcinomas.

The aim of the present work has been the analysis of 14 genes implicated in tumorigenesis
(including PPP2R1A and ARID1A genes); MSI; LOH; as well as the methylation of the MMR
genes promoter and HDACs expression; the telomere length and TERT-1327C>T and TERC-
63G>A polymorphisms analysis in a cohort of 86 sporadic endometrial carcinomas and 23 blood

samples.

We have used a wide variety of techniques for the realization of our study. We have extracted
DNA from tumour and blood samples, and RNA and total proteins from tumour samples. The
analysis of different genes has been carried out by PCR, CSGE-Heteroduplex and Sanger
sequencing using several databases in order to check if the mutations found had been
previously described. For the characterization of the new mutations, we have performed RT-
PCR and Western blot assays (as well as for HDAC protein expression analysis). Several
prediction programs have helped us to determine the mutations pathogenicity. We also have
studied LOH by gPCR and RFLP; gross alterations in MMR genes by MLPA; MMR promoter
methylation by MS-MLPA; and telomere length and telomerase polymorphisms by real time
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PCR. Statistical analysis has been carried out with SPSS v18.0, GenEx 5.3.6 Enterprise, and
MULTBiIplot programs.

We have found 213 mutations: 99 described mutations and other 114 non-previously
described mutations that have been characterized in our work. The most mutated genes have
been PTEN and ARID1A.

MSI has been carried out when we have obtained DNA from both tumour and blood samples
of the same patient observing that it is a frequent event in our patients. In contrast with Lynch
syndrome, D17S250 was the most altered marked in our population. On the other hand, we
have observed that the gross alterations and the punctual mutations don’t explain the MSI and

loss of expression of MMR genes.

The most methylated gene has been hMLH1, but methylation of MMR genes has not been

consistent with either the lack of MMR proteins expression and MSI.

The HDAC2 protein has been the histone deacetylase which expression has been absent in a
highest number of studied tumours. Both methylation and HDAC2 protein expression patterns

have differed depending on the type of tumour.

The telomere length has not shown any relation with neither type nor grade of tumour and C
and G alleles of TERT-1327C>T and TERC-63G>A polymorphisms were only slightly related to

mixed and grade 3 endometrioid carcinomas respectively (the groups with shortest telomeres).

In our work, PPP2R1A gene has shown mutations mainly associated with serous carcinomas.
We have described a new probably pathogenic mutation in the exon 2 of the gene, presented in
a grade 1 endometrioid carcinoma, and a pole of polymorphisms situated in the promoter region
implicated in the binding of several transcription factors. When we have analyzed PPP2R1A
protein expression, we have observed a new pattern of protein expression at 110 kDa, maybe

related to posttranslational modifications.

On the other hand, we have observed that ARID1A gene appears commonly mutated in
endometrioid and non-endometrioid carcinomas with a high number of nosense and frameshift
mutations. We have described 32 new mutations including an inframe alteration that causes a

change in the mRNA splicing.

According to our results, the most adequate classification among those that have been
proposed until now, is the classification that bears in mind the characteristics of the different
histological subtypes. The clinical-pathological criteria are not accurate and they share a high

identity with the classification by histological grades.

We have observed that grade 1 and grade 2 endometrioid carcinomas could be grouped in a
low-grade endometrioid cluster showing very similar molecular characteristics. At the same time

the molecular profile of low-grade endometrioid carcinomas differs from grade 3 endometrioid
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carcinomas genetic profile. Grade 3 endometrioid carcinomas share characteristics with low-
grade endometrioid and serous carcinomas and because of that, it is not possible to group them
with any other histological subtype. Moreover, mixed carcinomas and carcinosarcomas show a
molecular profile that depends on the type of their components suggesting the importance of

making histological studies of this kind of tumours before their molecular analysis.
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Abreviaturas

ABD: ATP-binding domain.

ADP: Adenosine diphosphate.

AFX: Factor Forkhead.

AKT/PKB: Protein Kinase B.

AMPS: Ammonium persulfate.

APC: Adenomatous Polypous Coli.

API: Aprotinina, epstatina, leupeptina.

AR: Amphiregulin.

ARID1A: AT-Rich Interactive Domain 1A.
ATP: Adenosin triphosphate.

AXIN1/2: Axis inhibition protein 1/2.

BAX: Bcl-2-Associated X protein.

BCL: Familia de proteinas B-cell lymphoma.
BIM: Bcl-2 interacting mediator of cell death.
BLU: Proteina codificada por el gen Zinc Finger, MYND-Type Containing 10.
BRAF: V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B1.
BRCAZ1: Breast cancer 1, early onset.
BRG-1: Brahma homolog 1.

BRM: Bragma.

BSA: Bovine Serum Albumin.

BTC: Betacellulin.

Ca”": I16n Calcio.

CDH1: E-cadherina 1.

CDH2: N-cadherina 2.

CDK: Cyclin-dependent kinase.
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Abreviaturas

CDKN1A/2A: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A/2A.
cDNA: Complementary DNA.

CHD4: Chromodomain helicase DNA binding protein 4.
CIAA: Cloroformo:alcohol isoamilico.

CIMP: CpG island methylator phenotype.

CK2: Casein kinase 2.

CO,: Diéxido de carbono.

CREBBP: CREB binding protein.

CSGE: Conformation sensitive gel electrophoresis.
CSNK1AL: Casein kinase 1, Alpha 1.

Ct: Ciclo umbral en la PCR a tiempo real.

CTNNB1: Cadherin-associated protein beta 1.

c-MYC: V-Myc Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog.
C-terminal: Extremo carboxilo terminal.

ddH,0: Agua bidestilada.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

DKC1: Dyskerin 1.

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.

DMSO: Dimethyl sulfoxide.

DNA: Deoxyribonucleic acid.

DNMT: DNA methyltransferase.

dNTP: Deoxynucleotide Triphosphates.

DO: Densidad 6ptica.

DSB: Double Strand Break.

Dsh: Proteinas Dishevelled.

EC1-ECS5: Extracellular cadherin repeat domains 1-5.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19638398
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Abreviaturas

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid.

EGF: Epidermal growth factor.

EGFR/ERBB1: Epidermal growth factor receptor.
EPCAM: Epithelial cell adhesion molecule.

EP300: E1A binding protein P300.

ER: Estrogen receptor.

ERK1/2: Extracellular-signal-regulated kinase 1.
ESE: Exon Splicing Enhancers.

EXOI/HEXI: Exonuclease I.

FAS-1: Fatty Acid Synthetase.

FBXW?7: F-box and WD repeat domain containing 7.
FEN1: Flap Structure-Specific Endonuclease 1.
FGFR2: Fibroblast growth factor receptor 2.

FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia.
FKHR: Forkhead in human rhabdomyosarcoma.
FKHRL1: Forkhead transcription factor like 1 / FoxO3a.
Fz. Receptores Frizzled.

GAP: GTPase activating proteins.

GATA: Globin transcription factor.

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
GDP: Guanosine diphosphate.

GNEF: Guanine nucleotide exchange factor.

GRB2: Growth factor receptor-bound protein 2.
GSK-3B: Glycogen synthase kinase-3 beta.

GTP: Guanosine triphosphate.

HAT: Histone acetylase.
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Abreviaturas

HB-EGF: Heparine-binding EGF-like growth factor.

hDAB2IP: Disabled homolog 2-interacting protein.

HDAC: Histone deacetylase.

HEAT: Huntington-Elongation-A subunit-TOR.

HER2/neu/ERBB?2: V-Erb-B2 Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 2/Neuro.
HMGI(Y): High mobility group | proteins.

HNPCC: Hereditary non-polyposis colorectal cancer.

hMLH1: MutL homolog 1 of human.

hMLH3: MutL homolog 3 of human.

hMSH2: MutS homolog 2 of human.

hMSH3: MutS homolog 3 of human.

hMSH6: MutS homolog 6 of human.

hPMS1/2: Posmeiotic segregation increased 1/2 of human.

H-RAS: V-Ha-Ras Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog/p21.
HRP: Horseradish Peroxidase.

IDL: Insercién/delecidn.

IGFBPL1: Insulin-like growth factor binding protein 1.

IGFBP3: Insulin-like growth factor binding protein 3.

IGFRL1: Insulin-like growth factor 1 receptor 1.

IKZF1/LYF-1: IKAROS Family Zinc Finger 1 (Ikaros).

INK4A: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2 /p16.

INOS8O: Inositol requiring 80.

IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactdsido.

ISWI: Imitation SWI.

K-RAS (4A/4B): V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (isoform 4A/4B).

LOH: Loss of heterozygosis.


http://en.wikipedia.org/wiki/Insulin-like_growth_factor_1_receptor
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Abreviaturas

LRP: Lipoprotein Receptor-related Protein.

MAPK: Mitogen-activated Protein kinase.

MAPKKK: MAP kinase kinase kinase.

MBD3: Methyl-CpG binding domain protein 3.

MDE: Mutation detection enhancement.

MDM2: P53 E3 Ubiquitin Protein Ligase Homolog.
MEK1/2: MAPK/ERK kinase 1/2.

MGMT: O(6)-Methylguanine-DNA methyltransferase.
MiRNA: microRNA.

MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
MMR: DNA mismatch repair.

mMRNA: Messenger Ribonucleic Acid.

MS-MLPA: Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
MSI: Microsatellite Instability.

MSI-H: Microsatellite Instability-high.

MSI-L: Microsatellite Instability-low.

MSS: Microsatellite Stability.

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin.

mMTORC1: Mammalian Target of Rapamycin Complex 1.
MTS2: Multiple Tumor Suppressor 2.

MutS, MutL y MutH: Mutator S, L, H.

MutSa: Mutator S a complex (heterodimer) (MSH2-MSHS6).
MutS@: Mutator S 8 complex (MSH2-MSH3).

MutLa: Mutator L a complex (MLH1-PMS2).

MutLB: Mutator L 8 complex (MLH1-PMS1).

MutLy: Mutator L y complex (MLH1-MLH3).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8752737
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Abreviaturas

MZF1: Myeloid Zinc Finger 1.

NAD+: Nicotinamide adenine dinucleotide.

NES: Nuclear Export Signal.

NER: Nucleotide Excision Repair.

NFR: Nucleosome Free Region.

NLS: Nuclear Localization Signal.

NP40: Nonyl phenoxypolyethoxylethanol.

N-RAS: Neuroblastoma Rat Sarcoma.

NuRD: Nucleosome remodeling and deacetylation.

N-terminal: Extremo amino terminal.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

PADIL: Peptidyl arginine deiminase, type 1.

pb: Pares de bases.

PBS: Phosphate buffered saline.

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen.

PCR: Polymerase Chain Reaction.

PDK1: Phosphoinositide-dependent kinase-1 / pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1.
PEST: Secuencias ricas en aminoécidos Prolina, Glutamato, Aspartato, Serina y Treonina.
PH: Pleckstrin homology domain.

PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha.
PIK3R1/2: Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1/2.

PIP3: Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosfate.

PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-bifosphate.

PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase.

PLC-y: Phospholipase C, isotype gamma.

POLE: Polymerase (DNA Directed), Epsilon, Catalytic Subunit.


http://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adenine_dinucleotide
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Abreviaturas

POT1: Protection of telomeres 1.

PP2A: Protein Phosphatase 2A.

PPP2R1A: Protein Phosphatase 2, Regulatory Subunit A.

PPP2R1B: Protein Phosphatase 2, Regulatory Subunit B.

PR: Progesterone receptor.

PTEN: Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10.
PVDF: Polyvinylidenefluoride.

P53: Protein 53.

P53R2: P53-inducible ribonucleotide reductase.

RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1.

RAI: Retinoic Acid Induced (PPP1R13BL).

RAPL1: Ras-related protein 1.

RAS: Rat Sarcoma.

RASSF1/2A: Ras Association (RalGDS/AF-6) Domain Family Member 1/2.
RB: Retinoblastoma tumor suppressor.

RBD: RAS binding domain.

RFC: Replication Factor C.

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism.

RNA: Ribonucleic Acid.

RSK4/RPS6KAG6: Ribosomal Protein S6 Kinase, 90kDa, Polypeptide 6.
RUNX1/AML1A: Runt-Related Transcription Factor 1/ Acute Myeloid Leukemia 1 Protein.
SAM: S-adenosilmetionina.

SCNA: Somatic Copy Number Variation.

SDS: Sodium dodecyl sulphate.

SHC: Src homology 2 domain-containing.

SH3: SRC Homology 3 Domain.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19010910
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Abreviaturas

SIN3: Histone Deacetylase Complex Subunit Sin3a.
SIR2: Silent Information Regulator 2.

SIRT: Sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog).
SMAD3: MAD homolog 3.

SNF2: Sucrose non-fermenting 2.

SOS1: Son Of Sevenless Homolog 1.

SOX17: SRY (Sex Determining Region Y)-Box 17.
SPOP: Speckle-type POZ Protein.

SPROUTY-2: Proteina codificada por el gen SPRY2.
SP1: Specificity Protein 1/ Spl Transcription Factor.
SR: Serine/Arginine-rich proteins.

SSB: Single-stranded DNA binding proteins.
SWI/SNF: Switching defective/sucrose non-fermenting.
TBE: Tampén Tris, Borato y EDTA.

TBS: Tris-Buffered Saline.

TBS-T: Tris-Buffered Saline with Tween.

TCF/LEF: T-cell factor-1 / lymphoid enhancing factor-1.
tDNA: Telomeric DNA.

TGFBRII: Transforming Growth Factor B Receptor Il.
TGF-a: Transforming Growth Factor a.

TEMED: N, N, N, N’ Tetrametilendiamina.

TIN2: TERF1 (TRF1)-Interacting Nuclear Factor 2.
Tm: Temperatura de fusion.

TNKS2: Tankyrase, TRF1-Interacting Ankyrin-Related ADP-Ribose Polymerase 2.
TP53: Tumor Protein 53.

TRF1/2: Telomeric repeat binding factor 1 and 2.


https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CEYQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F11494028&ei=gR3MUdeSJ8iN7AahjICQBA&usg=AFQjCNEhOqnfGQgj4kqBuFIaE7Ywfs0xoQ&sig2=jjDclq-Jd5ULdXZB--VVvA
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TSP-1: Trombospondina-1.

TY: Tryptone Yeast extract.

UTR: Untranslated region.

UV: Ultravioleta.

WNT: Wingless-Int.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido.

5-mC: 5-metil-2"-deoxicitidina.



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

indice

INDICE

o
v

L 4



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Indice

INTRODUCCION ..uuueeeeeeeneececcccccesessssscsssssssssssnssnsnseee A

1. ELENDOMETRIO: DEFINICION .eoveiueereeieennceesannsccsnnssscssnnsseenesd
2. EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO . .cetteeeeeecccensssscessscannnsssssassssd

2.1 EPIDEMIOLOGIA....cciuieieieirirererereresasasesssssreresesesasasassssssesesasess 4
2.2 CLASIFICACION ..uiuiereraresennnrereresesasasasasssssreresesssssasassssssasasasass 5
2.2.1 CLINICO-PATOLOGICA ...ccuvuinienieieninieiinreneresaitraserasasresasssasessesanss 5
P72 S & 1153 o T o T [ N 6
P 2 T |, Lo T o U Y . 10
2.3  DESARROLLO DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO ...curererecncaannnnens 10
2.4 FACTORES DE RIESGO...ccieiiiinininieierernininininiiiirereresesasasasennens 12
2.4.1 EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO HEREDITARIO...cututernesncererarsasasanannans 12
2.4.2 EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO ESPORADICO ...ccvvvrerereresasananennnnnnnnes 13

3. PATOGENESIS MOLECULAR DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO
ESPORADICO . cccueetiieensceesannscessnsssessansscssassssssssssssssnnsseeses 14

3.1  FACTORES GENETICOS .euteurererenrerasresasessasassesassssesassosassssasasses 14
3.1.1 VIAPIBK-AKT-MTOR ....eteerirerrreerieennneeesscssnneesssessnneesssssnnneesssns 14
3.1.2 VIiARAS-RAF-MEK-ERK .......cuvriieiiicnrieeeiecinneeeseessnneeeseessnneeesens 17
3.1.3  VIAWNT cereeiicnireeeiernnreesssssneeesssssnnneesssssnsneesssssnsesesssssnsneesssns 21

3.1.4 OTROS GENES IMPLICADOS EN LA PATOGENESIS DE LOS TUMORES DE

ENDOMETRIO ESPORADICO .cuuieeieiiiiererararasasesesesesssssesesasasasnsnsenes 24

3.14.1 I - X 2N 24
3.1.4.2 CDKIN2A ...c.eieiiiiiiiiiiisinincnsniissssssssssssssssasosesossssssssssssssnsnsnss 28
3.14.3 Lo o ] L L N 29
3.1.4.4 1 N 31

3.2 REPARACION DELDNA ....ciiiiiiiicteiiiiicerecrsessssesacasanananes 33
3.2.1 MEecaNIsMO DE REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS (MMR) 33
3.2.2 INESTABILIDAD DE IMICROSATELITES euueneeienesensnrerararasasacasnsssessssnsnnes 36
3.3  FACTORES EPIGENETICOS: REMODELACION DE LA CROMATINA........ 38
3.3.1 METILACION eieieieieieieienetnrrerasesnsnsnsnsssesssssseresesasasasasassssssssssnnes 38
3.3.2 MODIFICACION COVALENTE DE HISTONAS ..ccvviniereiereresasasasesesessnanes 41
3.3.3 REMODELACION DE LA CROMATINA DEPENDIENTE DE ATP ..ccvvvneneninnnnas 44
3.3.3.1 ARIDIA .c.aeeeviiiiiieiiieiaiirisrsisisssssssssssasasesessssssssssssssssasasass 46

3.4  LOS TELOMEROS «eueeereeeereeenrerearescnseseasescnsessasesensessasescnsassnnes 48

HIPOTESISY OBJETIVOS ..cvvveeeerecccnsssccesscnsssssscassesss D1



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Indice

IMATERIALY IMETODOS ...evvveeeeeecnnsssccssscssssssscassanes DD

L. PACIENTES ceueiieiiineiierciereenrensennsenncenscsnscsnsennsennsennsanncnns 57
1.1  TEJIDO TUMORAL...cccetetetererersesacntererersssasasesersssssasasasesessssasas 57
1.2 SANGRE PERIFERICA...ccutererururereresasasasessssssesesasasassssssreseses 58

2. PROCESAMIENTO DE LAS IMUESTRAS ...ceeeeteeetnnncenccancenncennees 59
2.1 EXTRAcCCION DE DNA DE SANGRE Y TEJIDO TUMORAL ....ccceuenennene 59
2.2  EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO TUMORAL....ccturerererecacasasennans 60
2.3  OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS DE TEJIDO TUMORAL ........ 61

3. EsTuDIO DE GENES ASOCIADOS A CARCINOMA DE ENDOMETRIO
ESPORADICO....ctitieieieieieneiececacacacasasasasasasasasasasasasasasasens 61
3.1 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE PCR ......... 63
3.2  ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA ...ccevuiernrnrereresesnsnnanennens 64
3.3 DETECCION DE MUTACIONES MEDIANTE CSGE-HETERODUPLEX.....65
3.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

AMPLIFICADOS POR PCR.....cciuiuiiiiiiiiiiiieieieiesnseneniinerresasannes 66

3.5 SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR MEDIANTE SECUENCIACION
D Y Y ] = N 66
3.6  ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS.....ccctuteracesanenness 66
3.7 BASES DEDATOS ...ciuiuieieieiiiiiirreresecasasesssrsrereresesasasasssssnens 67
0 0t R o U]/ = o 67
3.7.2  UCSC c.uuueereereeeeieeieecsisnnneeeeeeesssssessssssssnesesssssesssssssssssssessssssnans 67
3.7.3 VEGA ..ueeeeeeieieeeeecccccnnerneeeeess s s e s ssssnssaeseessssessssnnsnssssesesssannns 67
3.7.4 HGIMDO.....cceeeieeieiieccnnreneeee e e e ssecssssssseeeeessesesssssnnnnsssesasssanns 68
3.7.5 LOVD-INSIGHT ...civiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisisiiasisisieierereresesasasasssssssssssnes 68
3.7.6 COSMIC ....cuiviuininininiiiiiiniiietetesasasasasasesssrsrsreresesssasasasassssssssnses 68
3.7.7 TARCTP53 WEB SITE ..uuuuurrrrereeeeseseessssnnneeeseessssssssssssssssssssssesssnns 68
3.7.8 THEPS53 WEB SITE ciutuiieieiereriniesaieririeseserersssasasersssssasersssssasasessass 69
3.7.9 MISMATCH REPAIR GENE VARIANT DATABASE ..ccccereiiiecererrsasasenannens 69
3.7.10 MIRBASE DATABASE ....ctuiuituieienturnirereiesrasesteraseraseresessesassnrasens 69

4. CARACTERIZACION DE MUTACIONES «..ccueeereeenrenrencerencencnsanes 70
4.1 EsTuDIOS DE PERTENENCIA ALELICA DE MUTACIONES MEDIANTE

L0110 ]V Yo [0 ] [ 70

4.2 PROGRAMAS PARA EL EsTuDIO IN SiLico DE MUTACIONES NO

DESCRITAS tevetteieererenrerenreeensesenssessnsesensesenssssnsssenssesnssesannes 73
B.2.1 POLYPHEN . ctietieteeetierenreeestarensenssasensessssasensessssnsenssssssnseasssnssnsens 73



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

indice
B.2.2  SIFT ciittuuuuieeeeeeeeeeeerennsneseseeeeessessssssssssssesesessssnnssssssessesessnnnnns
4.2.3 PMUT . iiiieiiiiiiiieieieieiiesateteriesaserersssssasessssssaseressssasessssssasesessssnsas
4.2.4 PANTHER .ietuiiiieieieteriesaceteriesaserersssssasessssssaseressssassssssssasasessssnsas
4.2.5 ALIGN-GVGD ...cciuiuininieiiiiiiiiiiiieiiaiasecasesesesessssssesssssssasssssssssases
4.2.6 IMICRORNA ....ccitiiiiititieitiiiiiieieietetetasasasasesesessssssesesesssasssssssssases
4.2.7 ESEFINDER 3.0 .uiuiuiucuieieneneiiiererererssasasasasesessssssssesssssssasssssssssases 77
4.2.8 RESCUE-ESE 1.0 ...cccevvuuuueeeierrreereennnnneeeeeeseeessnnnnnsssssessesessnnnnns 78
4.2.9 TFSEARCH 1.3....cciiiieeuuiieiiiereeeeeeensnnneeeeeeseesssnnnsssssesessesesennnnns 78
4.3 PROGRAMAS PARA EL EsTUDIO DE Los CAMBIOS ESTRUCTURALES
GENERADOS POR LAS MUTACIONES NO DESCRITAS....cccceeeerararanns 79
4.3.1 PSIPRED......ccccettitrerreenniceeeeeeeeeeeennnnseeeeseeseessssssssssssseseesesennnnns
4 S S £ e o 5 SN 79
4.5 ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN
2 ] 1 80
4.5.1 CuLtivos DE LINEAS CELULARES DE CARCINOMA ENDOMETRIAL.....cueunes
4.5.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE LINEAS CELULARES ...cccvuvernrnenacaronnnnncas
4.5.3 WESTERN BLOT..uiuiuiiiiiiiiiniiiiiieieieresesesasasasesesrsrsrrssesesasasasasasass
4.6 ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES MIMR MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICAS ..cuieiniieiacarasessssasesasasassssasasasasassssanas 85
5. ANALISIS DE LA PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH) .......... 85
5.1 MEDIANTE RFLP .ccviriiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiicsseccnnsnsssacasenenanes 86
5.2 MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL CUANTITATIVA COMPARATIVA ..... 87
6. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES (MSI)...... 89

7. ESTUDIO DE OTRAS ALTERACIONES EN EL MECANISMO DE

REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS.....c.cvcvererennns 91

7.1  ANALISIS DE GRANDES REORDENAMIENTOS CROMOSOMICOS

MEDIANTE MLPA DE Los GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSHG.....92

7.2 EstuDIO DEL ESTADO DE LA METILACION DE LOS PROMOTORES DE

Los GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSHG..........ccceeeeeeenerieennnnnn 95

8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS HISTONAS DESACETILASAS
(HDAC) 1, 2 Y3 ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeessneesnesseaennens 97
9. EsTuDIO DE LA LONGITUD DE TELOMEROS MEDIANTE PCR A

TIEMPO REAL CUANTITATIVA COMPARATIVA .ccvveeeennnnnccncnnnnes 98

10. EsTuDIO DE LOS POLIMORFISMOS TERT-1327C>TY TERC-

63G>A MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL .ccvvvvieveinnennnnnnnns 101



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

indice
11. ANALISIS ESTADISTICO veeuereeenreensesenseeansescnssasnssasnssanses 104
I T 1 104
11,2 GENEX...iiiiiiiiieereeenreeenseeensesenssesensesessesensssensssnssasansasanses 104
11.3 IMUL T BIPLOT ceuuetiinreeenetececsecnssesesssscnssscnssssensasessasensasansen 105

RESULTADOS ..uueeerrreeseeccccsssassscccnssssssssaccnssssnsssee 100

1. EsTuDIO DE GENES ASOCIADOS A CARCINOMA DE ENDOMETRIO
ESPORADICOIllllllllllllllllllllllll............""""""""""""" 108

1.1 GENES SUPRESORES DE TUMORES ....cccvieieininrnrnniecacacasessnanas 108
1.1.1 ESTUDIO DEL GEN PTEN ....ccecuiiiiieiniriiiesnnniersssasarersssssasersrsssases 108
1.1.2 ESTUDIODEL GEN TP53 ....cieiiiiiiiiiiieniiiiieieieiiesnsaiersssesasersrsssases 119
1.1.3 ESTUDIO DEL GEN CDKN2A .....ccvieiiiiiiiiiiniiiiiiiissaiersssesasersrsssases 121
1.1.4 ESTUDIO DEL GEN CDHI......cccuvuvuimieieniiiniiiiiiniesesesasasasesessnsnnnnes 122
1.1.5 ESTUDIO DEL GEN PPP2RI1A ...ccovveiiiiiiiiiiiiiiniiesesesasasasesessnsnnnes 125
1.1.6 ESTUDIO DEL GEN ARIDIA ....cceiiieinieiiiieininiiiissasatersssssasersrsssaes 131

i 7 N © 11Tl 0 Tc] =\ = 137
1.2.1 ESTUDIO DEL GEN PIK3CA ...ccuiviiiieiiiiiiiiiiniieiiiietaiersssesasersrsssnses 137
1.2.2 ESTUDIO DEL GEN CTNNBI.......ccciviuieiiiiiiniiiiiiiniaiersssesasersrsssaes 141
1.2.3 ESTUDIO DEL GEN KRAS ....cciuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieiesesesasasassssssssssnes 141
1.2.4 ESTUDIO DEL GEN BRAF ....cciuiuiuinininiiniiisinieieiisesasasssassssssssssnnes 142
1.2.5 ESTUDIO DELGEN EGFR ....cccciuvuiuininieniiiiiniiieiisesasasasasssessssssnnes 143

1.3 IMMR GENES «cuiuiniieieieinietrissesatatasessssesasasasessssssssasasasasass 144
1.3.1 ESTUDIO DEL GEN HMLHI ....ccuvuvuvuieieniiiiiiiiiniinsesasasasasesessssnnnnes 144
1.3.2 ESTUDIO DEL GEN HMSH2 ......ccciiieiiiiiiiiiininiiiiiiiiieiissesasersrsssases 145
1.3.3 ESTUDIO DEL GEN HMSHG ......ccceveiniiiiiiiininiiiiiininieriinesasersrsssases 146

1.4 ANALISIS GLOBAL DEL ESTUDIO DE MIUTACIONES .....cuvererecacannns 146

2. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES (MSI).... 149
3. EsTuDIO DE OTRAS ALTERACIONES EN EL MECANISMO DE

REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS (MMR) ...... 152
3.1 ANALISIS DE GRANDES REORDENAMIENTOS CROMOSOMICOS EN Los
GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSHSG ....c.cceeeiniiiiiiiiiecriecnnenes 152
3.2 Estupio DEL ESTADO DE LA METILACION DE LOS PROMOTORES DE
Los GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSHSG......cccccvvvivirinrennnnees 156
4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS HISTONAS DESACETILASAS
(HDAC) 1, 2 Y 3 ceiiiiiiiiirereretnteeneneneneeecesecncncncncacacanes 159

5. ESTUDIO DE LA LONGITUD DE TELOMEROS.....cctctererererareness 164



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

indice
6. EsTuDIO DE LOS POLIMORFISMOS TERT-1327C>TY TERC-
(1 Ch Y P 166
7. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS RESULTADOS ..ccevvveeennennns 169

DISCUSION ..uuueeeereeesseccccnsscesssassssssssssssssssssscasses 173

1. EsTuDIO DE NUEVOS GENES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DEL

CARCINOMA DE ENDOMETRIO ESPORADICO ....ccveeenrencncennens 176
1.1 ELGENPPP2RIA ....ccucuiviviiiiiininiiiiecnitissacatenanes 177
1.2 ELGENARIDIA ....ccuceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiscisatiscennans 181
2. PERFILES MOLECULARES ASOCIADOS A LA CLASIFICACION CLiNICO-
(7. o] Ko T c] [ o 186
3. PERFILES MOLECULARES ASOCIADOS A LA CLASIFICACION POR
GRADOS HISTOLOGICOS ..ccvvvrrnrerurasenrnreresasasssrresasassssanes 190
4. PERFILES MOLECULARES ASOCIADOS A LA CLASIFICACION POR
SUBTIPOS HISTOLOGICOS ...uuvurnreruraresrnreresasasereresasasessanes 194
4.1 ADENOCARCINOMAS ENDOMETRIOIDES DE BAJO GRADO............ 194
4.2 ADENOCARCINOMAS ENDOMETRIOIDES DE ALTO GRADO............ 202
4.3 ADENOCARCINOMAS SEROSOS .c.eurerenrerasenrasasrerassnrasassasansnsans 204
4.4 ADENOCARCINOMAS DE CELULAS CLARAS...cccevrurerererecacasasnnens 206
4.5 ADENOCARCINOMAS IMIXTOS c.cururerurereresesasnsrrereresesasasassnness 207
4.6 CARCINOSARCOMAS....cturetererenrerarnsassnrasassesassssassssasassnnans 208
5. ANALISIS DE LOoS TELOMEROS EN TUMORES DE ENDOMETRIO
ESPORADICO....cuiiuiuinranenranenraseresesrasesresassesassossssesansans 212

CONCLUSIONES eeeeeeeeeeecccccccnncnsssssssssssssssssssssssses 217
BIBLIOGRAFIA c..cevvteeeeeenncnsssesscacssssssssssassssssssssses 221

ANEXOS «euueeeennnenssssssssscsscsssssssssssssssssssssssssssssses 200

1. GENES SUPRESORES DE TUMORES......cctvutrierinterceriacercnnans 255
O o = | N 255



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

indice

A 2 J 255
L.3CDKN2A ...eeeeeeeeeeeeeereereeseesnssassesssssssassassssssssssnssassnsens 255

0 N0 0 ] 256

LS5 PPP2RIA ..eeeeeeeeeeeeeeeereeeneessssnssassesssssssassessnsssssssnssassnsens 256

LB ARIDIA a.aeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeessssnssassesssssssassessssssssssnssnssnsens 257

2. ONCOGENES c.uuevteeeensseseensssesensssaseensssssensssssessssassenssasses 258

p B N =] 11 o 258

2.2 CTINNBI .cuaeeeeeeeeereeeeeeeeeeesessessssssnsassassessnssssassnssassnsans 258

p 3 (2 K Y 258

p N 2] Y 258

p Y 3 = - S 258

3. IMIMR GENES .eevteeeeeereeeensseesenssseseenssessenssssseannssassenssasnes 259
3 1 1 b R 259

L3 1KY & 259

3 31 K o [ 260
ANEXO 2 cuunerrieienereseenssessensssessensssssensssssssssssssensssssasnssassanss 261
1. ESTUDIO DE HMLHI Y HMSH2 ......ceeeeeeeereeiinnreeiannseenannes 263

2. ESTUDIO DE HMISHG .......ceeeeeeieriieiieiinreinrennrennsenscensennss 264
ANEXO 3 eiununiiiiiienereeeenssessennssessensssssensssssssnssassansssssasnssassanss 265
ANEXO 4 ..uiiiiiiiiiieeteeeeesesesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 268
ANEXO B iiiiiiiiiiiittiteteteteeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 272

ANEXO B vuenerriiinrreeeenssessennssessensssssensssssssnsssssansssssasnssassanss 276



INTRODUCCION




Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

Introduccion



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Introduccion

1. EL ENDOMETRIO: DEFINICION

El endometrio es un tejido de naturaleza mucosa que tapiza el cuerpo del Utero cuya
composicién varia de forma periddica dependiendo de los niveles de estrdgenos y
progestagenos ovaricos. Su produccion se inicia durante la menarquia y no cesa hasta la
menopausia ya que su principal funcién es la de preparar la mucosa para una posible
implantacion y anidacion del embrién. En caso de que no se produzca dicha fecundacion, el

endometrio se desprende de la cavidad uterina durante la menstruacion”.

El endometrio se encuentra altamente vascularizado y esta formado principalmente por un
estrato compacto, consistente en una capa superficial de epitelio columnar simple con células
ciliadas y secretoras, y un estrato esponjoso de glandulas endometriales que se desarrollan
como invaginaciones del epitelio superficial y que segregan moco. Ademas, existe un estroma
endométrico o estrato basal muy denso formado por tejido conjuntivo (figura 1). Durante la
menstruacion los estratos compacto y esponjoso se descaman disminuyendo su grosor desde

los 5 mm hasta los 0.5 mm?.
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Figura 1: Esquema de la pared uterina en la que se observan las dos capas principales: miometrio y
endometrio y sus divisiones segun estratos asi como los componentes mas importantes en cada uno de ellos.

Ademas del endometrio, el cuerpo del Gtero se compone de otras dos capas mas externas: el
miometrio 0 capa muscular y el perimetrio, capa serosa externa. De todas ellas, el endometrio
es la capa en la que se desarrollan la mayoria de los tumores del tracto genital femenino (figura
2).
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Figura 2: Esquema representativo de un corte vertical (izquierda) y foto real de un corte horizontal del utero
(derecha) en los que se observan las diferentes capas que lo componen.

2. EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

2.1 EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma de endometrio es el sexto tumor méas frecuente en la poblacion mundial

femenina con una tasa de incidencia del 4.8%, causando aproximadamente 74.000

muertes en el afio 2008° (figura 3).
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Figura 3: Gréaficos de sectores en los que se representan las tasas de incidencia de los principales
canceres a nivel mundial (izquierda) y en los paises industrializados (derecha) segun la Organizacion
Mundial de la Salud.

En el caso de los paises industrializados, la incidencia se incrementa hasta un 5.8%

convirtiéndose en el cancer ginecoldégico méas frecuente® (figura 3). Esta cifra aumenta con

los afios parece ser que debido a un incremento de la esperanza de vida, de la obesidad y

al uso de tamoxifeno en mujeres". El pico de incidencia se establece entre los 50 y 70

4



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Introduccion

afios de edad, concretamente la media de edad de diagndstico es 61 afios>°. En un 75%
de los casos se diagnostica en mujeres postmenopausicas y la mayoria de ellos son

esporadicos y tan sélo un 2-5% de los casos tienen un componente heredado®.

2.2 CLASIFICACION

2.2.1 CLinicOo-PATOLOGICA

Segun las caracteristicas clinico-patolégicas se ha propuesto un modelo dualistico en el cual
los tumores de endometrio esporadicos se dividen en dos grupos: los estrdgeno-dependientes
o0 carcinomas endometrioides y los no estrdgeno-dependientes o carcinomas no

endometrioides’.

Los carcinomas endometrioides o tipo 1 representan un 70-80% de los casos, generalmente
son de bajo grado y presentan un pronéstico favorable debido a su pronta deteccion y a su
sencillo tratamiento, pues en la mayoria de los casos la histerectomia resulta suficiente®®.
Aparecen en mujeres pre- y post-menopadusicas y coexisten o son precedidos por hiperplasias
complejas atipicas o hiperplasias endometriales. Este tipo de tumor expresa normalmente
receptores de estrogenos y progesterona'®*.

El restante 20-30% de los carcinomas de endometrio constituye el grupo de los no
endometrioides o tipo 2, considerados de alto grado y de peor pronésticolz. No suelen expresar
receptores hormonales y aparecen en mujeres de edades post-menopaudsicas sin haber
existido una estimulacién estrogénica previa™. Son agresivos, se detectan en estadios mas
avanzados y ocasionalmente aparecen poélipos endometriales o atrofia endometrial como

lesiones precancerosas.

La aparicion temprana de signos clinicos, como por ejemplo un sangrado o manchado uterino
anormal, y de sintomas como dolor al orinar, al tener relaciones sexuales o en el area pélvica
permiten que el carcinoma de endometrio sea diagnosticado en estadios tempranos, cuando el

1415 siendo en

tumor no ha invadido capas mas internas de la pared uterina (75% de los casos)
este caso la probabilidad de supervivencia a los 5 afios del 96%. Sin embargo, cuando el tumor
se vuelve agresivo y lleva a cabo una invasién miometrial y linfovascular, la probabilidad de

supervivencia disminuye aumentando el riesgo de recurrencia®®.
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2.2.2 HisToLOGICA

La clasificacion histolégica no soélo tiene en cuenta las caracteristicas clinicas sino

14,17

también el tipo celular y el grado del tumor Para ello se siguen los criterios y

recomendaciones establecidos por la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de 2003'. Dichos
organismos distinguen los siguientes tipos de carcinoma de endometrio seguln el grado de
diferenciacion celular:

- Grado 1: cuando el 5% o menos de las células poseen un crecimiento sélido no

escamoso ni morular.

- Grado 2: cuando entre el 6% y el 50% de las células presentan un crecimiento sélido

no escamoso ni morular.

- Grado 3: cuando mas del 50% de células tienen un crecimiento sélido no escamoso ni
morular.

Segun el tipo celular se clasifican en:

- Adenocarcinoma endometrioide:
o Variante con diferenciacién escamosa
o Variante papilar o villoglandular
o Variante secretora
o Variante ciliada

- Adenocarcinoma mucinoso

- Adenocarcinoma seroso

- Adenocarcinoma de células claras

- Adenocarcinoma mixto

- Carcinoma de células escamosas

- Carcinoma de células transicionales

- Carcinoma de células pequefias

- Carcinoma no diferenciado

- Sarcoma
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Excepto algunos tipos menos frecuentes, la mayoria son adenocarcinomas y los mas
comunes son los adenocarcinomas endometrioides que pueden ser de grado 1, 2 o 3. Al
resto de subtipos se les denomina no endometrioides y se consideran de alto grado (grado
3), estableciendo asi dos grupos con caracteristicas diferentes no sélo a nivel histoldgico

sino también a nivel molecular y clinico.

- Adenocarcinoma endometrioide: Es un tumor por lo general de grado 1 que representa
el 90% de todos los tumores epiteliales de endometrio. Las glandulas se encuentran
formando ramas en las que apenas interviene el estroma. Su prondstico suele ser
favorable'®. Dentro de este subtipo existen diversas variantes dependiendo de las

caracteristicas citologicas:

o Variante con diferenciacion escamosa: muestra areas con discreta
diferenciacion a epitelio escamoso en el 25 a 50% de los casos. Este evento
resulta atipico y no parece tener importancia en el comportamiento del tumor,

aunque podria indicar un mejor pronéstico®.

o Variante papilar o villoglandular: tiene por lo general caracteristicas bien
diferenciadas en el epitelio endometrial de los fondos papilares y suelen ser de
grado 2%

o Variante secretora: tiene una diferenciacién celular de moderada a buena y se
asemeja a etapas tempranas o medias de la fase secretora del ciclo menstrual.
Sus células manifiestan prominentes vacuolas supra y subnucleares que

22,23

contienen glucégeno y nucleos pequefios e hipercrométicos, caracteristica

por la que se diferencia del carcinoma de células claras.

o Variante ciliada: es aquella en la que la mayoria de sus células son ciliadas,
dando la apariencia del epitelio de las trompas de Falopio. Las diferencias

citologicas atipicas ayudan a distinguir estas lesiones del epitelio ciliado normal®*.

- Adenocarcinoma mucinoso: representa un 1% de todos los tumores uterinos y se localiza
en la endocérvix. Es un tumor raro, de bajo grado, cuyas células muestran mucina

2528 | a diferenciacion de este tumor con la

intracitoplasmética y tiene buen pronéstico
metaplasia mucinosa de endometrio suele representar cierta dificultad en el diagnéstico.
Este tipo de tumor exhibe proliferacion atipica del epitelio con estratificacion nuclear,
pérdida de polaridad celular, mitosis atipicas, arquitectura anormal de las glandulas con
prolongaciones, brotes glandulares, etc.”; por el contrario, la metaplasia mucinosa de

endometrio no presenta anormalidades en los nucleos o en la arquitectura celular.

- Adenocarcinoma seroso: representa un 10% de los tumores uterinos. Es una variante muy
agresiva en la que la morfologia epitelial se asemeja al carcinoma seroso de ovario y el

prondstico es probablemente peor que en el carcinoma de células claras. Este tipo de
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tumor tiene tendencia a extenderse ampliamente en espacios vasculares a través del
parénquima del Gtero y el miometrio®’ siendo habituales las colonizaciones del abdomen®,
aunque no depende de la profundidad de la invasién miometrial. Debido a este poder
invasivo, suelen registrarse casos con metastasis®’. Se compone de células redondas o de
tipo hobnail que cubren los nucleos papilares del estroma y que muestran prolongaciones
simples o complejas. Los ndcleos tienen ocasionalmente formas multinucleares, muchos de
ellos bizarros y con pocas mitosis atipicas. Todo esto permite considerarlos de alto grado.
Presentan frecuentes cuerpos psamamomatosos que a veces no estan asociados con
células las tumorales cuando aparecen calcificaciones®®. Los carcinomas endometriales
secretores de bajo grado sueles tener ciertas semejanzas a nivel superficial con los
carcinomas serosos, pero presentan nlcleos pequefios e hipercromaticos que
generalmente carecen de nucléolo, y citoplasma claro con vacuolas supra y subnucleares
que los diferencia®.

Adenocarcinoma de células claras: representa un 4% del total de los tumores uterinos y
es un tipo de tumor de alto grado con peor prondstico que el carcinoma endometrioide?.
Hay evidencias de que este tipo de tumores en fases tempranas de desarrollo son menos
agresivos que los carcinomas serosos en el mismo nivel de desarrollo®. El tumor esta
compuesto de células claras con glucégeno o células en forma de hornails que crecen en

laminas, acinos lineares, cistos o papilas23. No presenta una localizacién concreta.

Adenocarcinoma mixto: este tumor de mal pronéstico es una mezcla de carcinoma de
bajo y alto grado, con diferenciacién endometrioide y no endometrioide. Representan un
10% del total de tumores endometriales y el 25% de los de tipo 2.
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Figura 4: Cortes histologicos de diferentes tipos de carcinoma de endometrio. Imagen superior
derecha: adenocarcinoma endometrioide grado 1. Imagen superior derecha: adenocarcinoma
endometrioide grado 2. Imagen central izquierda: adenocarcinoma endometrioide grado 3. Imagen

central derecha: adenocarcinoma seroso. Imagen inferior izquierda: adenocarcinoma de células
claras. Imagen inferior derecha: Adenocarcinoma mixto.

- Carcinoma de células escamosas: es un tumor raro, de diferente grado de malignidad,
gue se presenta con secreciones y sangrados. Se localiza en la ectocérvix o en la vagina y
el diagnédstico suele ser dificil por biopsia ya que se puede confundir con epitelio

ectocervical normal®.

- Carcinoma de células transicionales: es otro tipo raro de carcinoma endometrial que se

asemeja a células transicionales de carcinoma de bazo®.

- Carcinoma de células pequefias: es un tipo de tumor agresivo que expresa marcadores
neuroendocrinos comunes® y muestra al microscopio electrénico granulos densos tipicos.
Histolégicamente es muy similar al carcinoma de células pequefias de otros tractos de
d6rganos femeninos, con nicleos hipercrométicos pequefios, un ratio nicleo/citoplasma alto
y patrones de cromatina nuclear distintivas®*. Los componentes del carcinoma de células
pequefias se pueden confundir con otra variante del carcinoma endometrioide pudiendo
confundirse con los carcinosarcomas®.

Existe otro tipo de tumores de endometrio, los sarcomas, que representan del 2 al 5% de
los tumores uterinos. Sus variantes mas frecuentes son los carcinosarcomas (tumores
Millerianos malignos mixtos), los leiomiosarcomas y los sarcomas del estroma. La variante

carcinosarcoma constituye el 50% de este tipo y son tumores formados por una mezcla de
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epitelio maligno, generalmente adenocarcinoma endometrioide, con un componente estromal.
Los elementos epiteliales y estromales estan separados. Un 16% son de bajo grado®. La
variante leiomiosarcoma representa el 30% de los sarcomas y se componen de grandes
regiones de musculo liso que generalmente no tienen bordes bien diferenciados y cuyas
células tienen abundantes mitosis atipicas. Por (ltimo, los sarcomas del estroma, constituye un
15% de los sarcomas; se caracterizan por su semejanza con el estroma endometrial con
células hipercromaticas pequefas, redondas o alargadas y que presenta frecuentemente varios

grados de atipia y gran actividad mitética®.

2.2.3 MOLECULAR

Ademas de existir unas caracteristicas clinico-patolégicas e histoldégicas que permitan
clasificar los diferentes tipos de carcinoma de endometrio, se ha observado que éstos
presentan unos perfiles moleculares que facilitan su clasificacién y tratamiento. En el caso
de los carcinomas endometrioides, con frecuencia aparecen mutaciones en los genes
PTEN, PIK3CA*, KRAS®®, CTNNB1%*, FGFR2*" y en genes implicados en el sistema de
reparacién de emparejamientos erréneos; por ello, también es frecuente la existencia de
inestabilidad de microsatélites (MSI)BS. Recientemente se ha observado un alto porcentaje
de mutaciones en los genes ARID1A (BAF250A)*°, PIK3R1*’ y PIK3R2*. En los tumores
tipo 2 0 no endometrioides es frecuente encontrar mutaciones en los genes TP53%%%,
CDKN2A*, CDH1***'  pérdidas de expresion de HER2/ERBB2*®* y EGFR/ERBB1*
acompafiados de pérdidas de heterocigosidad (LOH) en diferentes cromosomas *°.
Estudios recientes han hallado un alto porcentaje de mutaciones en los genes

PPP2R1A%, CHD4 y FBXW7°?, asociados principalmente a carcinomas tipo serosos.

2.3 DESARROLLO DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

Desde el punto de vista histolégico, el carcinoma de endometrio se origina en el
revestimiento epitelial uterino y puede limitarse a esa capa o puede llegar a infiltrar el
miometrio y el perimetrio, pasando a un estado mucho mas avanzado y de peor
prondstico. La capacidad de infiltracion esta normalmente relacionada con el grado de
diferenciacion celular. Cuanto mas diferenciadas las células, mas posibilidad de que el
tumor no progrese a capas mas profundas y se limite a la superficie epitelial. Sin embargo,
los menos diferenciados pueden llegar a invadir el miometrio y continuar la invasion al
cérvix, vagina, vejiga y recto aumentando la probabilidad de invasidon ganglionar y

consecuente metastasis?’.
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Desde el punto de vista molecular, la aparicién de un carcinoma endometrial es debida a
la acumulacién de mutaciones en genes supresores de tumores, genes implicados en la
reparacién del DNA y oncogenes; sin olvidar el papel fundamental que juega la
epigenética. Este modelo de progresién tumoral como consecuencia de la acumulacién de
alteraciones moleculares ya fue explicado por Vogelstein en 1988 refiriéendose al cancer

colorrectal®®:

- Varias de las alteraciones genéticas que aparecen en los tumores endometriales se
encuentran también en las hiperplasias atipicas, que son las lesiones precursoras

inmediatas de la mayoria de ellos.

- Se encuentra un mayor numero de alteraciones genéticas en los tumores bien

diferenciados en comparacion con las lesiones precursoras inmediatas.
- El nimero de alteraciones genéticas aumenta con el grado del tumor.

- En el tumor se encuentra un niumero de aberraciones cromosémicas cada vez mayor

en comparacion con la hiperplasia atipica.

Por tanto, en el carcinoma de endometrio, dependiendo de la naturaleza de estas
alteraciones, la progresion del tumor sera diferente llegando a diferenciarse dos tipos con

caracteristicas clinico-patoldgicas diferentes (figura 5).
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Figura 5: modelos de progresién tumoral diferenciada dependiendo de las alteraciones moleculares
producidas en el transcurso del proceso. Imagen izquierda: Formacién de tumores endometrioides grado 1,
grado 2 y grado 3 por la aparicién de mutaciones en el gen PTEN, inestabilidad de microsatélites, mutaciones
en KRAS y en menor medida mutaciones en HER2, TP53, CTNNB1 y pérdidas de expresion de receptores
hormonales. Una via alternativa podria dar lugar directamente a carcinomas endometrioides de grado 3 por la
aparicién de mutaciones en el gen TP53 y la amplificacién de los genes que codifican los receptores HER2/neu.
Imagen derecha: Formaciéon de adenocarcinomas de endometrio tipo serosos por mutaciones en el gen TP53,
principalmente, acompafiadas por pérdidas de heterocigosis, mutaciones en CDH1, CDKN2A, HER2 y pérdida
de expresion de receptores hormonales. NE: endometrio normal; EH: hiperplasia endometrial sin atipia; AH:
hiperplasia endometrial atipica; EIN: neoplasia endometrial intraepitelial; EC: carcinoma endometrioide (grados
1-3)*,

Sin embargo, determinados tipos histolégicos de carcinoma de endometrio no poseen
unas caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares diferenciadas sino bastante
heterogéneas. Es el caso de los carcinomas mixtos, los endometrioides grado 3 y algunos

carcinosarcomas. Puede considerarse que algunos tumores tipo 2 se originan a partir de

los de tipo 1 y de ahi su heterogeneidad (figura 6). Se sugiere por tanto que dichos tipos
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de tumor deben ser estudiados en profundidad y considerados como grupo aparte a la

hora de su tratamiento.

PERFIL
INTERMEDIO

“Carcinoma

idometrioide grado 3

Carcinosarcomas

jorara el sistema de clasifica

Figura 6: modelo de clasificacién de los carcinomas de endometrio por sus caracteristicas moleculares,
proponiendo a los endometrioides grado 3, carcinosarcomas y carcinomas mixtos como grupos con
caracteristicas moleculares intermedias entre los tipo 1y los tipo 2%,

2.4 FACTORES DE RIESGO

2.4.1 EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO HEREDITARIO

La mayoria de los tumores de endometrio son esporadicos y tan sélo entre un 2% y un
5% de los casos son heredados. El carcinoma de endometrio familiar se encuentra
asociado a mutaciones en genes del mecanismo de reparacibn de emparejamientos
erréneos del DNA (MMR) hMLH1, hMSH2, hMSH6 y hPMS2 y deleciones en el gen
EPCAM cuando se encuentran asociadas al Sindrome de Lynch®®. Por otra parte,
mutaciones germinales en el gen PTEN se asocian al Sindrome de Cowden y pueden

asociarse con carcinoma de endometrio.

El sindrome de Lynch, también denominado cancer hereditario colorrectal no polipdsico
(HNPCC), es una enfermedad autosémica dominante que se manifiesta con la mayoria de
los tumores de endometrio no esporadicos ya que es caracterizada por un elevado riesgo
de padecer cancer colorrectal y cancer de endometrio. En el caso de los varones, el riesgo

de presentar cancer colorrectal es mayor que en el de las mujeres (80% frente a 40-
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60%)°°. Sin embargo, en las mujeres, el cancer de endometrio asociado a Lynch adquiere
una elevada importancia, ya que el riesgo de desarrollarlo es incluso mayor que el del

cancer colorrectal®®®°,

En mujeres con mutaciones en los genes hMLH1 y hMSH2, el
riesgo de padecer carcinoma de endometrio es de un 40 a 60%°"*%; sin embargo, ser
portador de mutaciones en el gen hMSH6 aumenta esta probabilidad a un 71% a una edad
de aproximadamente 70 afios®. Todas estas alteraciones producen deficiencias en la
reparacion del DNA, haciendo que aumenten las mutaciones en otras regiones y aparezcan,
entre otras, secuencias microsatélites con expansiones 0 acortamientos. Este fendmeno,
llamado inestabilidad de microsatélites o MSI, también constituye una herramienta de

diagnéstico para determinar deficiencias en el sistema MMR®".

El sindrome de Lynch también se asocia a la aparicién de otros tipos de tumores como el
renal, pelvis, ovario, estbmago, intestino delgado y uretra pero en un porcentaje mucho
menor®%. Actualmente no existen datos que sugieran que el pronéstico de las mujeres que
presentan carcinoma de endometrio asociado a sindrome de Lynch sea mejor o peor que

el de las mujeres que presentan carcinoma de endometrio esporédicoS5.

El sindrome de Cowden es una enfermedad hereditaria compleja caracterizada por la
apariciéon de lesiones malignas y benignas denominadas harmatomas que afecta a todos
los tejidos derivados de las tres capas germinales, principalmente a la mama, el tiroides,
el utero, el cerebro y los tejidos mucocutaneos®®. Afecta a 1 de cada 200.000 individuos y
se asocia en un 80% de los casos con mutaciones germinales en el gen PTEN®*. En un 5-
10%°%°° de los casos aparece asociado a carcinoma de endometrio pero lo mas frecuente

63,66

es encontrarlo asociado a cancer de mama en un 25-50% o0 en menor medida al

cancer de tiroides (10%)°*°°.

2.4.2 EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO ESPORADICO

El principal factor de riesgo asociado al desarrollo del carcinoma de endometrio
esporadico es la exposicion hormonal, tanto exdgena como endégena. Las hormonas
promueven la proliferacién celular e inhiben la apoptosis y por ello los carcinomas
endometrioides se encuentran estrechamente asociados a ellas, observandose una
sobreexpresion de los receptores de estrdgenos (ER) y progesterona (PR). En los no
endometrioides no se ha observado una expresion anémala de dichos receptores, siendo
en la mayoria de los casos negativa o débil'’. Se han descrito otros dos grupos de
factores que pudieran también relacionarse con la aparicién del tumor: por una parte
variaciones fisioldgicas como el sobrepeso, la nuliparidad, la menarquia temprana o la
menopausia tardia, y por otra ciertos estados de enfermedad como la diabetes mellitus, la
hipertensién, el sindrome del ovario poliquistico y tumores en otros lugares como en la

mama y el ovario®",
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3. PATOGENESIS MOLECULAR DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

ESPORADICO

3.1 FACTORES GENETICOS

3.1.1 Via PI3K-AKT-MTOR

La ruta de sefializacion molecular en la que participan PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha) y PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome 10), resulta de elevado interés por ser una de las posibles dianas

terapéuticas para el tratamiento del carcinoma de endometrio esporadico.

PTEN es uno de los genes supresores tumorales mutados con mas frecuencia en el
cancer de endometrio y en otros tumores como los glioblastomas o el cancer de prdstata.
También denominado MMAC1 o TEP1, fue clonado por primera vez en 1997 localizandose
en la region 10923.3, donde ya anteriormente se sospechaba la existencia de un gen
supresor tumoral al ser una regién frecuentemente mutada o delecionada en diversos

tipos de tumores®>"°.

Este gen codifica una proteina altamente conservada de 403 aminoacidos y masa
molecular aproximada de 47 kDa, miembro de la gran familia de las proteinas tirosina
kinasas. Consta de cinco dominios: el dominio fosfatasa que se localiza en el extremo N-
terminal y consta de un motivo critico IHCKAGKGRTG, encargado de desfosforilar
dominios Tirosina, Treonina y Serina de otras proteinas asi como la posicion 3 del
fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3); en la parte central se encuentra el dominio C2 de
union a la membrana plasmatica que parece orientar al dominio catalitico de forma
apropiada para la interaccion con PIP3™; las secuencias PEST ricas en aminoacidos
Prolina, Glutamato, Aspartato, Serina y Treonina importantes para el reconocimiento del
proteosoma y la consecuente degradacion de la proteina; y en el extremo C-terminal se
sitia el dominio PDZ que permite a PTEN unirse con proteinas de andamiaje que
contienen también dominios PDZ, asi como una region que se encuentra sometida a una
regulacion por fosforilacién y defosforilacion en residuos Serina y Treonina que cambian la
estabilidad y actividad de PTEN (figura 7)72. Una de las enzimas que parece estar
implicada en este proceso de regulacion es la protein kinasa CK2 que modula la

estabilidad de PTEN mediante degradacion por proteosoma”.
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Figura 7: Esquema de la proteina PTEN en el que se observan los diferentes dominios y motivos asi
como los amino&cidos que comprende cada uno de ellos.

El dominio catalitico de PTEN comparte cierta homologia con proteinas del citoesqueleto
tales como la tensina y la auxilina, encargadas del transporte sinaptico de vesiculas, por lo
gque que en su momento se sugiri6 la existencia de una relacién entre PTEN y los

procesos de invasion celular y metastasis®®’*" ",

El gen PIK3CA se localiza en el locus 3926.32 y estd compuesto por 21 exones de los
cuales 20 son codificantes. Codifica la subunidad p110a que ejerce la funcién catalitica
del complejo heterodimero PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), mientras que la funcién
reguladora la lleva a cabo la subunidad p85. La proteina pl110a estd formada por cinco
dominios: un dominio adaptador de unién (ABD); un dominio de union a RAS (RBD); un
dominio C2, por el que establece uniones con otras proteinas y lipidos, entre ellos los lipidos de
membrana; un dominio helicoidal cuya funcion es servir de puente entre el dominio C2 y

kinasa, y un dominio catalitico kinasa (figura 8)"°.
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Figura 8: Esquema de la proteina PIK3CA en el que se observan los diferentes dominios y motivos que
la componen. ABD: dominio adaptador de uni6én; RBD: dominio de unién a RAS.

La proteina pertenece a la clase 1A de las PI3K, activadas por receptores tipo tirosin-
kinasa, receptores asociados a proteina G y a algunos protooncogenes como RAS.
Cuando PI3K est4 activada es capaz de fosforilar, utilizando ATP, el fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) y convertirlo en PIP3’’ que recluta en la membrana a proteinas con
dominios homologos a la plecstrina (PH) como PDK1 y AKT. Este proceso es inhibido por
PTEN, el cual revierte la reaccion sirviendo de regulador y equilibrando la cantidad de

PIP3 presente en el citoplasma76.

Cuando AKT se encuentra reclutada en la membrana plasmatica es activada mediante
fosforilacion de sus residuos de Serina y Treonina en las posiciones 308 y 473
respectivamente. Una vez activada, AKT inicia la cascada de sefalizacion que conlleva la
activacion de numerosos factores de transcripcion con dominios Forkhead tales como AFX,
FKHR y FKHRL1® relacionados con la supervivencia celular, los cuales se traslocan desde el
nacleo al citoplasma evitando su actividad sobre la transcripcion de genes como FAS-1,

IGFBP1 y BIM. Una vez en el citoplasma, estos factores de transcripcion son secuestrados por
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la proteina 14.3.3. Asimismo, la activacion de la proteina GSK-3f por AKT Yy la fosforilacion de
sus sustratos regulan la sefalizacion celular de la proteina mTORCL1, la cual actla sobre
diferentes efectores regulando diversos procesos celulares como el crecimiento celular, el
metabolismo, la proliferaciéon, la supervivencia, la migracién, la apoptosis y la

angiogénesis (figura 9)°.

AKT también activa otros factores de transcripcion relacionados con proliferacion, apoptosis
supervivencia celular y otros mecanismos de la tumorigénesis, convirtiéndola, por tanto, en una
molécula clave en los diferentes mecanismos celulares cuya desregulacion implicaria graves
consecuencias para la célula ya que se veria involucrada en procesos de crecimiento y
proliferacion descontrolados. En la actualidad se utilizan farmacos inhibidores de los
principales componentes de esta ruta que, combinados con tratamiento hormonal, parecen

tener un buen resultado en el tratamiento del carcinoma de endometrio.
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tyrosine kinase
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Figura 9: esquema de la integracion de diferentes rutas de sefializacion celular destacando la
constituida por PI3K, PTEN y AKT y la ruta de las RAS-RAF-MEK-ERK ambas con mTORC y receptores

de estr6genos como efectores comunes’.

Tanto el gen PTEN como el gen PIK3CA aparecen mutados en el carcinoma de
endometrio esporadico. Las mutaciones en PTEN parecen ser uno de los principales factores
desencadenantes del desarrollo tumoral en hasta un 80% de los casos de tipo endometrioide,

8081 | as mutaciones

siendo el gen mas frecuentemente mutado en este tipo de tumores
encontradas en el gen PTEN comprenden alteraciones de cambio de aminoacido (missense),
mutaciones sin sentido (nosense), deleciones e inserciones que alteran la fase de lectura
(frameshift), mutaciones silenciosas, y mutaciones que alteran el proceso de splicing. La
frecuencia de las mutaciones tipo missense en PTEN es mas elevada que en otros genes
supresores de tumores a excepcién del gen TP53. Aunque las mutaciones nosense y missense

han sido encontradas en los nueve exones de PTEN, las mutaciones de tipo missense tienden
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a agruparse en la regién de los dominios catalitico fosfatasa y C2 codificados por los exones 5,
6, 7 y 8. Estas mutaciones pueden disminuir la actividad inositolfosfatasa de PTEN y se
asocian con mayor afinidad tumoral mientras que las mutaciones localizadas fuera de estos
exones, es decir, fuera de los dominios implicados en la actividad fosfatasa y de unién a

proteinas y lipidos, se asocian con una mayor supervivencia de las pacientesgz.

El gen PIK3CA también aparece mutado con frecuencia en el carcinoma endometrial y
con mayor frecuencia en los dominios hélice (exén 9) y kinasa (exén 20), aunque también
se pueden hallar en los exones del 1 al 7. De hecho, la via PISK/AKT/mTOR es la mas
afectada en el carcinoma tipo endometrioide estando mutada en un 80% de los casos
incluyendo mutaciones en los genes PIK3R1 (p85a) (43%), PIK3CA (36%) y PTEN (37-
61%), amplificacion de PIK3CA (7-33%), metilacidon del promotor o pérdida de expresiéon
de PTEN (35-50%) y raramente mutaciones en AKT (2%) y PIK3R2 (p85fB) (5%). De todas
ellas, las mutaciones en PTEN son las mas frecuentes y parecen no ser redundantes con

las presentes en PIK3CA ya que coexisten en muchos casos>*4%8081.83:87

. Se postulan
diferentes hipétesis para explicar este hecho; por una parte la ruta de sefializacion PI3K-
AKT-mTOR podria requerir mas de una sefial desreguladora para su sobreactivacion y
desarrollo del tumor. Por otra, recientemente se ha observado que PTEN muestra
funciones independientes de la ruta AKT e incluso de su actividad fosfatasa, pudiendo
interaccionar con otros factores jugando un papel importante en el mantenimiento de la

integridad genémica®®°

. También se ha observado, en las hiperplasias con y sin atipia
(20-27%)°°°" y en las neoplasias intraepiteliales (55%)?, lo que sugiere que las mutaciones
en el gen PTEN son un evento que ocurre en etapas tempranas del desarrollo del

carcinoma endometrioide.

En los carcinomas no endometrioides la ruta PIK-AKT-mTOR aparece alterada con
menos frecuencia, aproximadamente un 40% de los casos, y la incidencia de mutaciones
en los genes PTEN y PIK3CA es menor que en los carcinomas endometrioides (5-13% y

30-35% respectivamente) >,

3.1.2 Via RAS-RAF-MEK-ERK

Los genes KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) y BRAF (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B1) codifican dos proteinas envueltas en la ruta de

sefalizacion de las MAP kinasas.

KRAS es una proteina de pequefio tamafio (21kDa) perteneciente a la subfamilia de las
GTPasas RAS. Esta familia contiene cuatro miembros que se diferencian principalmente en su
extremo C-terminal: HRAS, NRAS, KRAS4A y KRAS4B. Estas dos Ultimas son dos isoformas

producto de un splicing alternativo de su mRNA en la secuencia del gen KRAS que codifica el
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extremo carboxiterminal de la proteina y que se expresan de forma diferencial en los distintos
tejidos. En la literatura, cuando se menciona KRAS en realidad se esta refiriendo a la isoforma
KRAS4B (figura 10)**.

Hypervariable
_ region

G domain

P loop Switch | Switch Il

B 61
1 c\(jlé » 38 59\‘5‘7 8 165 189
wres [T ] L] l
X | =88 8 I |
CC ous
n_nB 61
1 ; 189
NRAS [ - |
C CVWM
B )
T 1 % 189
KRAS4A l [
C am
n B 6
[T Ay 188

KRAS4B | [ ‘
81w —

KKKKKK  CVIM

Figura 10: Esquema de las proteinas integrantes de la familia RAS en el que se observan los diferentes
dominios que la componen destacando los codones 12, 13 y 61 donde se han detectado las mutaciones
patogénicas descritas hasta el momento en cancer esporadico®.

El extremo N-terminal comprende los residuos del 1 al 165 y en él se encuentra el dominio G,
con una estructura comun altamente conservada. El extremo C-terminal diferencia a unas
isoformas de otras constituyendo la region hipervariable de la familia de las RAS. Contiene
aminoacidos especificos para las modificaciones postranscripcionales que se van a producir y
que van a mantener a las proteinas citosélicas ancladas a la membrana celular. KRAS, al igual
que el resto de las proteinas RAS, es farnesilada en el motivo terminal CAAX, en el que C es
una Cisteina, A es un aminoacido alifatico y X es cualquier otro aminoacido. Pero ademas, a
distincion de las demas, contiene una zona rica en Lisinas que forman uniones ionicas con las

cabezas cargadas negativamente de los lipidos de la membrana celular (figura 10)*.

La proteina KRAS se activa cuando interacciona con una molécula de GTP, reaccion
facilitada por unas moléculas denominadas GNEFs, las cuales se encargan de abrir el sitio de
unién a GTP. La proteina RAS activada desencadena una cascada de sefializacion intracelular
que envuelve a diferentes moléculas, muchas de ellas kinasas. Cuando RAS hidroliza GTP a
GDP, gracias a su actividad GTPasa y estimulado por los reguladores negativos GAPs, se

desactiva y la sefal cesa™.

KRAS actia cuando existe una sefial emitida por receptores de superficie, proteinas G
heterotriméricas o integrinas al interior de la célula. Por ejemplo, es conocido el mecanismo
desencadenado a través de EGFR, cuya fosforilacion en el dominio intracelular activa la unién
de moléculas intermediarias/adaptadoras tales como GRB2 o0 SHC que a su vez reclutan GEFs

%4997 Entonces KRAS activa de forma directa dos

como SOS1 a la membrana celular
moléculas fundamentales: RAF kinasa, principalmente, y PI3K, en menor medida, asociadas a
las rutas MAPK y PI3K/AKT respectivamente® . De forma adicional, KRAS-GTP también
interacciona con GEFs para la activacion de pequefias GTPasas como RAC y RAl interviniendo

en la modulacidn de la dinamica del citoesqueleto y del trafico vesicular (figura 11)94'98’99.
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Figura 11: Activacion de RAF y PIK3CA por parte de la proteina RAS como respuesta a la activacion del
receptor EGFR. Se observa también la activacion de algunas GTPasas como son RAC y RAIl encargadas
de la modificacién del citoesqueleto y trafico de vesiculas®®.

El gen KRAS se localiza en el locus 12p12.1 y consta de 6 exones. Las mutaciones somaticas
observadas hasta el momento en la familia de los genes RAS sobreactivan a las proteinas y
aparecen en un 30% de los canceres humanos. KRAS se halla mutado de forma somatica
prevalentemente en cancer de pancreas, colorrectal, endometrio, tracto biliar, pulmon y cervical
asi como en enfermedades mieloides. En la mayoria de los casos se trata de mutaciones tipo
missense localizadas en los codones 12 y 13 principalmente (exén 2) y en el 61 (exén 3) con

una menor frecuencia*®*

. Estos cambios confieren resistencia a las GAPs lo cual hace que la
proteina quede permanentemente unida a GTP, y por tanto, activa'®®; como consecuencia se
produce una desregulacion en el crecimiento, supervivencia y diferenciacion de la célula. Se
han descrito mutaciones en otros codones en la linea germinal del desarrollo de enfermedades

tales como el Sindrome de Noonan y el Sindrome de Costello™

En el carcinoma de endometrio el porcentaje de aparicion de mutaciones en el gen KRAS es

% siendo mas

bajo (14%), destacando su distribucion diferencial segun el tipo de tumor™
frecuente encontrarlo mutado en los tipo 1 (18%) aunque también se ha observado alterado en
un 3% de los carcinomas tipo seroso™®. Las mutaciones en el gen KRAS se han asociado con
mal pronéstico independientemente de la edad de la paciente'®. Estas mutaciones parecen
producirse en estadios tempranos de la tumorigénesis ya que se han observado en

hiperplasias endometriales atipicas™*®"%.

El gen BRAF se localiza en el locus 1734 y estd compuesto por 18 exones. Codifica la
proteina serina/treonina kinasa BRAF componente también de la via de las MAPK y activada
por RAS. Esta formada por tres dominios de los cuales el primero de ellos contiene el sitio de

unién a RAS seguido de una region rica en Cisteinas; el segundo dominio estd compuesto por
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un alto niumero de residuos de Serina y Treonina que se fosforilan para su funcién bioldgica; en
el tercer dominio reside su funcién kinasa y esta flanqueado por una region rica en glicinas y un

segmento de activacion'®.

La proteina BRAF forma parte de la familia de las RAF serina/treonina kinasas junto con otras
dos isoformas: ARAF y CRAF. Las tres isoformas comparten el mismo dominio N-terminal,
cuya actividad es reguladora y se encarga de inhibir el dominio C-terminal kinasa. Cuando RAS
se une a ese dominio N-terminal, cesa la inhibicion y RAF fosforila al siguiente componente de
la cascada de sefalizacion: MAPKKK. Mientras que BRAF posee dos sitios de activacién
kinasa, ARAF y CRAF presentan 4; de esta forma resulta mas facil sobreactivar a BRAF con la

aparicién de una sola mutacién (figura 12)**°.
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Figura 12: Esquema de las proteinas integrantes de la familia RAF en el que se observan los diferentes
dominios que la componen y los aminoéacidos que integran cada uno de ellos.

La activaciéon de la MAPKKK por parte de BRAF desencadena la fosforilacién y consecuente
activacion de MEK1 y MEK2 que catalizan la activacion de las kinasas ERK1 y ERK2 y su
traslocacion al ndcleo. Una vez alli, estas dos moléculas fosforilan diversos efectores nucleares
y citoplasmaticos envueltos en una gran cantidad de procesos celulares tales como la
proliferacion celular, la supervivencia, la diferenciacion, la motilidad y la angiogénesis (figura
11)111-113

Las mutaciones en el gen BRAF suelen ser tipo missense y aparecen con una gran
frecuencia en algunos tipos de tumores humanos como los melanomas malignos (39%), el

cancer de tiroides (38%) y el carcinoma colorrectal (12%)%.

Las mutaciones suelen agruparse en la region rica en residuos de glicina codificada por el
exon 11 y en el segmento de activacion codificado por el exdén 15. Como consecuencia, se
genera una proteina que induce una constante activacion de ERK, promoviendo el paso de la

fase G1 a S en el ciclo celular, y un aumento en la proliferacion celular™.

Entre todas las mutaciones descritas hasta el momento cabe destacar el cambio de una
Timina por una Adenina en la posicién 1799 (c.1799T>A) localizada en el exén 15 del gen que
da lugar a una sustitucién en el codén 600 de una Valina por un acido Glutamico (V600E). Esta
mutacion aumenta diez veces la actividad kinasa de la proteina y su prevalencia es mayor en

algunos tipos de cancer como el melanoma'*® y el carcinoma papilar de tiroides™'®. No
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obstante, la aparicion de esta mutacién en carcinoma de endometrio esporadico es poco

117

frecuente™". En general, las mutaciones somaticas en los exones 11 y 15 de BRAF no son muy

comunes en el carcinoma de endometrio (1-4%) 0104118119,

No se han descrito mutaciones concomitantes en los loci de los genes KRAS y BRAF lo que
apunta a que estas mutaciones pudieran ser redundantes en los efectos que provocan y que,
por tanto, so6lo seria necesaria la alteracion en una ellas para conducir a la célula hacia la

tumorigénesis'*®*%.

3.1.3 Via WNT

La ruta Wnt (Wingless-Int) regula procesos tales como proliferacion, diferenciacion y polaridad
celular. Las sefales de Wnt desencadenan cascadas de transduccion intracelular al interactuar
con receptores especificos en las membranas celulares. La cascada mas estudiada es la que
implica a Frizzled y a B-catenina'®’. En ausencia de Wnt, la B-catenina forma un complejo
citoplasmatico con las proteinas AXIN1, AXIN2, APC, CSNK1Al y GSK-3B que promueven su
fosforilaciéon en los residuos de Serina y Treonina de su dominio N-terminal y por tanto su

ubiquitinacion y posterior degradacion via proteosoma'®

. Cuando Wnt esté presente, se une a
los receptores Frizzled (Fz) y los coactivadores LRP activan las proteinas Dishevelled (Dsh)
que inhiben el complejo que activa la ubiquitinacién de la B-catenina evitando su degradacion y
facilitando su acumulacién en el citoplasma, lo que promueve su traslocacién al nacleo de la
célula donde actia como coactivador de factores de transcripcion de la familia TCF/LEF

liderando la activacion de genes de respuesta de la ruta Wnt (figura 13)*%.
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Figura 13: Ruta de sefializacién Wnt. A) Cuando no se produce una sefializacion Wnt-FDZ, la proteina B-
catenina se une al complejo citoplasmatico formado por GSK-3beta, Axina y APC que la fosforilan y marcan
para su ubiquitinacion, por la TrCp- ubiquitin ligasa, y posterior degradacion. B) Activacién de la ruta Wnt por
unién del ligando Wnt al receptor FZD con el consecuente secuestro de la proteina Axina y disgregacion del
complejo de unién a B-catenina que no es degradada. Por tanto B-catenina acumulada en el citoplasma es

trasladada al nticleo de la célula donde se une a TCF/LEFs activando la transcripcién de diversos genes'®.
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En el carcinoma de endometrio, la ruta Wnt se ve principalmente afectada por
alteraciones en la proteina B-catenina (cadherin-associated protein beta 1), codificada por el

gen CTNNBL1 que se localiza en la regién cromosdmica 3p22.1 y consta de 15 exones.

La proteina B-catenina posee un peso molecular de 88 kDa y contiene 781 aminoacidos.
Ademas de jugar un papel muy importante en la ruta de sefializacion intracelular Wnt, también
intermedia la interaccion entre cadherinas y el esqueleto de actina participando en la sefial de

inhibicién de la division celular cuando la capa del epitelio esta formada™*.

El gen CDH1 se sitla en el cromosoma 16g22.1 en un clUster con otros genes
codificantes de cadherinas®*. Su longitud es de aproximadamente 98 Kb repartidas en 16
exones, todos ellos codificantes. Codifica la proteina E-cadherina, una glicoproteina
transmembrana dependiente de ca”* que pertenece a la superfamilia de las cadherinas
las cuales se expresan en la mayoria de las células epiteliales y cuya principal funcién es
el mantenimiento de la polaridad y la diferenciacion celular tanto durante el desarrollo del

organismo como en la vida adulta'®**?’.

La E-cadherina tiene un peso de 120 KDa y se compone de 883 aminoacidos
organizados en tres dominios estructurales fundamentales: un dominio citoplasmatico de
unos 150 aminoacidos, un dominio transmembrana y un dominio extracelular de unos 550
residuos que contiene 5 dominios cargados negativamente, repetidos en tandem,
denominados EC1-EC5, muy conservados y exclusivos de las cadherinas. La Unica forma
de estabilizar su unién con otras células o con la misma es a través de la unién de Ca®" a

los 5 dominios*?® 1%

El dominio citoplasmatico de la E-cadherina interacciona con las a-, B- y y-cateninas. A
través de la a-actina se une al citoesqueleto de actina y gracias a la unién con la p120-
catenina queda estabilizada su unién a la membrana celular previniendo su degradacién

mediante endocitosis (figura 14)***%,
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Figura 14: Complejo formado por la interaccién de la proteina transmembrana E-cadherina, en la que se
observan los dominios extracelulares (EC) cuya unién a Ca? permite su homodimerizacion, y la B-

catenina que media la unién con la a-catenina y permite el reclutamiento de una gran cantidad de

protefnas del citoesqueleto®.

La estabilizacion del complejo cadherina-catenina y su unién con el esqueleto de actina forma

un complejo esencial para la inhibicion de la motilidad de las células epiteliales e interviene en

la homeostasis de la arquitectura tisular™>>"3°,

Se ha observado una disminucién o ausencia de expresion de la E-cadherina en diferentes
tipos de tumores que se ha relacionado con la pérdida de cohesién intercelular. Este proceso

precede a cambios de motilidad de las células tumorales, lo que facilita la progresion tumoral,

137 Es el caso del

138,139

la invasion y la metéstasis y, por tanto, un peor prondstico de la enfermedad
carcinoma de endometrio, pero mas concretamente de los tipos seroso y de células claras
aunque mecanismo no se conoce ya que las mutaciones sométicas en CDH1 son poco
frecuentes'®. Las pérdidas de heterocigosidad, mas frecuentes en los carcinomas no

139

endometrioides (57%) que en los endometrioides (22.5%) " y la hipermetilacién de su

promotor, habitual en ambos casos (21-40%), pueden estar relacionados con esta pérdida de
expresion™*t1*2,

Sin embargo, son frecuentes las mutaciones somaticas en el gen CTNNB1 en tumores de
endometrio de tipo endometrioide (45%)36’143. Las mutaciones encontradas hasta el momento
en tumores se localizan en el exén 3, son de tipo missense y modifican los residuos de Serina y
Treonina claves en la regulacibn de su degradacién. Las mutaciones producen una
estabilizaciéon y acumulacién de la B-catenina en el citoplasma con su consecuente traslocacion
al nucleo celular, facilitAndose asi la sobreexpresion génica y un aumento en la proliferacion

121,122

celular y el crecimiento de la célula . Parece ser que en el carcinoma de endometrio estas

alteraciones se producen en etapas tempranas de la patogénesis del tumor, habiéndose
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observado en el componente escamoso de hiperplasias con atipia y en las neoplasias

endometriales intraepitelialesl44’145.

3.1.4 OTROS GENES IMPLICADOS EN LA PATOGENESIS DE LOS TUMORES DE

ENDOMETRIO ESPORADICO

3.1.4.1 TP53

TP53 es un gen supresor de tumores que codifica una proteina con un gran potencial
inhibidor del crecimiento celular y cuya pérdida de expresion y funcién supone un paso

importante en el proceso de transformacion tumoral.

El gen TP53 mide aproximadamente 20 kb y se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 17 (17p13). Esta compuesto por 11 exones de los cuales el primero no es

codificante y se ubica a 8-10 kb del exén 2'*°.

La proteina p53, altamente conservada en la evolucion, consta de 393 aminoAcidos
presentando diferentes dominios con actividad funcional. En el extremo amino terminal residen

147 Este dominio de transactivacion

un dominio de actividad transcripcional y un dominio SH3
interactda con factores de transcripcion, acetiltransferasas y la proteina MDM2, que regula su
concentracion celular*®®. Por otra parte, el dominio SH3 es esencial para la unién de p53 con
SIN3 que la protege de la degradacién“g; la parte central de la proteina estd compuesta
principalmente por el dominio de union a DNA y en el extremo carboxilo terminal se sitdan
secuencias de localizacion y exportacion nuclear (NLS y NES), un dominio de regulacion y un

dominio de tetramerizaciéon**.

Existen 5 regiones en la proteina altamente conservadas numeradas del | al V: 12-23, 117-
142, 171-181, 234-258 y 270-286. Cuatro de ellas se encuentran contenidas en el dominio
central (del Il al V) y la restante (I) en el dominio N-terminal. Estas zonas son cruciales para que
la proteina p53 lleve a cabo sus funciones y suelen coincidir con los llamados “puntos
calientes” que son los residuos donde se han descrito la mayoria de las mutaciones en TP53
(figura 15)150’151.
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Figura 15: Esquema representativo de la proteina p53 en el que se observa en la parte superior la proteina y
sus distintos dominios funcionales, y en la parte inferior las 5 regiones conservadas que la conforman.

P53 es una proteina extremadamente inestable y de vida media corta cuya expresion es
normalmente constitutiva y ubicua. Sus niveles en la célula son claves para su actividad y se
encuentran estrictamente controlados por diferentes mecanismos, siendo los mas importantes
la interaccion con quinasas, acetiltransferasas, chaperonas moleculares y antagonistas como
MDM2'%2, Si esto no ocurriese, p53 estaria constantemente activada y se produciria un bloqueo

permanente del ciclo celular que desembocaria en un proceso de apoptosislSs.

En condiciones celulares normales, la ubiquitin ligasa E3 MDM?2 es la proteina encargada del
proceso de protedlisis de p53 interaccionando con el dominio de transactivacion e inhibiendo su

%4 Ademas, MDM2 también promueve la exportaciéon nuclear de p53

actividad transcripcional
mediante la ubiquitinacion de residuos de lisina del extremo carboxiterminal, marcandola para
su degradacion en el proteosoma, controlando asi sus niveles y permitiendo la progresion del

154-157

ciclo celular . A su vez, p53 estimula la transcripcién y la traduccion de MDM2, cerrando un

158. En

bucle de regulacién negativa que permite de nuevo el aumento de los niveles de p53
ausencia de MDM2, la célula eucariota posee otras ubiquitin ligasas E3 activadas también por

p53159-161

Los dafios directos en el DNA, la proliferacion celular incontrolada debida a una activacién
oncogeénica, la erosién de telémeros, la hipoxia o la carencia de nucle6tidos son algunos de los
muchos factores que pueden provocar una activacion y acumulacién de p53 en la célula'®**®.
La finalidad es que la proteina active o reprima ciertos genes cuyos productos lleven a la célula
a un estado de senescencia 0 apoptosis, proceso que conlleva la interaccién de p53 con otras
proteinas y la participacion de modificaciones postraduccionales como la fosforilacion y la
acetilacion, que evitan su ubiquitinacién gracias a la interrupciéon de su interaccion con MDM2,
activandola y estabilizandola evitando su degradacion por el proteosoma, lo que favorece su

164

acumulacion en el ndcleo en forma de homotetrdmeros™". Es entonces cuando p53 se une a

secuencias especificas del DNA y activa la transcripcion de genes (figura 16).
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Figura 16: Regulacion de los niveles de p53 celulares mediante interaccion con MDM2 y modificaciones
postraduccionales. En condiciones celulares normales los niveles de p53 son regulados por su interaccion con
MDM2 y viceversa. Cuando existe una situacion de estrés celular que pueda causar dafios en el DNA, p53 es
modificada postraduccionalmente para evitar su degradacién por el proteosoma, al contrario que MDM2, el
cual es fosforilado y marcado para su degradacion con el fin de que p53 se trasloque al ndcleo y active la

transcripcion de diferentes genes necesarios para que la célula responda ante esa situacién desfavorable™®.
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Los principales procesos en los que actia p53 son los siguientes:

- Induccién de parada del ciclo celular: p53 actia como un regulador en los puntos de control
(checkpoints) que existen a lo largo del ciclo celular con el fin de prevenir la replicacién de su
DNA y la mitosis cuando las condiciones no son favorables para la célula o existe dafio en el
material genético. En la fase G1 del ciclo celular dirige la parada (normalmente transitoria) y
permite la reparacion del DNA en caso de estar dafiado. Esto lo lleva a cabo promoviendo la

expresion de la proteina p21, inhibidora de las CDKs que se asocian a ciclinas y regulan el

166,167

ciclo celular . De esta forma evita la fosforilacion por diversas CDKs de la proteina RB

168,169

reprimiendo la transicion a la fase S y, por tanto, la proliferacion celular . Ademas,

también participa en la parada del ciclo celular en la transicibn G2/M transactivando la
expresion de genes diana que secuestran el complejo B1-CDK fuera del nicleo e inhiben la

actividad de la ciclina B1, manteniendo el bloqueo en G2'™°.

Induccidon de apoptosis: la muerte celular programada o0 apoptosis es un mecanismo
importante y necesario para que las células no proliferen de forma indefinida. p53 participa en
ella activdndola a través de mecanismos indirectos mediante la regulacion de la transcripcion
de genes implicados y directos e independientes de su actividad transcripcional a través de la

17L172 Existen dos

interaccién directa con proteinas implicadas en apoptosis en la mitocondria
vias de induccion de apoptosis y en ambas participa p53. En la via extrinseca activa
receptores celulares especificos en respuesta a sefiales de muerte, promueve la
translocacion del receptor Fas desde el aparato de Golgi a la membrana celular e induce la
expresion de la proteina IGFBP3 que reprime la activacion del receptor IGFR1 blogueando

173,174

sefiales de supervivencia En la via intrinseca o mitocondrial, que se activa como
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respuesta a sefiales de estrés, p53 interacciona directamente con proteinas antiapoptoticas y

5 para ello, MDM2
176

apoptéticas de la familia de los reguladores apoptéticos BCL
monoubiquitina a p53 y la trasloca a la mitocondria, donde es desubiquitinada y activada
antagonizando la actividad de proteinas antiapoptéticas y liberando proteinas apoptoéticas lo
gue desencadena una cascada de eventos que activa las caspasas y la muerte celular

mediante liberacién de potentes activadores apoptéticos al citoplasma®’"*"®.

Mantenimiento de la estabilidad gendmica: Ademas de participar en la parada del ciclo celular
en caso de existir dafio en el DNA o en ausencia de condiciones favorables, p53 interviene en
el proceso de reparacién del DNA previniendo la inestabilidad genémica. Los mecanismos por
los que actda no son del todo conocidos pero implican la induccion de genes que regulan la
reparacion por escision de nucleétidos del DNA y la recombinacién y segregacién
cromosoémica’’®. Es el caso de la ribonucledtido reductasa P53R2, la cual es inducida por p53

en respuesta a dafios en el DNA™°

. La activacion de p53 puede interferir en la trascripcion de
la enzima aumentando la incorporacion erronea de dNTPs y la frecuencia de mutaciones lo

gue provoca inestabilidad genémica.

Inhibicibn de la angiogénesis: la angiogénesis tumoral es una etapa limitante para la
expansion de los tumores primarios y la formacion de metéastasis. La formacién de
microcapilares asociados al tumor es esencial para la aportacion de nutrientes y oxigeno que
permitan la supervivencia de células tumorales y la progresién del mismo. p53 estimula la
expresién de genes que previenen este proceso como la trombospondina-1 (TSP-1). El
proceso de angiogénesis puede asociarse con una pérdida de p53 germinal y por tanto una
disminucién de TSP-1 pero la activacion y sobreexpresion de p53 da lugar a una inhibicion de

la angiogénesis™®".

El gen TP53 aparece mutado en la mayoria de los tumores, incluidos los carcinomas

182

endometriales™ . La proteina mutada no es funcional pero resiste a su degradacién y se

acumula en la célula secuestrando a su vez, mediante homotetradimerizacién, a la proteina

que se produce a partir del alelo germinal™®®.

TP53 es el gen mas frecuentemente mutado en carcinoma de endometrio tipo seroso (53-
90%)*24318418¢ v narece que las mutaciones se producen en etapas tempranas de la génesis
del tumor ya que la sobreexpresion de p53 en aparece en un 75% de las lesiones que los
precede, pudiendo observarse en glandulas endometriales morfologicamente benignas o en el
epitelio adyacente al carcinoma seroso, asi como en carcinoma endometrial intraepitelial o en

43,187-189

displasias glandulares endometriales . Sin embargo, en carcinoma de endometrio tipo 1

3%)42,120,185,189—191 siendo

la incidencia de mutaciones en el gen TP53 es mucho menor (12-2
superior en los de grado 3 en contraste con los de bajo grado (43% en grado 3, 8% en grado 2
y 0% en grado 1)*. Es poco comtin encontrar sobreexpresion de la proteina y mutaciones en el
gen en hiperplasias atipicas precursoras de los carcinomas endometrioides, lo que sugiere que

las alteraciones en TP53 son un evento molecular tardio en el desarrollo de estos tumores?’.
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Ademas, se ha visto que este pequefio porcentaje de alteraciones en el gen TP53 en tumores
de tipo 1 no coinciden con alteraciones en otros genes como PTEN, KRAS, CTNNB1* y, sin
embargo, si coincide con una mayor frecuencia de aparicién de MSI*. En los carcinomas de
células claras no se ha definido aun bien su porcentaje de mutabilidad pero algunos estudios lo

sittan alrededor del 9% de los tumores de este tipo™**.

3.1.4.2 CDKN2A

El gen CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) se localiza en el cromosoma 9p21 y

INK4A

codifica una fosfoproteina nuclear de 16 kDa: p16 . Esta formado por 3 exones y posee

su propio promotor pero comparte los exones 2 y 3 con el gen MTS2 que codifica la

proteina p14°RF%,

p16™*** es una proteina supresora tumoral de 156 aminoacidos que pertenece al grupo
de las proteinas inhibidoras (INK4A) de kinasas ciclina dependientes (CDK);

concretamente se une a CDK4 y CDKG6 inhibiendo la actividad catalitica del complejo

194,195

CDK-ciclina D, un regulador del checkpoint en fase G1 del ciclo celular . En ausencia

de p16™ ** estas kinasas se unen a la ciclina D1 y fosforilan la proteina RB, inhibiéndola y

permitiendo la transicion de la fase G1 a la S y la proliferacién celular (figura 17)"°.

ARF

Por otra parte, p14™", aunque también parece interferir en el crecimiento tumoral, exhibe

funciones diferentes de pl16 a través de la estabilizacion de p53 mediante el secuestro y

degradacion de MDM2 en el nucleolo™’.

CDKNZ2A
Elb Ela E2 E3

p-l 4ARF P 16MKaA
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Figura 17: Esquema de las regiones exénicas comunes a los transcritos de las proteinas pl6y pl4 vy la
participacion de ambas en la regulacién del ciclo celular, indirectamente a través de la inhibicion de
MDM2 en el caso de pl4, y directamente a través de la inhibicion del complejo CDK-Ciclina D en el de
p16198.

INK4A

Se ha observado una disminucion de la expresion de la proteina pl6 en multitud de

lineas celulares y procesos tumorales como consecuencia de diversos mecanismos
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genéticos y epigenéticos tales como deleciones en homocigosis, mutaciones puntuales en

la regién codificante y silenciamiento por hipermetilacién del promotor de CDKN2A%2%%,

En los carcinomas de endometrio es frecuente la pérdida de expresién de pl16 (20-70%)
y es mas frecuente en los carcinomas no endometrioides, concretamente en los de
diferenciacion escamosa, serosa y de células claras. Esta pérdida de expresion se debe
fundamentalmente a mutaciones puntuales, deleciones homocigotas o hipermetilacién del
promotor de CDKN2A*??*  E| porcentaje de mutaciones puntuales encontradas es
bastante bajo (2-6%). Se han descrito deleciones homocigotas en un 2-8% de los casos v,
por otra parte, la tasa de hipermetilacion tampoco es mucho mas elevada (4-5%), aunque
algunos autores la han detectado hasta en un 20% y 37% de los casos estudiados. Su
existencia parece estar asociada a carcinomas de endometrio mas agresivos y con peor
pronéstico. Por otra parte, estudios recientes han detectado, mediante
inmunohistoquimica, la sobreexpresion de la proteina pl6 asociada a tumores de

endometrio tipo seroso papilar pero su origen ain no ha sido esclarecido®’3%%0202-207,

3.1.4.3 PPP2R1A

El gen PPP2R1A (protein phosphatase 2, regulatory subunit A, alpha) también denominado
PR65a, codifica la isoforma a de la subunidad A de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), una

de las 4 principales serin/treonin fosfatasas®°®*%°.

PP2A es un heterodimero formado por tres subunidades: la catalitica o subunidad C, de
36 kDa, la scaffolding o subunidad A, de 65 kDa y 590 aminoacidos, y la unidad

reguladora B, en contacto con las dos anteriores y de tamafio variable (figura 18).

Mutation

- spots
Subunit A =
(scaffoldmg) R182
Subunlt“ R183*
(catalytic) 8256
7 w257*
R258

Figura 18: Representacion del complejo PP2A en el que se observan las tres subunidades A, By Cy
algunas de las mutaciones patogénicas descritas, y mas frecuentes, localizadas en los HEATS 5,6y 7
situados en la zona de interaccién entre la subunidad A y la B*°,

La subunidad A y C pueden presentar dos isoformas, una a y otra B, mientras que la
subunidad B presenta al menos 12 posibles isoformas, lo que hace que el complejo
adquiera una elevada variabilidad gracias a la combinacién de las diferentes isoformas de

cada subunidad®*?*2,
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La subunidad C media la actividad catalitica inactivando fosfoproteinas y participando
por ello en multitud de rutas de sefializacién, mientras que la subunidad A proporciona la
actividad estructural, controlando asi el ensamblaje y estabilidad del complejo. Su
isoforma a se expresa de forma ubicua en una cantidad 10-100 veces mayor que la
subunidad 8 (PPP2R1B)214. La proteina PPP2R1A presenta 15 repeticiones en tandem de
motivos HEAT (Huntington-Elongation-A subunit-TOR)?'®> constituyendo una hélice en
forma de garfio que le proporciona un aspecto helicoidal (figura 19). Los motivos 11-15
forman puentes de hidrégeno con la subunidad C de PP2A mientras que los 2-7 lo hacen

con la subunidad reguladora B?°%2*¢%8,

Como anteriormente hemos comentado, el trimero PP2A actlia sobre una gran variedad
de sustratos implicados en diferentes rutas que aparecen desreguladas en los procesos
cancerosos tales como ¢c-MYC, BCL2, ERBB2, AKT, MEK, WNT, p53 y RAF. Seguramente
la heterogeneidad de la subunidad B, que es la reguladora y estd menos conservada, sea
la que le confiera la posibilidad de actuar sobre unas u otras moléculas en diferentes

lugares de la célula®**

, lo que la convierte en un complejo implicado en diversidad de
funciones entre las que se incluyen la regulacién del ciclo celular, la mitosis, la reparacién
del DNA en respuesta a hipoxia e incluso en la transformacion neoplasica asociada a

VirU5219-223.

El gen PPP2R1A se localiza en el cromosoma 19913.41 y consta de 15 exones, todos
ellos codificantes. Los exones 5 y 6 codifican los motivos HEATS 5, 6 y 7, y en los motivos
H5 y H7 se han encontrado todas las mutaciones patogénicas descritas hasta el momento
(figuras 18 y 19)*'°. Cabe destacar que todas las mutaciones son missense en
heterocigosis, lo cual resulta interesante ya que siendo un gen supresor tumoral, deberia
presentar al menos una mutacién en homocigosis o0 mas de una en heterocigosis 0 una
pérdida de expresién que hiciese que PP2A perdiese su funcidn. Existen varias hipétesis
para explicar este hecho pero la mas aceptada hasta el momento es la que sostiene que
el alelo mutado de PPP2R1A ejerce un efecto dominante negativo sobre el alelo silvestre.
El cambio de aminoacido alteraria la union entre la subunidad A y la B, desestabilizaria el
complejo y afectaria por tanto a la actividad fosfatasa, lo que provocaria un aumento del
estado fosforilado de los sustratos que tendria como consecuencia el incremento de la
actividad de determinadas proteinas desencadenando el proceso tumoral o facilitando su

progresion®**.
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Figura 19: Izquierda: Imagen tridimensional de la proteina PPP2R1A, en la que se observa la forma helicoidal
que adquiere debido a las 15 repeticiones en tandem (HEATs) que presenta (hélices en color azul oscuro)
destacando las H5, H6 y H7 en color verde y los motivos en los que se han descritos algunas de las principales
mutaciones patogénicas (color rosa). Derecha: representacion linearizada de la proteina y la ubicacién de cada
uno de los 15 HEATs asi como las mutaciones anteriores con su localizacion en los exones 5y 6 del gen
PPP2R1A y el tipo de tumor donde se han descrito. E-HGSC: Carcinoma de endometrio seroso de alto grado;
E-mixed: Carcinoma de endometrio tipo mixto; E-EC: adenocarcinoma endometrioide; O-CCC: Céancer de
ovario de células claras; O-EC: Cancer de ovario endometrioide **.

El porcentaje de mutaciones en el gen PPP2R1A en carcinoma endometrioide de bajo
grado es del 6.9%, del 10.0% en carcinomas endometrioides de alto grado, del 43.2% en
los de tipo seroso y del 21.4% en los carcinosarcomas®*. Se han detectado mutaciones
también en otros tipos de tumores pero en muy baja frecuencia®®® e incluso alteraciones
en la isoforma B de la subunidad A, PPP2R1B, con una frecuencia del 15% en tumores
primarios de pulmén, 6% en lineas celulares de cancer de pulmén y en un 15% de

tumores primarios de colon®%.

3.1.4.4 EGFR

Uno de los primeros factores de crecimiento que se descubrié fue EGF (epidermal
growth factor), que interviene en la estimulacion de la proliferacion y diferenciacién

celular®?”??8

. Més tarde, se observé que dicho factor interaccionaba con un receptor de
membrana, epidermal growth factor receptor (EGFR) y que desencadenaba una respuesta

de activacion celular®®.

EGFR (ERBBL1) es una proteina de 1186 aminoacidos, con un peso de 170 kDa que se

expresa en la superficie de la mayoria de las células normales®*

. Es un receptor tipo
tirosin-kinasa y estd constituido por tres regiones: una extracelular de interaccion con el
ligando, una intracelular con actividad tirosin-kinasa y una transmembrana con una
secuencia hidrofébica con la que EGFR atraviesa la membrana una sola vez. En la regién
extracelular se pueden diferenciar 4 dominios, de los cuales el Ill es el responsable de la
unién del ligando (figura 20). Ademéas de EGF existen otras moléculas que se unen al

receptor tales como TGF-a, AR, HB-EGF y BTC**** En la region intracelular reside su
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funcién reguladora, siendo la encargada de fosforilar residuos de tirosina de sustratos
tales como PLC-y, MAPK and GAP??":23>2%

EGFR se ha encontrado alterado en diferentes tipos de tumor. Su sobreexpresion es
frecuente en el carcinoma seroso de Utero habiéndose detectado en algunos estudios en
un 36%*° y 56%° de los casos analizados, siendo indicador de mal prondstico y se
relaciona con mutaciones en el dominio tirosin-kinasa (exones 18-21)**"*%; sin embargo,
tan s6lo se han detectado mutaciones patogénicas en esa region en algunos tipos de

tumor como el cancer de pulmén no-small cell pero no en los uterinos serosos®.

Los inhibidores de tirosinas-kinasas parecen ser efectivos para tratar tumores portadores
de mutaciones en los exones 18 a 21 de EGFR. Estos farmacos sélo actiuan sobre la
isoforma completa de EGFR (isoforma A) codificada por dos transcriptos de 10.5kb y de
5.8kb**°. Pero existen al menos otras tres, la B, la C y la D, que proceden de transcriptos
de 2.4kb, 1.8kb y 3.0kb respectivamente (figura 20) que dan lugar a proteinas mas cortas
que la isoforma A y con diferentes caracteristicas que las hacen inmunes a la actividad de

estos farmacos®*.
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Figura 20: Derecha: Esquema de la proteina EGFR dimerizada en el que se muestra la localizacion de los tres
dominios funcionales de la proteina y las regiones en las que se localizan. Izquierda: Representacion de las
cuatro isoformas de EGFR observando que la A es la mas extensa y que esta codificada por dos posibles
transcriptos de 5.8 y 10.5kb?**%42,
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3.2 REPARACION DEL DNA

La reparacion del DNA se produce gracias a la actuaciéon conjunta y coordinada de
procesos que corrigen el dafio al DNA producido por diversos factores. Su accién es muy
importante porque una acumulaciéon de mutaciones puede inducir a la célula a un estado de
senescencia o apoptosis asi como a la sintesis de proteinas aberrantes. Fallos en el sistema
de reparacion causan enfermedades y se asocian con envejecimiento. Existen diferentes tipos
de mecanismos, dependiendo del tipo de error a corregir: reparacién directa, reparacion por
escision de bases, reparacién por escision de nucledtidos modificados, reparacion del mal

apareamiento de bases y reparacion por recombinacién de roturas de la doble cadena.

3.2.1 MEecANISMO DE REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS

(MMR)

El sistema de reparacién de emparejamientos erréneos (MMR, mismatch repair) esta
compuesto por una serie de proteinas que forman complejos y cuya finalidad es corregir
errores tipo emparejamiento base-base y bucles extrahélice formados por pequefas
inserciones y deleciones producidos durante la replicacion del DNA. Es un proceso
altamente conservado desde organismos sencillos como Escherichia coli hasta mas

complejos como los mamiferos.

En las regiones codificantes este mecanismo repara las mutaciones puntuales que dan lugar
a mutaciones de tipo missense, mutaciones sin sentido o honsense y mutaciones de cambio de
fase de lectura o frameshift por la formacion de estos bucles. En regiones no codificantes cobra
importancia el papel reparador de errores ocurridos en secuencias repetidas como los
microsatélites, produciendo incrementos o disminuciones en la longitud de una determinada

hebra que no se puede emparejar correctamente®®.

Se conocen al menos 7 genes implicados en el proceso: hMLH1 (MutL homolog 1 of
human), hMSH2 (MutS homolog 2 of human), hMSH6 (MutS homolog 6 of human), hMLH3
(MutL homolog 3 of human), hMSH3 (MutS homolog 3 of human), hPMS1 (posmeiotic
segregation increased 1 of human) y hPMS2 (posmeiotic segregation increased 2 of
human) cuyos productos proteicos actian de forma coordinada formando heterodimeros

homélogos a los existentes en las levaduras®**.

En organismos procariotas el MMR se lleva a cabo mediante los complejos enziméticos
MutS, MutL y MutH; sin embargo, en organismos eucariotas sélo han sido identificadas
proteinas homologas a MutS y MutL. EI complejo MutSa esta formado por hMSH2 y hMSH6
y se encarga del reconocimiento de los cambios de base asi como de los bucles formados

por la insercién o delecién (IDLs) de una base tanto en la hebra molde como en la nueva.
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MutSB (hMSH2 y hMSH3) puede también reconocer IDLs pero con una mayor afinidad por
aquellos mas complejos como inserciones de 2 a 4 bases. Los heterodimeros MutL son
reclutados por los complejos MutS a la zona donde se ha producido el error. Estan
formados por hMLH1 dimerizado con hPMS2, dando lugar al complejo mas grande de los
MutL (MutLa) capaz de intervenir en la reparacién tanto grandes como pequefios IDLs,
con hPMS1 (MutLB) o con hMLH3 (MutLy). Estos dos ultimos tienen un papel menor y

practicamente desconocido en el MMR**.

El complejo MutLa media la interacciéon entre el complejo MutS y otras proteinas que
también participan en el proceso de reparacién como son PCNA (antigeno nuclear de
proliferacion celular), las ADN polimerasas 0 y ¢, las proteinas SSB y algunas

exonucleasas y helicasas®*®

. PCNA se une a los complejos actuando como enlace entre el
heterodimero de MMR y la DNA polimerasa en la horquilla de replicacion, facilitando el
reconocimiento y reparacion de la nueva cadena. RFC es un factor necesario para la union de
PCNA al DNA y EXOI/HEXI y FEN1 son exonucleasas que interactian con hMSH2 dirigiendo
la escisién de las secuencias erréneas. Finalmente, la sintesis de la nueva cadena parece ser
consecuencia de la accién concertada de la DNA polimerasa 0, otras DNA polimerasas

sensibles a afidicona y DNA ligasas que finalizan el proceso de reparacién de MMR?"'.

El proceso se lleva a cabo en tres pasos principales: reconocimiento del error,
ensamblaje de los complejos (dependiente de ATP) y degradacién y sintesis de la nueva

zona de la cadena reparada (figura 21).
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Figura 21: Mecanismos de correccién de emparejamientos erroneos a través de los complejos MutSa-
MutLa y MutSB-MutLa siguiendo tres pasos fundamentales: reconocimiento del error, ensamblaje de los
complejos y degradacion de la hebra errénea y sintesis de la nueva®®.

Las mutaciones en el mecanismo MMR se relacionan principalmente con el céncer
colorrectal, cancer de endometrio y cancer de ovario asociados al Sindrome de Lynch. En
el cancer colorrectal los dos genes mas frecuentemente mutados son hMLH1 (60%) y
hMSH2 (35%)>*° al contrario que en el carcinoma de endometrio asociado a Sindrome de
Lynch, en el que el riesgo a desarrollarlo es de un 73%, 29% y 31% cuando existen

20 curiosamente la

mutaciones en los genes hMSH6, hMSH2 y hMLH1 respectivamente
aparicién de mutaciones en hMSH6 es menos frecuente en el caso del cancer colorrectal y

da lugar a un fenotipo mucho menos severo.

Recientemente se ha comprobado que el MMR también ejerce un papel importante en el
procesamiento de errores en las bases producidos por dafios al DNA tales como los
producidos por O°%metilguaninas, 8-oxoguanina, cisplatino y la exposicion al

251

ultravioleta®”. Ademdas de esto, las proteinas del MMR son multifuncionales y participan

en los checkpoints en G; y G,, en la respuesta apoptética iniciada por dafio al DNA y en la

252253 por tanto, un defecto en el sistema

fidelidad del proceso de recombinacion genética
no solo contribuye al desarrollo de tumores sino también al de otras enfermedades como

consecuencia de la alteracion de diferentes mecanismos bioldgicos.
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3.2.2 INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Los microsatélites son secuencias cortas y repetitivas de entre 1 a 5 nucledtidos,
altamente distribuidas en el genoma y mas frecuentes en areas conocidas como DNA
basura o Junk DNA. Concretamente, se han encontrado entre 50.000 y 100.000
secuencias de este tipo en regiones no codificantes y s6lo una pequefia cantidad en
secuencias codificantes. En humanos, el microsatélite mas comudn es una repeticién del
dinucleétido Adenina-Citosina (CA)n que se distribuye en miles de sitios del genoma de la
linea germinal®*. Generalmente estas secuencias suelen ser muy polimorfas, componiéndose
de varios alelos en los que sélo cambia el nimero de repeticiones entre ellos. Ademas,

representan diferencias estables y heredables dentro de la poblacién243.

Los microsatélites presentan una gran susceptibilidad a adquirir un alto indice de
mutaciones espontaneas tipo insercion o delecién de una de las unidades repetitivas. Este

evento es lo que se conoce como inestabilidad de microsatélites (MSI)***.

La MSI se debe a errores en la replicacion del DNA debido a un “resbalamiento” de la
polimerasa que produce expansiones o0 contracciones de las secuencias que, en
condiciones normales, son solventadas por el sistema MMR. El problema aparece cuando
el sistema MMR no funciona adecuadamente y estas alteraciones no son corregidaSZSS.
Aungue la MSI no tiene un efecto carcinogénico porque la mayoria de los microsatélites se
encuentran en areas no codificantes del DNA, resulta ser un buen indicador del estado de
estabilidad genética poniendo de manifiesto un error en la replicacion y en el
funcionamiento del sistema MMR que pudiera estar afectando a otras zonas importantes

del genoma.

La MSI se describié por primera vez el Sindrome de Lynch (1993)256

pero afecta a una
gran cantidad de tumores entre los que se encuentra el carcinoma endometrial. Para su
determinacion se pueden analizan diferentes grupos de microsatélites pero para
estandarizar el estudio, el Instituto Nacional del Céancer (U.S.A.) en 1997 recomendd el
andlisis en cancer de colon de un panel de 5 marcadores que posteriormente ha sido
adoptado para su analisis en otros tipos de cancer. En él se incluian: BAT-25, BAT-26,

D2S123, D5S346 y D17S250 (figura 22)*°".

Su determinacién fenotipica se basa en la categorizacion de la inestabilidad
dependiendo del nimero de marcadores alterados al comparar DNA procedente de dos

poblaciones celulares diferentes (por ejemplo, sangre y tejido tumoral):
- MSI de alto grado (MSI-H): cuando el 30% o mas de los marcadores muestra MSI.
- MSI de bajo grado (MSI-L): cuando menos del 30% de los marcadores muestra MSI.

- Estabilidad de microsatélites (MSS): cuando ningtin marcador muestra inestabilidad®®’.
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Figura 22: Electroferogramas de los 5 microsatélites recomendados por el Instituto Nacional del Cancer

(U.S.A) en 1997 para el analisis de inestabilidad de microsatélites en Sindrome de Lynch. Se muestran un
ejemplo de alta inestabilidad (MSI-H), baja inestabilidad (MSI-L) y estabilidad de microsatélites (MSS)**%.

La MSI aparece en un 75% de los casos de carcinoma de endometrio cuando esta

asociado a Sindrome de Lynch®*®

38,260,261

y en un 20% de los tumores de endometrio

esporadico , siendo mas frecuente en los carcinomas endometrioides que en los no

endometrioides. Sin embargo, la deteccibn de mutaciones puntuales en genes reparadores
del DNA es inferior a la esperada en relacién a la aparicién de MSI, lo que sugiere que pueden
existir otros mecanismos implicados. En el caso de los tumores endometrioides, se ha
observado un alto indice de hipermetilacion en el promotor del gen hMLH1 que podria

actuar como second hit y, por tanto, contribuiria a la inactivacién de la expresion de la

1262-266

proteina y, en ultimo término, al “fenotipo mutador . Este proceso ocurre durante la

progresion del tumor, apareciendo en un 3% de las hiperplasias endometriales complejas

263

y en un 33% de las hiperplasias atipicas®””. En la mayoria de los casos, las pérdidas de

expresion de hMLH1 se correlacionan con pérdidas de expresion de proteina hPMS2,
consecuencia de la degradacién masiva de esta al no poder formar el complejo MutLa con
hMLH1. Por el contrario, la deteccion de expresién de proteina hMLH1 en ausencia de

expresién de hPMS2 sugiere mutaciones en el gen hMLH1 de tipo missense, donde la proteina

esta presente pero inactiva®"?%’.

Otra pequefia fraccion de tumores endometrioides con MSI presenta mutaciones o

268

pérdidas de expresion de la proteina hMSH2°"". También se han descritos mutaciones

269

somaticas en los genes hMSH3 y hMSH6“"" pero pudiera tratarse tanto de una causa

como de una consecuencia de la MSI al poseer regiones de nucleétidos repetitivas en sus

secuencias?®’®?"*,
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Por Gltimo, se ha observado que existen diferencias entre el perfil de expresién génico
en etapas tempranas de tumores endometrioides dependiendo de la presencia o ausencia
de MSI. Se sostienen dos posibles teorias para explicar este hecho: Que haya un efecto
directo provocado por la estabilidad o inestabilidad, o que el estado global de metilacion
sea diferente en los MSI+ que en los MSI-. Esta Ultima hipétesis podria tener sentido
teniendo en cuenta que esa MSI podria ser provocada por la hipermetilacion de hMLH1,

entre otros genes®’>.

3.3 FACTORES EPIGENETICOS: REMODELACION DE LA CROMATINA

En las Gltimas décadas se ha confirmado el importante papel que desempefian los
cambios epigenéticos del DNA. Las modificaciones epigenéticas son independientes de la
secuencia del DNA y varian la regulacion transcripcional tanto de genes supresores de
tumores como de oncogenes. Su actuacién, independiente pero de manera coordinada, da
lugar a la remodelacién de la cromatina secundarios a mecanismos tales como la
modificacion covalente de las histonas, la remodelacion de cromatina dependiente de
ATP, la utilizacion de variantes histdnicas y la metilacion del DNA. Todo ello para que se
produzcan una correcta regulacién transcripcional, replicacién y reparacién de los dafios
del DNA?™,

3.3.1 METILACION

La metilacion del DNA es una modificacién covalente post-transcripcional que consiste
en la adicion de un grupo metilo desde la S-adenosilmetionina (SAM) a la posicién 5°de un
nucleétido de Citosina adyacente a una Guanina (CpG). Como resultado se forma 5-metil-
2’-deoxicitidina (5-mC) (figura 23). Las enzimas encargadas del proceso son las DNMTs

(DNA metiltransferasas)®’*

y en mamiferos existen tres principales: DNMT1 que mantiene
la metilacion mediante el reconocimiento de metilacion en cadena Unica después de la
replicacion y DNMTs 3a y 3b que metilan de novo sitios en el DNA previamente no

metilados®’®.
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Figura 23: Proceso de metilacién desde la S-adenosilmetionina (SAM) a la posicion 5 de un nucleétido
de Citosina gracias a las enzimas DNA metiltransferasas (DNMTs) dando lugar a una 5 -metilcitosina.
Generalmente, el proceso de metilacion se lleva a cabo en zonas ricas en nucleétidos
CG situadas en la region 5 -UTR y primeros exones de los genes. Estas son denominadas
“islas CpG”. Se cree que la represion de la transcripcion es llevada a cabo a dos niveles
diferentes: por una parte el grupo metilo inhibe la uniébn de moléculas reguladoras de la
transcripcion al sitio CpG y por otra, la zona metilada es reconocida por proteinas

represoras de la transcripcion que se unen a ella®’®.

En condiciones celulares normales la metilacién silencia la transcripcién de
determinados genes®’’. La mayoria de las secuencias repetitivas del DNA vy la
heterocromatina suelen estar metiladas para evitar la transcripcién278. Sin embargo, se ha
observado que alrededor de un 10-20% de los genes presentan un patron de metilacion

especifico de tejido relacionado con los patrones de expresion de los genes especificos de
tejido®’*?®*. En los tumores existe una elevada hipermetilacién de las islas CpG a pesar de

274

que el estado de metilacion general disminuye en la célula tumoral®’”. Esta hipermetilacion

se produce principalmente en los genes supresores de tumores, genes relacionados con la

reparacion de DNA, genes relacionados con el control del ciclo celular, apoptosis, etc.?®?%, L

a
hipometilacion también puede contribuir al desarrollo tumoral cuando por ejemplo afecta a
oncogenes o a los retrotransposones. En el primer caso, el gen veria aumentada su

284

transcripcion” " y el segundo podria desembocar en una traslocacion de dichos elementos que

aumentaria la inestabilidad genémica®®®.
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Figura 24: Proceso de metilacién de promotores en células normales y células cancerosas. En el
segundo caso se observa como la hipermetilacion del promotor de genes supresores de tumores, genes
relacionados con la reparacion de DNA, con el control del ciclo celular, con la apoptosis, etc. produce la
inactivacion de la transcripcion que da lugar a un proceso de crecimiento incontrolado, resistencia a la muerte
celular y acumulacién de errores en el DNA que desemboca en un proceso tumoral.

En carcinoma de endometrio se ha observado hipermetilacién principalmente en genes
implicados en el proceso de reparacion del DNA como hMLH1, teniendo siempre en

cuenta que actuaria como second hit">%**7*°

. La O(6)-metilguanina-DNA metiltransferasa
(MGMT) es otro gen reparador susceptible de ser metilado en un 48% de los carcinomas

de endometrio?®®.

PTEN aparece mutado en un elevado porcentaje de carcinomas de endometrio pero
cuando esto se acompafia de MSI es comun observar una pérdida de expresiéon de la
proteina. Este hecho se debe a la metilacién de su promotor que actia como mecanismo
adicional en aproximadamente un 20% de los tumores de endometrio, sin tener claro si se

trata de una causa o consecuencia del proceso tumoral®®’.

El gen APC también aparece frecuentemente hipermetilado en el carcinoma de
endometrio. Su proteina se encarga de regular a la B-catenina en la ruta de sefializacién
de Wnt. La metilacion del cluster APC, PTEN y hMLH1 se ha descrito en determinados
tipos de carcinoma de endometrio, principalmente en los endometrioides, acompafiado

288

también de metilacién en MGMT"", como un fendbmeno CIMP (fenotipo metilador de islas

CpG), caracteristica también observada en otros tipos de tumor?%¥2%°,

A pesar de que PTEN, hMLH1, MGMT y APC son los genes con un mayor grado de
hipermetilacién en carcinoma de endometrio y en concreto los dos primeros en los casos
esporadicos, se ha descrito hipermetilacién en los promotores de otros genes relacionados con

estos tumores como son CDH1 %2 y CDKN2A?**,

Se ha propuesto que los estadios iniciales de transformacion tumoral podrian estar
relacionados con el grado de hipermetilacion de los promotores, de tal forma que las
lesiones premalignas pudieran tener promotores parcialmente metilados o un bajo numero

de genes metilados, mientras que las lesiones malignas presentarian un estado de
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metilacion superior al igual que el nimero de genes mutados que, ademas, iria en

aumento seglin aumentase el grado del tumor®®?.

3.3.2 MOoDIFICACION COVALENTE DE HISTONAS

Las histonas son un conjunto de proteinas encargadas del empaquetamiento del DNA y
del mantenimiento de la estructura de la cromatina. Se encuentran formando octameros
alrededor de los cuales se enrollan aproximadamente 146 pb de DNA. Cada octamero
consiste en dos grupos de 4 histonas: H2A, H2B, H3 y H4 que forman un nucleosoma.
Entre nucleosoma y nucleosoma existe un DNA espaciador que forma bucles y al cual se

une otra histona, la H1, que estabiliza la estructura.

Los extremos N-terminales de las histonas constan de aproximadamente 20-30
aminoacidos y su carga es positiva gracias a su riqueza en Lisinas. Estos extremos se
encuentran sujetos a modificaciones postranscripcionales como la acetilacion de residuos
de Lisina, la metilacién de Lisinas y Argininas, la fosforilacién, ubiquitinacién, sumiolacion,

ADP-ribosilacién, deiminacion e isomerizacion de Prolinas®®2%*

. La mayoria de estas
modificaciones covalentes neutraliza la carga positiva de los residuos y desestabiliza la
estructura del nucleosoma, lo que permite que las hebras de DNA se desenrollen parcialmente
y los factores de transcripcion puedan acceder modificando los patrones de la expresion
génica. Por el contrario, la cromatina transcripcionalmente silenciada est4d compuesta de
nucleosomas en los cuales estas colas han sufrido bajos niveles de modificaciones post-
traduccionales, de tal forma que conservan su carga y con ello su alta afinidad por la hebra de

DN A295

Todas estas modificaciones postranscripcionales son reversibles y pueden cambiar en
cuestién de minutos, dotando asi de un gran dinamismo a la cromatina. De todas ellas, la
mejor caracterizada es la acetilacion y desacetilaciéon de lisinas que conlleva una

activacion y silenciamiento de la transcripcion del DNA respectivamente*®.

Las proteinas encargadas de llevar a cabo este proceso son las enzimas nucleares
histonas acetilasas (HATs) y las histonas desacetilasas (HDACs)*®’. Las HATs EP300 y
CREBBP actuan sobre residuos de lisina de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 mientras que
PCAF so6lo acetila a la H3. Las HDACs se dividen en tres grupos basados en su homologia
con las HDACs de levadura. Las clase |, homdlogas de Rpd3 de levadura, son: HDAC1,
HDAC2, HDAC3 y HDACS. Las clase Il, homodlogas de Hdal, son: HDAC4, HDACS,
HDAC6, HDAC7A, HDAC9, HDAC10 y HDAC11. La clase Ill comparte homologia con Sir2

y contiene 7 miembros: SIRT1-7%®

. Las HDAC clase | son mayoritariamente nucleares,
altamente ubicuas y su secuencia consta de entre 350 y 500 aminoéacidos. Las HDAC de la

clase Il tienen méas de 1000 aminoécidos, se localizan principalmente en el citoplasma y son
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mas especificas de tejido, actuando en la diferenciacién de células cardiacas y de musculo

esquelético estriado. Las HDAC clase Il son NAD+ dependientes y pueden estar implicadas en

otras funciones como la ubiquitinacion®®.
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Figura 25: Proceso de acetilacion y desacetilacién de un grupo Lisina gracias a las histonas acetilasas
(HATSs) e histonas desacetilasas (HDACs) respectivamente.

Tanto las HATs como las HDACs son moduladores no especificos de histonas pudiendo

300301 56 ha descrito el

modificar otras proteinas como p53, B-catenina, GATA y HMGI(Y)
importante papel que juegan ambos tipos de enzimas en el desarrollo del cancer. En
concreto, se presta especial interés a las HDACs de la clase | y principalmente a las
HDAC1 y HDAC2. Ambas destacan por una elevada ubicuidad en su expresion y una
localizacién nuclear que les permite formar parte de complejos multiproteicos que actdan
en la represién transcripcional, participando en la regulacion del ciclo celular y en la

302303 'HDACS3 se localiza tanto en el ncleo, en el citoplasma,

304,305

diferenciacion y desarrollo

como en la membrana celular

Se ha descrito una sobreexpresion de HDAC1 en cancer gastrico®® y un papel
modulador en la progresion del cancer de mama®”’. Asi mismo, se ha observado que

|308:39° En el cancer de

HDAC2 aparece también sobreexpresada en el cancer colorrecta
ovario es frecuente un aumento de la expresion HDAC1, 2 y 3 en aproximadamente un
61%, 93% vy 84% respectivamente. Ademés, HDAC1 presentan un patron de
sobreexpresion diferente segun los subgrupos histolégicos mucinoso (71%), seroso (64%),

células claras (54%) y endometrioide (36%)%"%.

En el endometrio, la expresion de las HDAC1, 2 y 3 varia con el ciclo celular pero no
parece que con el menstrual. Las tres isoformas muestran una expresion constitutiva de
su mRNA durante el ciclo menstrual al igual que las HATs EP300. Sin embargo la
expresion de las proteinas parece ser diferencial entre individuos en el caso de las

HDAC1 y algo mas elevada durante la fase de secrecion en el de las HDAC23*.

La mayoria de los carcinomas de endometrio muestran una expresion elevada de éstas
tres isoformas en el ndcleo celular: HDAC2 en un 95%, HDAC3 en un 83% y HDAC1 en un
61%°"*. Por otro lado, también se ha descrito una pérdida de expresién de HDAC1

relacionada con un peor prondéstico del cancer y una disminucion de la supervivencia de
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las pacientes®"?

. De forma parecida a lo que ocurre en el cancer de ovario, los subtipos
seroso y células claras presentan ratios de expresibn mas elevados que los
endometrioides®!. Ademdas, una elevada expresién de HDAC1 se asocia a un peor
prondstico de los carcinomas endometrioides, hecho que no se ha observado en el resto

de isoformas®*3*3,

Algunos estudios recientes han demostrado la existencia de una fuerte relacién entre la
expresion de las HDAC1 y 2 y las hormonas esteroideas; parece ser que dichas
desacetilasas interaccionan con proteinas que han sido reclutadas por los complejos
receptores de hormonas esteroideas después de llevarse a cabo la unién del ligando**3°.
Los tratamientos con hormonas esteroideas provocan una sobrerregulacién de ambas
HDACs en el estroma de células del endometrio. Ademas, se ha observado que el
tratamiento con progesterona produce un aumento en la expresion de HDAC1 mientras
que la expresion de HDAC2 se ve incrementada cuando se trata tanto con estrégenos

como con progesterona>*®.

Por ultimo, hay que destacar que existen evidencias de que el proceso de acetilacién-
desacetilacion pudiera estar asociado a la maquinaria de metilacion de la célula ya que los
DNMTs pueden reclutar complejos que contengan HDACs y actuar sobre ellas®®®. Por
ejemplo, la dimetilacién de la histona H3 en su lisina 9 (H3K9me2) y la trimetilacion en su

317 Este hecho

lisina 27 (H3K27me3) estan fuertemente asociadas al silenciamiento génico
también ha sido corroborado por otros autores que han observado una actividad
coordinada entre la acetilacidon de histonas y la desmetilacion con la finalidad de que el

DNA quede relajado y susceptible ser transcrito (figura 26)3'%3',
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Figura 26: (A) Esquema de las modificaciones epigenéticas. Por una parte las histonas que forman
octameros sobre los que se enrolla la cromatina, estdn sometidas a modificaciones en mdltiples sitios tales
como acetilacién, metilacion y fosforilacion. Por otra el DNA también puede ser metilado gracias a la actuacion
de las DNA metiltransferasas (DNMTs). Todas estas modificaciones actlian de manera conjunta y coordinada y
regulan la organizacién y expresion de la cromatina. (B) Esquema de las modificaciones reversibles que se
producen en la organizacidon de la cromatina las cuales determinan la expresién de los genes: cuando la
cromatina esté abierta, los genes se expresan (switched on) y cuando se encuentra condensada, los genes

quedan silenciados (switched off). Circulos blancos: Citosinas no metiladas. Circulos rojos: Citosinas

metiladas®®.

3.3.3 REMODELACION DE LA CROMATINA DEPENDIENTE DE ATP

La remodelacion de la cromatina dependiente de ATP es llevada a cabo por los complejos
remodeladores formados por enzimas que utilizan energia del ATP para deshacer contactos
DNA-nucleosomas, mover nucleosomas a lo largo del DNA y afadir o eliminar nucleosomas.
De esta forma bloquean o favorecen el acceso de factores de transcripcion a las secuencias

que reconocen, evitando el ensamblaje de la maquinaria basal de transcripci()n321.

En los genomas eucariotas se ha comprobado que existe un patron de colocacion de los
nucleosomas que dista mucho de ser al azar. En este patron destacan regiones libres de
nucleosomas (NFR) en los extremos 5" a 3" de los genes, que son usados para el ensamblaje y
desensamblaje de la maquinaria de transcripcién, mientras que las regiones codificantes
internas de los genes parece que se colocan aleatoriamente. La pérdida de un nucleosoma

anterior a un promotor esta directamente relacionada con la activacion del gen, mientras que la
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ocupacion de un nucleosoma en uno de estos lugares implica la represion de la

tl’ElnSCprCIOﬂ322

Mutaciones o pérdidas de expresion en las enzimas que forman los complejos remodeladores
de la cromatina desembocan con frecuencia en un proceso de tumorigénesis 0 apoptosis
debido a la desregulacion del ciclo celular®. Estos complejos se encuentran altamente
conservados desde levaduras hasta humanos y presentan homologia con la familia de las DNA
traslocasas SNF2 (sucrose non-fermenting 2) de levaduras, conteniendo todas ellos una
subunidad ATPasa®**

(a) (b)

+ i:r:matm remodeler +Dimer exchanger
+ +ATP

(Looping, sliding, evicting)

(Dimer replacement)

Open Open Closed
slided position old position old position New nucleosomes Old nucleosome

, H2A variant

TRENDS in Molecular Medicine

Figura 27: llustracion de los dos principales mecanismos de remodelacién de la cromatina dependientes de
ATP. (A) Cambios estructurales nucleosomales que implican la disociacién de los contactos DNA-histona
(looping), traslocacién de los nucleosomas a lo largo del DNA (sliding) y eliminacion de nucleosomas
(evicting). Estos cambios dan lugar a una cromatina méas abierta y expuesta y por tanto a una activacion de la
transcripcion génica. (B) Mecanismo de cambio de subunidades nucleosomales por variantes post-
transcripcionalmente modificadas que producen cambios en el empaquetamiento del DNA alrededor de los
octameros de histonas®®,

Baséandose en los distintos dominios estructurales, han sido descritas 4 familias de ATPasas
remodeladoras de cromatina en mamiferos: SWI/SNF, ISWI, NuRD/Mi-2/CDH e INO80.
Ademas de desempefiar un papel importante en la regulacion transcripcional, estos complejos
desarrollan diversas funciones en otros procesos celulares. Por ejemplo, la familia ISWI juega
un papel fundamental en el ensamblado de la cromatina después de la replicacion del DNA y
en el mantenimiento ordenado de las estructuras de cromatina. Las familias INO80 y SWI/SNF
participan en la reparacion de errores de doble cadena del DNA (DSB) y de escision de
nucledtidos (NER). Por dltimo, MBD3 es un componente del complejo NuRD/Mi-2/CDH

necesario para el mantenimiento de la pluripotencia de las células madre embrionarias®*®

Todo ello hace que dichos complejos, y las proteinas que los forman, jueguen un papel
biolégico de elevada importancia requiriendo un correcto funcionamiento y la ausencia de

factores que puedan alterarlos.
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3.3.3.1 ARID1A

El gen ARID1A (AT-rich interactive domain 1A) se localiza en la regiéon cromosémica
1p35.5 y codifica una proteina nuclear envuelta en la remodelacion de la cromatina,
BAF250a, que forma parte del complejo SWI/SNF cuya funcion principal es la
remodelacién de la cromatina dependiente de ATP ya que moviliza a los nucleosomas y
actla como regulador de la expresion y la dinamica de la cromatina. La proteina BAF250a
interacciona con diferentes proteinas incluyendo BRG o BRM las cuales tienen una

actividad ATPasa y, por tanto, forman la parte catalitica del complejo**°.

BAF250a se compone de 2285 aminoacidos y posee un peso molecular de 242 kDa
aproximadamente, constando de al menos dos dominios conservados muy importantes
para su funcién. Por un lado, el dominio de unién al DNA (aminoéacidos del 1017 al 1180)
que le permite unirse a secuencias del DNA ricas en AT. Por otra parte, el dominio C-
terminal, que es capaz de activar la actividad transcripcional dependiente de receptor de
glucocorticoides. Los motivos NLS (residuos 1651 a 1657) y NES (residuos 2004 a 2021)
permiten a la proteina localizarse en una zona u otra de la célula para llevar a cabo su

funcion (figura 28)%*'.

Dominio de unién al DNA | NLS NES
1 J J 2285

i ~ [ 7

Motivo rico en Leucina Motivos ricos en Leucina

Figura 28: Esquema de la proteina BAF250a en el que se destacan los motivos ricos en Leucina, las
seflales de localizacién nuclear (NLS) y de exportacion nuclear (NES) y el dominio de unién al DNA clave
para que el complejo SWI/SNF pueda unirse a secuencias ricas en AT.

El complejo SWI/SNF podria considerarse un factor de regulaciéon epigenético ya que
juega un papel muy importante en el control de la expresién génica328, en la inhibicion del
crecimiento celular, en la diferenciacién celular y, por tanto, en el desarrollo de los tejidos

1329331 BAF250a es esencial para la supresion de la sintesis de

y en la supresion tumora
DNA y se piensa que su inactivacidén conlleva un aumento en la progresién celular via c-
myc contribuyendo a la proliferacion celular descontrolada en células cancerosas. Sin
embargo, son muchos los efectores sobre los que muestra influencia este complejo, como
por ejemplo p53, cuya interaccién permite regular la transcripcion de moléculas

importantes como CDKN1A (p21) y SMADS (figura 29).
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Figura 29: Representacion de las interacciones que llevan a cabo algunos de los componentes del
complejo SWI/SNF con multiples moléculas implicadas en diferentes procesos celulares.

El gen ARID1A aparece mutado en una gran variedad de canceres humanos destacando
los carcinomas relacionados con el endometrio (carcinoma de células claras y
endometrioides del ovario asi como en los carcinomas endometrioides uterinos) y algunos
subtipos de carcinoma gastrico, cancer de colon, cancer de pancreas e incluso cancer de

mam a.39,332-335.

ARID1A consta de 20 exones, todos ellos codificantes, y las mutaciones encontradas
hasta el momento se encuentran distribuidas por todo el gen, sin observar “puntos
calientes” en los que se concentren. Estas mutaciones son en su mayoria tipo nonsense,
frameshift e inframe y suelen ser causa de una pérdida de expresién de la proteina
observable mediante inmunohistoquimica.

No esté claro si las mutaciones en ARID1A se originan antes o después del inicio del
tumor pero si se ha observado que la inactivacién del gen ocurre en estadios tempranos
de la progresion tumoral, tanto en carcinomas de células claras como en

endometrioides>3¢3%’

. Muchas de las mutaciones aparecen en zonas repetitivas en las que
en una secuencia de varios nucleétidos iguales, se inserta o deleciona alguno de ellos. Es
posible que, al igual que pasa en otros genes como BAX o TGFBRII, ARID1A se encuentre
asociado a MSI y de ahi que este tipo de alteraciones resulten de un defecto en el sistema

332,338,339
MMR .

En los tumores de endometrio ARID1A aparece principalmente mutado en los
carcinomas endometrioides de bajo grado (40%)39. En los subtipos seroso y de células
claras se ha observado una pérdida de expresién de BAF250a en un 18% y 26% de los

casos respectivamente sin detectarse mutaciones patogénicas que la originen®®.

Este
acontecimiento se produce con frecuencia en otros tipos de tumores lo cual hizo que

algunos grupos investigasen otros posibles origenes encontrandose que en el cancer de
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pancreas existia una frecuente pérdida de numero de copias del gen (47% de los

341

casos)” ", mientras que en el cancer de mama el promotor estaba hipermetilado en un

86.4% de los casos asociados con baja expresion de mRNA3*.

3.4 LoS TELOMEROS

Los telémeros son regiones de DNA no codificante que consisten, en la mayoria de los
organismos, en repeticiones en tandem de una secuencia corta de nucleétidos, variando el
namero de repeticiones de unos organismos a otros. Estan situados en la parte final de los
cromosomas eucariotas junto con sus proteinas asociadas. Juegan un papel muy importante
en la integridad y estabilidad genémica y participan en el proceso de dafo/reparacion del DNA

celular®*®3*,

La longitud telomérica disminuye en cada ciclo de division celular, aunque la célula posea los
mecanismos necesarios para completar su replicacién. Si esto no ocurriera, la célula podria
llegar a perder informacion genética importante o adquirir un estado de inmortalidad que
produciria una proliferacion celular desmesurada de la linea celular.

En la especie humana los teldmeros estan formados por repeticiones de 6 nucleétidos: T,AG;
a diferencia de las secuencias subteloméricas, las cuales se ubican en zonas contiguas a los

telémeros y se hallan formadas por repeticiones en tandem altamente polimorficas.

El DNA telomérico (tDNA) consiste en dos hebras desiguales. Su extremo 3" esté enriquecido
con Guaninas y Citosinas repartidas de forma asimétrica. Las Guaninas se acumulan en la
hebra con orientacién 5°— 3" denominada hebra G. Las Citosinas se acumulan en la hebra con
orientacién 3'—5". La hebra G no se encuentra apareada con la otra hebra en la parte extrema
sino que forma un segmento monofibrilar, de longitud variable segin las especies y que
constituye el extremo 5 del cromosoma. El extremo monofibrilar adopta una estructura
secundaria por apareamiento de las bases de Guanina (D-loop). El extremo telomérico forma
un bucle hacia atras y crea un duplex de DNA con otra de las secuencias repetidas (T-loop)
que desplaza al duplex original del telémero. Esta estructura en forma de lazo se estabiliza
gracias a la union de proteinas especificas que se unen a los telémeros®®. En el caso de las
levaduras de fision y de los humanos, la proteina que se une y protege el extremo de DNA de

cadena sencilla de la hebra G es la a proteina POT1**°.

Existen otras proteinas que se unen a lo largo de las repeticiones teloméricas dando lugar a
un complejo ribonucleoproteico altamente ordenado®”’. Es el caso de TRF-1 y TRF-2, dos
proteinas que se asocian mediante interaccién directa con el DNA y cuya finalidad es la de

348

ayudar a proteger el extremo telomérico™™. A ellas se unen otras muchas formando asi un

complejo competidor de la telomerasa que impide el acceso de la enzima (figura 30).
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Figura 30: Extremo telomérico linearizado (parte superior) y formando el bucle (parte inferior) junto con sus

proteinas asociadas®®.

En las células somaticas que no poseen mecanismos de mantenimiento de la longitud
telomérica en cada replicacién, y consecuentemente cada division celular, se produce una
pérdida de entre 100 y 200 pb de la secuencia telomérica. Esto es debido a la ausencia de
polimerasas capaces de replicar la cadena de DNA completa ya que siempre queda en el
extremo 5° el hueco correspondiente al fragmento de Okazaki. De esta forma, después de un
numero de divisiones determinado (entre 40 y 70) la longitud telomérica llega a ser critica (2.5
kb) y se alcanza el punto de Hayflick. En ese momento el cromosoma pierde su proteccion y
las células entran en estado de senescencia en el que, aun siendo metabdélicamente activa y

viable, no prolifera®®°

. Se trata de un mecanismo irreversible que se acompafia de cambios
morfolégicos y de la expresion génica y que desemboca finalmente en la apoptosis celular,

contribuyendo, por tanto, al envejecimiento del organismo351.

353

En las células germinales®? y tejidos en desarrollo®™? existe un mecanismo de replicacién de

telomeros: la telomerasa. Se ha comprobado que también esta presente en células

356
. E

endometriales®*, en la capa basal de la epidermis®® y en el sistema hematopoyético n

ciertas células del organismo el mecanismo de la telomerasa puede ser inducido durante

determinadas etapas de la vida, como ocurre durante la activacién de los linfocitos T y B,

En las células que poseen telomerasa, el DNA telomérico permanece en un estado de
dinamismo debido a sus pérdidas y adiciones. De esta forma, la longitud telomérica se
encuentra normalmente regulada y dentro de unos limites bien definidos, permaneciendo en un
estado de equilibrio que se ve influenciado por factores genéticos, ambientales y fisioI(’)gicos359

denominado “homeostasis telomérica”>®°.

La telomerasa es un complejo con tres componentes principales: la proteina de la familia de
las transcriptasas inversas TERT, un &cido ribonucleico denominado TERC y la proteina

361,362

auxiliar Disquerina (DKC1)
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Cuando la célula replica su material genético antes de dividirse, la telomerasa es guiada hacia
los telémeros. Alli se alinea con el extremo de la hebra G y lleva a cabo su extension. De esta
forma los telémeros mantienen su longitud y mantienen la estabilidad cromosémica evitando la

recombinacidn, la fusién entre telomeros, y la degradacién del DNA

Estudios recientes apuntan a que la senescencia tendria un papel principal que seria el de
prevenir el desarrollo del cancer, lo que representaria una ventaja evolutiva para el organismo.

La telomerasa es sobreexpresada en las células cancerosas y esto conlleva un proceso de
reversion de la pérdida de longitud telomérica que convierte a las células en inmortales®®. A
pesar de ello, la actividad de la telomerasa no es la responsable del origen de una célula

cancerosa aungue si un requisito.

Sin embargo, existen diferentes estudios que apoyan y refutan esta teoria ya que,
dependiendo del tipo de tumor, se observa una presencia o ausencia de correlacién con la
longitud telomérica y la actividad de la telomerasa. En los neuroblastomas®®, el cancer de
prostata®®®, cancer de higado®®®, cabeza y cuello®®, pulmén®®®, tumores gastricos*®® y algunos
hematolégicos370 las caracteristicas clinicas del tumor parecen relacionarse con la longitud sus
telémeros. No es el caso del cancer de mama®* o de otros tumores ginecoldgicos en los que
no existe asociaciéon entre la longitud telomérica y el estadio de la enfermedad o el diagnéstico

(cancer de ovario, endometrio y cérvix)®"

. Por otra parte, en los tumores ginecolégicos, al igual
que en otros muchos, la actividad de la telomerasa parece verse incrementada, aumentando en
los primeros estadios, mientras que disminuye una vez se aplican tratamientos
guimioterapeuticos. En cancer de ovario, concretamente, los telémeros son cortos a pesar de
que la actividad de la telomerasa es elevada y esto dota de un elevado riesgo a desarrollar

cancer de ovario tanto esporadico como hereditario®*%".
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El carcinoma de endometrio es el tumor ginecoldgico méas frecuente en los paises
industrializados®. El 95% de los casos son de origen esporadico® y su principal factor de
riesgo es la exposicion hormonal™*.

Bokhman, en 1983, establecié un modelo dualistico el cual dividia los carcinomas de
endometrio esporadicos en dos principales grupos segln sus caracteristicas clinico-
patoldgicas: estrogeno dependientes o tipo 1 o endometrioides (70-80% de los casos) y no
estrégeno dependientes o tipo 2 0 no endometrioides (20-30%)’. Se ha observado que,
ademas, ambos grupos presentan unas caracteristicas moleculares determinadas. Los
carcinomas endometrioides aparecen frecuentemente asociados a mutaciones en los
genes PTEN, PIK3CA*, KRAS®®, CTNNB1%*, FGFR2* y en genes implicados en el
sistema de reparacién de emparejamientos erréneos, siendo comun la aparicion de
inestabilidad de microsatélites (MSI)38. En los tumores tipo 2 0 no endometrioides es
frecuente encontrar mutaciones en los genes TP53%*** CDKN2A*, CDH1***, pérdidas
de expresion de HER2/ERBB2* y EGFR/ERBB1* y pérdidas de heterocigosidad (LOH) en
diferentes cromosomas®. Estudios realizados mediante secuenciaciéon de exomas han
permitido identificar nuevos genes implicados en el desarrollo tumoral como es el caso de
los genes ARID1A**? y PPP2R1A**® en los que se han observado un alto nimero de
mutaciones asociadas a los carcinomas endometrioides y no endometrioides

respectivamente.

Posteriormente se han propuesto otras clasificaciones atendiendo a las caracteristicas
histolégicas de los tumores. Siguiendo los criterios de la FIGO y de la OMS, los
carcinomas de endometrio se pueden clasificar dependiendo del grado de diferenciacion
de sus células (grado 1, 2 y 3) o dependiendo de las caracteristicas histolégicas de cada

subtipo***"'8

. Esta Gltima es una clasificacibn més especifica y concreta en la que cada
uno de los subtipos tumorales es tratado como un grupo aparte, con unas caracteristicas

moleculares determinadas y un tratamiento mas especifico y dirigido.

Las modificaciones epigenéticas también juegan un papel importante en el desarrollo del
carcinoma de endometrio. Por una parte, la hipermetilacion del promotor del gen hMLH1

es una de las principales causas de aparicion de MS|?%%2%

. Por otra, se han observado
cambios en el perfil de expresién de las proteinas HDAC clase | durante la formacién del tumor.
Concretamente, la pérdida de expresion de la HDAC1 se asocia a un peor pronéstico del tumor

y una menor supervivencia de las pacientesm.

Finalmente, la longitud de los telomeros ha sido relacionada con la predisposicion a
desarrollar diferentes tipos de tumores o con el estadio de la enfermedad sin llegar a esclarecer
su papel en la tumorigénesis. No es el caso de los carcinomas de endometrio en los que sélo
se ha observado una mayor actividad del complejo ribonucleico telomerasa no asociada a la

longitud telomérica ni al tipo o grado tumoral*®®371373
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Por ello, en nuestro trabajo analizamos diferentes aspectos implicados en el desarrollo del

carcinoma de endometrio esporadico a partir de cinco objetivos principales:

Primer objetivo: estudiar la organizacién de los genes implicados en el desarrollo tumoral
PTEN, TP53, CDKN2A, CDH1, PPP2R1A, ARID1A, PIK3CA, CTNNB1, KRAS, BRAF y
EGFR.

Segundo objetivo: analizar la inestabilidad de microsatélites (MSI), la metilacion de la
regiéon promotora, los grandes reordenamientos y las mutaciones puntuales presentes en
los genes implicados en el mecanismo de reparacion de emparejamientos erréneos (MMR)
hMLH1, hMSH2 y hMSHS6.

Tercer objetivo: estudiar el patron de expresion de las proteinas histona desacetilasas
HDAC1, HDAC2 y HDACS3.

Cuarto objetivo: analizar la longitud telomérica de los diferentes tipos de carcinoma
de endometrio esporadico y estudiar la su posible relacién con los polimorfismos
TERT-1327C>T y TERC-63G>A.

Quinto objetivo: establecer diferencias entre los perfiles moleculares de los
diferentes tipos de carcinoma de endometrio esporadico segun sus caracteristicas
clinico-patologicas (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no endometrioides), grados
histolégicos (grado 1, 2 y 3) y subtipos histoldégicos (carcinomas endometrioides,

serosos, carcinomas de células claras, carcinomas mixtos y carcinosarcomas).
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1. PACIENTES

1.1 TeJsibo TUMORAL

Hemos estudiado 86 muestras de carcinoma de endometrio esporadico procedentes del
Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico Universitario de Salamanca,
obtenidas por extirpacion quirdrgica entre los afios 2006 y 2012 y conservadas a -80°C
hasta su procesamiento. Todas las muestras fueron obtenidas previo consentimiento
informado de las pacientes siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en
Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca. La media de
edad fue de 69.36+10.29 afios (mediana=70.0).

Todas las muestras fueron analizadas para la determinacion del tipo y grado histoldgico
segun las recomendaciones de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Asimismo, de manera rutinaria, se
realiz6 un estudio inmunohistoquimico a fin de obtener un perfil de expresiéon de los genes
del mecanismo de reparaciéon de emparejamientos erréneos (MMR) y obtener informacién

necesaria para el estudio molecular de los mismos.

En la tabla 1 se presentan los diferentes tipos de tumores analizados y el nimero de

muestras correspondientes a cada uno:

Tabla 1: Nimero de muestras analizadas de cada tipo y grado de tumor segun el estudio realizado en el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de Salamanca.

' . Numero de s (1
Tipo de tumor Grado Subtipo de Tumor Muestras Porcentaje (%)
Ti 1 Gradol Endometrioide G1 31 36.05
'po Lo Grado 2 Endometrioide G2 24 27.91
Endometrioide —
Endometrioide G3 8 9.30
. Seroso 8 9.30
Tlp’\clnoz 9 Grado 3 Células Claras 1 1.16
endometrioide _M'Xto 2 2.33
Carcinosarcoma 12 13.95
TOTAL 86 100.00

De los 31 adenocarcinomas endometrioides grado 1, tres de ellos presentaron
diferenciacion escamosa (casos 3, 47 y 64), uno diferenciacién tubular (paciente 10), dos
diferenciacion tubular y papilar (casos 6 y 41) y uno diferenciacién tubular y cribiforme
(caso 7). De los 24 tumores de grado 2, uno presenté diferenciacion tubular (caso 1), otro
tubular y papilar (caso 2), otro ciliada (caso 15), otro villoglandular (caso 28) y otro
escamosa (caso 33). Tres de los 8 adenocarcinomas endometrioides grado 3 presentaron
un patrén escamoso (pacientes 9, 36 y 38). De los 8 carcinomas serosos, dos presentaron
diferenciacion papilar (caso 29 y 70). Ademas incluimos en el estudio dos

adenocarcinomas mixtos, uno con 50% de componente endometrioide grado 2 y 50%
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carcinoma de células claras y seroso (caso 23) y el otro con componente seroso y
componente endometrioides grado 3 (caso 66). La composicién de los carcinosarcomas
fue muy heterogénea y en ocasiones no dispusimos de la informacién acerca de las
caracteristicas de sus componentes. De los casos 5 y 16 tan sélo obtuvimos informacion
acerca del tipo de componente epitelial que fue endometrioide en el primer caso y seroso
en el segundo. De las muestras 11 y 39 no obtuvimos informacién acerca de sus
caracteristicas. El caso 24 estaba compuesto por componente endometrioide y sarcoma
de alto grado, los casos 64 y 83 por endometrioide de grado 3 y sarcoma de alto grado,
las muestras 27, 53 y 81 de componente seroso y estroma de grado alto y los casos 46 y

58 de componente endometrioide y epidermoide respectivamente y sarcoma de alto grado.

1.2 SANGRE PERIFERICA

Las muestras de sangre periférica de las pacientes operadas de carcinoma endometrial
se obtuvieron, siempre que fue posible, mediante venopuncién antecubital en el Servicio
de Ginecologia del Hospital Clinico Universitario de Salamanca. La extraccién se realizd
en el momento en el que la paciente acudi6 a la consulta rutinaria dentro del seguimiento
realizado en el Servicio. Las muestras de sangre periférica se conservaron a 4°C hasta el
momento de su procesamiento y todas ellas fueron extraidas previo consentimiento
informado de la paciente.

De todas las pacientes cuyos tumores habian sido extraidos y analizados, obtuvimos
muestra de sangre periférica de 28: diez de adenocarcinomas endometrioides grado 1
(casos 3, 21, 40, 41, 42, 43, 50, 65, 68 y 79), diez de grado 2 (casos 1, 15, 17, 37, 44, 45,
54, 55, 69 y 86), dos de grado 3 (casos 52 y 80), tres con carcinoma tipo seroso (casos
25, 49 y 70), uno con adenocarcinoma mixto (caso 23) y dos con carcinosarcomas (casos
16 y 53).

Aparte de las 86 muestras tumorales y de las 28 procedentes de sangre periférica,
recibimos dos muestras de dos pacientes que fueron excluidas del estudio por presentar
mutaciones en los genes hMLH1 y hMSH6 tanto en el tumor como en el DNA procedente
de la sangre periférica. Ademas mostraron un patron de herencia familiar totalmente
acorde al descrito en Sindrome de Lynch. Estas dos pacientes no han sido incluidas en

ninguno de los analisis descritos en este trabajo.

Por ultimo aclarar que nuestro trabajo se encuentra englobado dentro de un estudio,
llevado a cabo en nuestro laboratorio desde el afio 2006. Los casos 1 a 41 fueron
previamente analizados por la Dra. Mercedes Nufiez Lozano®" y descritos en su trabajo
de tesis doctoral a excepcion del estudio de los genes PPP2R1A, ARID1A, EGFR y

hMSH6 y el analisis de la longitud telomérica asi como el estudio de los polimorfismos
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TERT-1327C>T y TERC-63G>A. De igual forma, los programas de prediccion utilizados
para el estudio in silico de las mutaciones missense y de significado desconocido no
fueron exactamente los mismos ya que el programa SNPD3 fue sustituido por el GVGD y
ademas se afiadié el estudio de las mutaciones silenciosas mediante los programas
ESEfinder y RESCUE-ESE 1.0. El programa TFSEARCH fue utilizado por primera vez en
nuestro trabajo para el estudio de mutaciones localizadas en la region 5" -UTR. Los casos
del 42 al 86 fueron estudiados por nosotros posteriormente completando asi el estudio y
realizando un andlisis global de los resultados.

2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

2.1 EXTRACCION DE DNA DE SANGRE Y TEJIDO TUMORAL

Para la extraccion de DNA tanto de sangre periférica como de tejido tumoral se sigui6 el
mismo protocolo variando las cantidades afiadidas de los reactivos y realizando un paso
de homogeneizacion inicial en el caso de la muestra tumoral. Para ello se utilizaron 100
mg de tejido que se homogeneizaron con un Politron® en 425 mL de tampon Fornace
(0.25 M Sacarosa, 50 mM Tris-HCI (pH=7.5), 25 mM KCI, 5 mM MgCl,).

La obtencién de células mononucleadas de la sangre se realiz6 a partir de 10 mL de sangre
periférica mediante centrifugacién repetida y lisis eritrocitaria con soluciéon hipotdnica
(centrifugacion de la sangre total en 50 mL de ddH,O durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C).
Tras la recuperacion de la interfase creada y la lisis de los glébulos rojos con agua destilada,
las células mononucleadas fueron lavadas en tampdn Fornace, que proporcioné la osmolaridad
necesaria para no romper los leucocitos, y posteriormente precipitadas mediante centrifugacién
a 1500 rpm durante 10 minutos. El botén de células nucleadas de la sangre se resuspendio
nuevamente en tampoén Fornace a una concentracion estimada de 5x10° células/mL, tras lo
cual se afiadi6 EDTA (acido etilendiamino tetraacético) 0.5 M pH 8 (que es un quelante de
iones divalentes que posibilita la inactivacion de las nucleasas) a una concentracion final de 10
mM, SDS (dodecil sulfato sodico) a una concentracion final del 1% para romper las membranas
celulares y proteinasa K (AppliChem, Darmstadt, Alemania) a una concentracion final de 50

pg/mL para degradar las proteinas. La mezcla se incub6 a 55°C durante 8-16 horas.

Tras la incubacion, se procedié a la extraccion y purificacion del DNA incubandolo con una
mezcla de fenol tamponado a pH 8 y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) (AppliChem,
Darmstadt, Alemania) Tras lo cual se sometié a centrifugacién. Con este proceso el DNA
permanecié en la fase acuosa y se limpié de otros residuos al mezclarla con CIAA (Panreac
Quimica S.L.U., Barcelona, Espafia) y centrifugar para separar de nuevo las dos fases, una en

la que estaba contenido el DNA y otra que contenia los detritos celulares. Tras este paso se
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afiadio etanol absoluto frio a la fase acuosa, precipitando el DNA que se recuperg, se lavé con

etanol al 70% y finalmente se resuspendié 200 pl en ddH,O estéril.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del DNA se calcularon tras medir su
absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro automatico Nanodrop®
ND2000 (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sur Africa) por medio de la siguiente
férmula:

Mg de DNA/mL = (D.0.,40) X (factor de dilucién) x (50)

(Nota: 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad Optica con

una luz incidente de 260 nm es el valor de la absorbancia que tienen 50 ug de DNA/mL).

El cociente DO,5/DO,g sSe utiliza para determinar el grado de contaminacién proteica,
considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2. Valores inferiores a los
sefialados indican contaminacién por proteinas o solventes organicos; en estos casos, se
procedid a realizar una nueva purificacion del DNA. Valores superiores indican un exceso de
RNA que se eliminé tratando la solucién de DNA con RNAsa y purificando de nuevo, segun los

métodos descritos anteriormente®”.

La muestra de DNA consté de una concentracién aproximada de entre 1000 y 1500 ng/uL
(resuspendidos en 200 uL de ddH,0). Se almacené en tubos Eppendorf® a -20°C, con el fin de
evitar tanto la degradacién progresiva del DNA como su posible contaminacién por

microorganismos.

2.2 EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO TUMORAL

Se extrajo RNA a partir de muestras de 100-200 mg de tejido tumoral siguiendo una

modificacion del método de Chomczynski y Sacchi®”.

Para ello, las muestras se
homogeneizaron en 1 mL de Trizol (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) con la
ayuda de un Politr6n® y se realiz6 una extraccion selectiva del RNA mediante separacion de
fases tras la adicion de 200 pL de cloroformo por cada mL de Trizol inicial. EI RNA disuelto en
la fase acuosa se precipité con isopropanol y se resuspendié 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 observaciéon de las bandas de RNA
ribosomal. La concentracién de RNA de las muestras se determind en un espectrofotébmetro
Nanodrop® ND2000 (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sur Africa) midiendo la
absorbancia a 260 nm y comprobando la presencia de contaminantes con la medida del ratio
A260/A280.
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2.3 OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS DE TEJIDO TUMORAL

Para la extraccion de proteinas de la muestra tumoral se utilizé6 1 mL de tampon RIPA (1%
NP40, 0.5% deoxicolato sédico, 0.1% SDS, 1x PBS) y 20 uL de inhibidor de proteasas API
100x (1% aprotinina, 1% pepstatina y 1% leupeptina, y se procedi6 a la homogenizacion de 100
mg de tejido con el Polytron® System PT 1200E (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware, U.S.A.). Una vez homogeneizado, se incubd en hielo durante 30 minutos, durante
los cuales se realizaron repetidos voértex y, posteriormente se centrifugé a 2000 r.c.f. durante 20
minutos a 4°C. Tras esta centrifugacion, se recogi6 el sobrenadante, que es el que contenia el
lisado proteico y se almacendé en tubos Eppendorf® a -80°C, con el fin de evitar la

desnaturalizacion y degradacion progresiva de la muestra.

3. ESsTuDIO DE GENES AsociADOS A CARCINOMA DE

ENDOMETRIO ESPORADICO

Para el estudio mutacional realizado en los genes asociados al carcinoma de endometrio
esporadico, llevamos a cabo diferentes técnicas dependiendo del gen y de sus
caracteristicas. En algunos genes no fueron estudiados todos los exones ya que nos
centramos en aquellas regiones exénicas e intrénicas en las que se habian descrito

previamente la mayoria de las mutaciones patogénicas.

Analizamos dichos genes en las 86 muestras de DNA procedente de tejido tumoral.
Posteriormente, y siempre que fue posible, se extendié el andlisis de las mutaciones
encontradas a la muestra de DNA procedente de sangre periférica para comprobar la

naturaleza germinal o somética de la mutacion.

En la siguiente tabla (tabla 2) podemos observar un resumen de las técnicas utilizadas

para el estudio de cada gen y las regiones analizadas.

Tabla 2: Regiones analizadas en cada gen y método utilizado para su estudio.

EXONES EXONES SECUENCIACION CSGE-
VPO BlEN CODIFICANTES = ANALIZADOS T CR DIRECTA Heterodlplex
PTEN 1-9 1-9 Si 5,6,7y8 1,2,3,4y9
TP53 1-10 4-10 Si 4-10
SUPRESORES | CDKN2A 1-2 1-2 Si 1-2
DE TUMORES CDH1 1-16 1-16 Si 1-16
PPP2R1A 1-15 1-1565y 6 Si 1-15 5y 6
ARID1A 1-20 1-20 Si 1-20
PIK3CA 1-20 7,9y 20 Si 7,9y 20
CTNNB1 2-16 3 Si 3
ONCOGENES KRAS 1-6 2y3 Si 2y3
BRAF 1-18 11y 15 Si 11y 15
EGFR 1-28 18-21 Si 18-21
hMLH1 1-19 1-19 Si 1-19
MMR GENES hMSH2 1-16 1-16 Si 1-16
hMSH6 1-10 1-10 Si 1-10
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En el gen PTEN se analizaron por secuenciacion directa los exones 5, 6, 7 y 8 ya que
corresponden a la regién en la que se han descrito la mayoria de mutaciones patogénicas,

casi todas tipo missense, coincidiendo con sus dominios catalitico fosfatasa y C2.

En el gen TP53, los exones estudiados fueron los comprendidos entre el 4 y el 10,
ambos inclusive, y debido a que mas del 90% de las mutaciones descritas son missense

tipo transicion, la secuenciacion directa mostro ser el método mas eficaz para su estudio.

CDKN2A fue estudiado mediante secuenciacion directa ya que se han descrito
mutaciones tipo delecién en homocigosis las cuales no se pueden detectar mediante la
técnica de CGSE-Heteroduplex.

En el caso de PPP2R1A, los exones del gen fueron secuenciados en su totalidad en los
tumores de alto grado incluido los endometrioides grado 3 al poseer unas caracteristicas
intermedias entre los no endometrioides y los endometrioides de bajo grado. En los
endometrioides grado 1 y grado 2 se estudiaron los exones 5 y 6 mediantes CSGE-
Heteroduplex ya que son las zonas donde se localizan las Unicas mutaciones descritas

hasta el momento en el gen, todas ellas en heterocigosis.

Del gen PIK3CA tan sélo se analizaron los exones 7, 9 y 20 ya que es donde se han
descrito la mayoria de las mutaciones y al ser un oncogén, lo mas comun es su aparicién

en heterocigosis. De ahi que se estudiasen por CSGE-Heteroduplex.

En el gen CTNNB1 se estudi6 en exdn 3 por secuenciacion directa ya que es el
encargado de codificar el dominio treonin-serina kinasa y los residuos adyacentes al
dominio regulador. Casi todas las mutaciones descritas hasta el momento son tipo
missense en heterocigosis.

Del gen KRAS se analizaron los exones 2 y 3 ya que es donde se localizan los codones
12 y 13 y 61 respectivamente, ambos hotspots en diferentes tipos de tumores. A veces
aparecen cambios missense en homocigosis y su detecciéon mediante CSGE-Heteroduplex

resulta imposible, por tanto se estudiaron por secuenciacion directa.

El gen BRAF suele presentar mutaciones en los exones 11, que codifica a una regién
rica en Glicinas, y 15, que da lugar al segmento de activacién. Es por ello que tan s6lo se

estudiaron ambas regiones por CSGE-Heteroduplex.

Del gen EGFR sélo se estudiaron los exones del 18 al 21 que codifican su region tirosin-
kinasa. Como hasta el momento se ha encontrado un porcentaje poco elevado de
mutaciones en carcinoma de endometrio, se prefirié estudiarlos mediante secuenciacién

directa.
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Los genes implicados en el MMR fueron analizados en una primera fase en todos los
casos disponibles (1 a 41) y, posteriormente, tan sélo en aquellas tumores en las que el
estudio inmunohistoquimico realizado en el Servicio de Anatomia Patolégica, fue negativo.
Las mutaciones en estos genes suelen afectar a uno de los alelos ya que necesitan una
segunda mutacién para que se desencadene el proceso tumoral. Por ello se estudiaron

mediante CSGE-Heteroduplex.

Finalmente los genes CDH1 y ARID1A fueron analizados en su totalidad mediante
CSGE-Heteroduplex al tratarse de un método adecuado para su estudio debido a que la

mayoria de las mutaciones descritas en la bibliografia aparecen en heterocigosis.

3.1 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE PCR

(POLYMERASE CHAIN REACTION)

Se amplificaron mediante PCR las regiones exonicas e intrénicas a estudiar como paso previo

a la secuenciacion directa o al analisis por heterodiplex.

Las reacciones de amplificacion se realizaron con el producto comercial PCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, U.S.A.). Se llevaron a cabo en un volumen de 25 pL: 12.5 pL de
Master Mix (22 mM tris-HCI (pH 8,4), 55 mM KCI, 1,65 mM MgCI2, 220 uM dNTPs, 22 U Taq
DNA polimerasa), 9.5 yL de agua libre de nucleasas; 1 YL de cada uno de los dos
oligonucledtidos flanqueantes (sentido=forward y anti-sentido=reverse) y 1 uL de DNA obtenido

375 Las reacciones de

por el método anteriormente descrito (concentracion 0.1-0.2 pg/mL)
amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador de Life Technologies-Invitrogen

(California, U.S.A.) con las siguientes condiciones generales de amplificacion:

95°C 95°C

72°C 72°C

10 min.

5 min. 30 seg.

X seg.

X seg.
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Figura 31: Esquema representativo del programa del termociclador para la amplificacién de fragmentos de DNA
mediante PCR. A: tiempo de desnaturalizacion previa; B: desnaturalizacién inicial del ciclo; C: anillamiento de
nucleétidos; D: extension; E: extension final; F: conservacion del producto de PCR. Se incluyen las respectivas
temperaturas de cada tramo y el nimero de ciclos BCD.
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Para asegurar la ausencia de contaminacion y la especificidad de la amplificacién, para cada
mezcla se preparé siempre como control negativo una reaccion paralela conteniendo todos los

reactivos menos el DNA a amplificar.

Las condiciones de la PCR con respecto a la temperatura y tiempo de anillamiento y el tiempo
de extensién y el ndmero de ciclos, dependen basicamente de las caracteristicas de los
oligonucledtidos y del tamafio de fragmento a amplificar. En el anexo 1 podemos observar las
secuencias de los oligonucleétidos empleados y las caracteristicas de las PCRs de cada uno

de los genes estudiados.

3.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron separados por su tamafio mediante
electroforesis en gel horizontal de agarosa al 2% (Gel Company Inc, San Francisco, U.S.A.)
preparado con tampén TBE (Tris 0.044 M, acido bérico 0.044 M, EDTA 1.0 mM, pH=8.3). El
primer pocillo del gel se reservé para separar, en paralelo con las muestras a estudiar, un
marcador de tamafio correspondiente con el DNA del fago ®X-174 cortado con la
endonucleasa Haelll. Este marcador de tamafio genera fragmentos de 1.353, 1.078, 0.872,
0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194, 0.118, 0.072 kb.

La electroforesis se llevé a cabo con una diferencia de potencial constante de 120 voltios

durante 30 minutos.

Para monitorizar la migracion del DNA en el gel, utilizamos dos colorantes que se incluyeron
en el tampdn 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 en el gel de agarosa
utilizando SYBR® Safe DNA Gel Stain (1:10000, Life Technologies-Invitrogen, California,
U.S.A), que actla intercalandose entre las bases nitrogenadas del DNA emitiendo
fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254 nm). Los resultados obtenidos fueron
almacenados mediante un sistema de fotografia digital (Kodak DC40) acoplado a un programa

informatico de tratamiento de imagenes (Kodak Digital Science 1D).
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3.3 DETECCION DE MUTACIONES MEDIANTE CSGE-HETERODUPLEX

Algunos exones no fueron secuenciados directamente porque cumplian los requisitos
necesarios para un analisis por CSGE-HeterodUplex. De esta forma, mediante esta técnica
hicimos un descarte previo de aquellos exones que no presentaban alteraciones lo cual

simplifica el proceso y abarata los costes asumiendo un 5% de error en la técnica.

Las muestras amplificadas por PCR fueron desnaturalizadas a 95°C durante 5 minutos, y

enfriadas 1°C por minuto hasta 32°C para su nueva renaturalizacion.

Con este proceso se busca hibridar hebras de DNA procedentes de ambos alelos
(heteroduplex) en los que uno pudiera tener alguna alteraciéon y producir una distorsion en la
doble hélice que diera un patrén anormal en la migracion electroforética (figura 32). La
preparacién de las muestras para la electroforesis fue de 3 a 8 pyL de los productos de PCR
mezclado con 2 uL de tampén de carga Triple Dye Loading Buffer (National Diagnostics,

Hessle, Reino Unido).

Figura 32: Ejemplo de dos muestras a las que se les ha aplicado la técnica CSGE-Heterodiplex. La muestra 1
presenta un patron de migracién normal mientras que en la muestra 2 se encuentra alterado por la presencia
de alguna mutacién que después del proceso de desnaturalizacion-renaturalizacion ha dado lugar a la
formacion de heteroddplex y homoduplex.

Se emplearon para ello, geles de MDE, que es un polimero de acrilamida modificado derivado
del vinilo para realizar la electroforesis vertical de los productos de PCR amplificados y se
analizaron los patrones de migracion anormal que pudieran indicar la presencia de mutaciones.
Cada gel se preparé atendiendo a las siguientes cantidades: 7.705 mL de ddH,O, 5.98 mL de
formamida 99% (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Espafia), 4.025 mL de Poly(etilenglicol) al
99% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A)), 2.415 mL de TBE 10X, 20.125 mL de SquaGeI®
MD 2X (National Diagnostics, Hessle, Reino Unido), 36.8 pL de TEMED (N, N, N, N’
Tetrametilendiamina, AppliChem, Darmstadt, Alemania) y 138 uL de AMPS (persulfato de
amonio) al 25%. El volumen final fue de 40.25 mL. La electroforesis se llevé a cabo con tampén
0.6X TBE. A cada gel se le aplicé una diferencia de potencial eléctrico constante de 180V
durante aproximadamente 21 horas (el tiempo varié dependiendo del tamafio del fragmento de

PCR a analizar).

Finalmente cada gel fue tefiido con el kit comercial DNA Silver Stainning Kit (GE Healthcare
Bio-Science AB, Uppsala, Suecia) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los

fragmentos resultantes fueron visualizados y analizados en un transiluminador. La deteccién de
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un patrén de migracién anormal conllevé la purificacién del producto de PCR correspondiente y

secuenciacién automatica directa para visualizar la secuencia nucleotidica exacta.

3.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

AMPLIFICADOS POR PCR

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion fue realizada mediante
PureLink® PCR Purification Kit (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) segun las
recomendaciones del fabricante. Tras la purificacién se procedié a una nueva electroforesis en

gel de agarosa para comprobar tanto la eficacia de la purificacion como la cantidad purificada.

3.5 SECUENCIACION De Probuctos DE PCR MEDIANTE

SECUENCIACION DE SANGER

Las reacciones para la secuenciacién automatica se llevaron a cabo preparando 40-60 ng del
DNA amplificado con 3 pmol de oligonucle6tido correspondiente, todo ello en un volumen final
de 8 pL de reaccion. Acto seguido se enviaron al secuenciador automético ABI PRISM 3100
Genetic Analyser (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) localizado en el Servicio
Central de Secuenciacién de la Universidad de Salamanca donde se realiz6 la reaccion de
secuenciaciéon con el kit BigDye Terminator® v.3.1 (Life Technologies-Invitrogen, California,
U.S.A).

3.6 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS

El analisis de las secuencias obtenidas se realiz6 utilizando diferentes programas

informaticos.

La lectura y tratamiento de las secuencias autométicas se llevé a cabo con ayuda del

programa Chromas Lite (http://technelysium.com.au/chromas_lite.html).

La homologia con las secuencias depositadas en las bases de datos EMBL (http://www.embl-
heidelberg.de/Services/index.html) y GenBank (http://www2.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/genbank)
se realizd con los programas FASTA o BLAST de los servidores www2.ebi.ac.uk/fasta3 y

www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html respectivamente.
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El disefio de oligonucledtidos especificos para PCR o secuenciacién se llevd a cabo con el

programa Oligo 4.05 primer Analysis Software (National Biosciencies, Inc.).

3.7 BASES DE DATOS

3.7.1 PUBMED “U.S. National Library of Medicine National Institutes of

Health”.
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Es un motor de busqueda de libre acceso a bases de datos bibliograficas, entre ellas
principalmente MEDLINE. Esta base de datos es un recurso creado por la “National Library of
Medicine” de Estados Unidos, y recoge referencias bibliograficas de articulos publicados en

mas de 4.500 revistas médicas desde 1966 hasta la fecha.

3.7.2 UCSC

genome.ucsc.edu

La base de datos UCSC Genome Browser fue creada en el afio 2000 por dos investigadores
de la Universidad de California Santa Cruz y posteriormente entré a formar parte del proyecto
Genoma Humano. Con 13 afios de antigliedad, contiene secuencias de 58 organismos y ofrece

un amplio rango de posibilidades debido a las multiples herramientas que ofrece®”’.

En nuestro trabajo ha sido utilizada para la obtencién de las secuencias genémicas de los
genes estudiados asi como para la comparacién entre las secuencias génicas de nuestros

tumores y las almacenadas en la base gracias a la aplicacién Blat.

3.7.3 VEGA “Vertebrate Genome Annotation”

vega.sanger.ac.uk/index.html

La base de datos VEGA es un repositorio central en el que se encuentra contenida la
secuencia completa del genoma de aquellos vertebrados en los que se conoce, incluyendo el
Homo sapiens. El pez cebra y el raton estan en proceso de ser completados mientras que de
otras especies tan solo se localizan las regiones genomicas de elevado interés. Esta

desarrollada por el Wellcome Trust Sanger Institute y en nuestro trabajo ha sido utilizada
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principalmente para la busqueda de las secuencias gendmicas y protedmicas asi como para la
busqueda de mutaciones ya descritas.

3.7.4 HGMD® “The Human Gene Mutation Database at the Institute of

Medical Genetic in Cardiff”.
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

Consiste en una coleccién de mutaciones en linea germinal para el estudio de determinadas
enfermedades humanas y representa una fuente de referencia actualizada sobre cambios con

alguna implicacion patogénica en el genoma.

3.7.5 LOVD-INSIGHT “Leiden Open Variation Database”

www.insight-group.org/mutations

Esta base de datos creada por la Sociedad Internacional de Tumores Hereditarios
Gastrointestinales, fue implantada para dotar de una herramienta flexible, Gtil y accesible a los
profesionales de los distintos ambitos de la salud, para la busqueda y catalogacion de variantes

de DNA ordenadas por los genes de interés.

3.7.6 COSMIC “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer’.

www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Esta base de datos es uno de los recursos disponibles on-line que ofrece el Instituto Sanger
para proveer informacion sobre mutaciones somaticas y detalles relacionados con cancer en

humanos.

3.7.7 |1ARCTP53 DATABASE

p53.iarc.fr/

Esta base de datos es desarrollada y mantenida por la International Agency for Research on

Cancer en Lyon (Francia) y se compone exclusivamente de los datos obtenidos mediante la
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basqueda y revisién de la literatura cientifica existente, constituyendo un depésito de todas las

mutaciones en el gen TP53 publicadas hasta la fecha.

3.7.8 THE P53 WEB SITE

p53.fr/

La base de datos de esta Web provee informacion para la identificacién y el analisis de
mutaciones que afectan a la proteina p53 en cancer. Permite descargarse un archivo en el cual
se recoge toda la informacién detallada de todas las mutaciones descritas hasta el momento, el
articulo original en el que se describieron asi como el tipo de tumor, caracteristicas de los

pacientes portadores, etc.

3.7.9 MisMATCH REPAIR GENE VARIANT DATABASE

www.med.mun.ca/mmrvariants/default.aspx

Esta base de datos creada por la “Memorial University” de Newfoundland (Canada) es un
catalogo de las variantes conocidas de los genes pertenecientes a MMR que han aparecido en
la literatura. Para ello se ha revisado el tipo de cambio y las circunstancias clinicas en las que

ha sido identificado.

3.7.10 mIRBASE DATABASE

http://www.mirbase.org/

Esta base de datos esta mantenida y ubicada en los servidores de la Faculty of Life Sciences
de la Universidad de Manchester y apoyada econémicamente por Biotechnology and Biological
Sciences Research Council (BBSRC).

miRBase database es una base de datos que reune las secuencias de los miRNA publicados
actualmente. Cada entrada de esta base de datos muestra la estructura del transcrito del
miRNA tedrica con la informacién de la localizacion y la secuencia del miRNA maduro. Ambas
secuencias, la del transcrito y la del miRNA maduro, se pueden descargar para Su uso.
Ademas consta de la aplicacion miRBase Registry que proporciona localizadores de los genes
de los miRNA para nuevos miRNA y de miRBase targets database o microCosm que es una

herramienta para la prediccion de dianas de los miRNA.
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4. CARACTERIZACION DE MIUTACIONES

4.1 EstuDiOS DE PERTENENCIA ALELICA DE MUTACIONES

MEDIANTE CLONACION

Para determinar la pertenencia a uno u otro alelo de las mutaciones en las muestras en las
que aparecieron mas de una alteracién puntual en el mismo exoén, se recurrié al clonaje de los
fragmentos DNA de interés en vectores de clonacién. También se llevd a cabo en aquellos
casos en los que las mutaciones eran tipo insercién/delecion y se encontraban en zonas
cercanas a los oligonucleétidos. En esta situacion resulta dificil detectar la alteracién ya que las
secuencias presentan un patron doble desde su inicio o en la region final, dependiendo de
donde se localice la mutacion. En nuestro estudio, aplicamos esta técnica para el estudio de
mutaciones en los genes PTEN, PIK3CA, CTNNB1 y ARID1A.

Para ello, se amplificaron mediante PCR los fragmentos donde fueron identificadas las
mutaciones y dichos productos fueron subclonados en el vector de clonacién pGEM®-T easy
(Promega, Madison, WI, U.S.A.), constituido por una doble cadena de DNA lineal que permite
ligar en sus extremos productos de PCR para su posterior secuenciacion, sin necesidad de que
estos sean manipulados previamente. Este vector ofrece la posibilidad de seleccionar por color
las colonias que contienen las construcciones ligadas, ya que el sitio de clonaje interrumpe una
secuencia del operén LacZ, y de selecciéon de transformaciéon ya que contiene un gen de

resistencia a ampicilina (Amp) (figura 33).

Xmn | 2009
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Seal 1880 2rar L
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Vector T Pl |
(301 5bp)

ei Sall

Figura 33: Esquema del vector de clonacion pGEM®-T easy. Aparecen representados el mapa de restriccién de
enzimas de corte Unico y las secuencias funcionales de referencia.

Para realizar dichas construcciones, se procedié a la ligacién del material amplificado con el
vector, empleando de 2 a 5 yL del DNA amplificado (inserto) y 20 ng del vector. Dicha mezcla

se incubd en presencia de la enzima T4 DNA ligasa 1U (Promega, Madison, WI, U.S.A.), 1 pL
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de tampdn especifico (2x Rapid ligation buffer, Promega, Madison, WI, U.S.A.) y ddH,0 hasta
un volumen de 10 pL durante 3 a 4 horas a una temperatura de 22°C o bien durante 15 horas a

temperatura de 4-15°C.

Las reacciones de ligacién fueron utilizadas para la trasformacion de la cepa bacteriana DH5a
derivada de Escherichia coli. Para que la bacteria sea susceptible a la transformacion, tiene
que ser sometida a un proceso previo que la convierte en competente. Para ello, se sembré
una colonia de esta cepa en medio 2xTY y se dej6 crecer a 37°C en agitacion hasta alcanzar
una D.0.600 aproximada de 0,6. El cultivo se centrifugé a 1200 g durante 10 minutos a 4°C. El
botdn celular obtenido se resuspendié en 100 mL de CaCl, 100 mM a 4°C vy, después de una
nueva centrifugacion de iguales condiciones, las bacterias se resuspendieron en 100 mL de
CaCl, 100 mM. Se distribuyeron en alicuotas de 120 pl que se congelaron inmediatamente en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Para la transformacién bacteriana se utilizd6 un volumen de 30 uL de bacterias competentes,
descongeladas en hielo previamente, que se incubaron con 5 pL de la reaccién de ligacion
durante 1 hora en hielo. Pasado ese tiempo, la mezcla se sometié a un choque térmico de
42°C durante 2 minutos, y se afiadieron 500 pL de 2xTY, para proseguir con una incubacién de
la mezcla a 37°C en agitacion durante 30 minutos. La bacteria transformada se sembrd, junto
con 50 pL de IPTG (20 mg/mL), que induce la transcripcion del operén LacZ, y 50 pL del
sustrato X-Gal (20 mg/mL), en medio sélido de 2xTY preparado con 100 pg/mL de ampicilina
para llevar a cabo la seleccion de transformacién. Las placas de cultivo se incubaron en una

estufa a 37°C durante 10 a 12 horas.

Seleccionamos las colonias blancas ya que fueron las no adquirieron coloracién azul debido a
gue la clonacion del inserto interrumpio la secuencia codificante del operén LacZ presente en el
vector. Se sembraron en 1 mL de 2xTY suplementado con ampicilina y se incubaron a 37°C en
agitacion constante durante 6 a 10 horas, para aumentar su crecimiento, aumentar la
replicacion del plasmido y con ello obtener mayores cantidades de vector con la construccién
de interés. Seguidamente, se centrifugaron los cultivos durante 10 minutos a 2000 rpm y se
decant6 el sobrenadante para obtener el boton bacteriano. La extraccion del DNA plasmidico
con el inserto se llevd a cabo mediante el kit comercial DanaPlasmi Spin Miniprep Kit
(GeneDan S.L., Barcelona, Espafia) segun las especificaciones del fabricante. Se emple6 una
lisis alcalina seguido de un paso de precipitaciéon y neutralizacién que hizo precipitar proteinas
y DNA gendmico de la bacteria, tras lo cual se precipitd con isopropanol el DNA plasmidico y

se procedio a la posterior purificacion y concentracion con etanol al 70%.

Para asegurarnos de nuevo de que las colonias seleccionadas contenian los vectores con los
insertos de interés, se realizé una digestion con enzimas de restriccion especificas del vector
de clonacion. Se escogieron para ello las enzimas Apal y Sacl (Fermentas, Glen Burnie, MD)
cuyos sitios de corte se encuentran localizados a ambos lados del inserto (figura 33) y se usé

un tampon de digestion especifico (10x B+ buffer, Fermentas, Glen Burnie, MD). La incubacion
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se realiz6é durante 3 a 5 horas a 37°C segln recomendaciones del fabricante. La presencia de

los insertos se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (figura 34).

M 1 2 3

€«<—— Vector

< Fragmento
clonado

Figura 34: Imagen del resultado de la electroforesis en gel de agarosa de las digestiones realizadas con las
enzimas Apal y Sacl en el vector de clonacién. Se observa que en las muestras 1, 2 y 3 el vector ha sido
clonado ya que al realizar la digestion aparecen dos bandas, una correspondiente al fragmento de mayor
tamafio (vector) y otra de menor tamafio (fragmento clonado). M: Marcador.

Finalmente, se procedi6 a la determinaciébn de la secuencia nucleotidica mediante
secuenciacion automatica del inserto usando los oligonucleétidos universales del vector de
clonacién T7 y SP6 y comprobando la presencia o ausencia de las alteraciones encontradas
previamente (figura 35).

T7 Transcription Start
5...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
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Figura 35: Secuencia de las zonas flanqueantes a la del inserto clonado en el vector pGEM®-T easy.
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4.2 PROGRAMAS PARA EL ESTUDIO IN SiLico DE MUTACIONES NO

DESCRITAS

Los estudios in silico permiten estudiar de manera predictiva el grado de patogenicidad
de una mutacion. Es importante su realizacidn siempre que se encuentre una mutaciéon no
descrita anteriormente y sirve como estudio complementario a otros analisis. Los
resultados de los estudios in silico nunca poseen un caracter determinante pero si
orientativo. Para el estudio de mutaciones tipo missense no silenciosas utilizamos 5
programas basados en la conservacion en la evolucion del aminoacido o secuencia de
aminoacidos a los que afecta: PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD. Por otra parte, las
mutaciones silenciosas encontradas fueron analizadas mediante los programas ESEfinder
3.0 y RESCUE-ESE 1.0; aquellas mutaciones observadas en zonas 5-UTR 6 3"-UTR, los
programas microRNA y TFSEARCH vy la base de datos miRBASE; y para las mutaciones
tipo delecién o insercion se utilizé el programa de prediccién de estructuras secundarias
PSIPRED. El analisis de la conservacion de los amino&cidos afectados se realizé con el

programa PolyPhen.

4.2.1 POLYPHEN (POLYMORPHISM PHENOTYPING)

http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen

Este programa predice el posible impacto de una sustitucion aminoacidica en la estructura y

funcién de una proteina humana, empleando consideraciones fisicas y comparativas®'®*"°.

Para realizar la prediccion se lleva a cabo un alineamiento de secuencias pertenecientes a las
proteinas homologas en las especies que se encuentren descritas en BLAST. El resultado del
alineamiento multiple es empleado por el software PSIC (Position-Specific Independent Counts)
para calcular la matriz del perfil. Los elementos de la matriz son ratios (valores del perfil)
logaritmicos que indican la probabilidad de que en una posicion determinada se encuentre un
aminoacido, frente a que este aminoacido se localice en cualquier posicidon (frecuencia de
fondo). El programa PolyPhen analiza los valores absolutos de la diferencia entre los valores
de perfil de las dos variantes alélicas en la posicién polimérfica. Un valor muy alto de esta
diferencia podria indicar que la sustitucién estudiada aparece poco o nada en la familia de
proteinas. PolyPhen también muestra el nimero de secuencias alineadas en la posicion de

blasqueda. Este numero indica la credibilidad de los célculos del valor del perfil.
Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es:

- Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte a la estructura o a

la funcion de la proteina.
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- Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la funcion o estructura de la

proteina.
- Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotipico.

- Desconocido: en algunos casos, la carencia de datos no permite que el programa pueda
hacer una prediccion.

PolyPhen también muestra un nimero de secuencias alineadas en la posiciéon de blsqueda
para el analisis de la conservacion interespecie ordenadas de mayor a menor homologia en la

secuencia de la proteina dada.

4.2.2 SIFT (SHORTING INTOLERANT FROM TOLERANT)

http://sift.jcvi.org/

El programa SIFT es una herramienta que clasifica las sustituciones de aminoacidos en una
proteina y predice si estos cambios provocaran un efecto en el fenotipo de la proteina.

Se basa en la premisa de que los aminoacidos importantes de una proteina estan
conservados en la evolucion, por lo que los cambios en los mismos deben afectar a la
funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge proteinas
relacionadas y forma un alineamiento mdultiple de éstas, y basandose en los aminoacidos
presentes en cada posicién del alineamiento, realiza una prediccién de las sustituciones que
afectaran a la proteina. Las sustituciones en una posicion conservada en el alineamiento seran
consideradas “no toleradas” para la mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que

no estan conservadas en el alineamiento toleraran mejor los cambios de aminoéacido®®.

Se introduce la secuencia a analizar en formato FASTA y el programa primero busca
secuencias similares a la introducida por nosotros, después escoge las secuencias
estrechamente relacionadas que puedan tener una funcién similar y luego obtiene el
alineamiento de las secuencias escogidas. Por ultimo, calcula las probabilidades normalizadas
para todas las posibles sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion
menos de 0.05 seran clasificadas como deletéreas y las puntuaciones mayores o iguales a

0.05, “tolerables” o neutrales.

La precision en las predicciones de SIFT es del 60-80%, obteniéndose un 30%
aproximadamente de falsos positivos. No obstante, la precision de las predicciones depende

del alineamiento que se obtenga en cada caso.
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4.2.3 Pmut

http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/

Pmut es un programa que predice si una mutacion puede ser patogénica o neutral. Se basa
en las caracteristicas de la secuencia y en un software de una o dos redes neurales NN (neural
network), que emplean bases de datos internas, prediccion de estructura secundaria y

conservacion de la secuencia.

En los resultados proporciona una respuesta afirmativa o negativa y un indice de
credibilidad®". Estos resultados varian en un rango de 0 a 1, donde un valor 0 indica que se
trata de una mutacién neutral y los valores mas altos son patogénicos. Ademas, muestra la
mutacién en relacién a la estructura proteica. La tasa de error de esta prediccion por falsos

positivos es entre un 12 y un 21% y por falsos negativos entre un 10 y un 17%.

4.2.4 PANTHER (PROTEIN ANALYSIS THROUGH EVOLUTIONARY

RELATIONSHIPS- CLASSIFICATION SYSTEM)

http://www.pantherdb.org

Este programa estima la probabilidad que presenta un cambio nucleotidico, tipo SNP
codificante, de causar un impacto funcional en la proteina. Calcula el subPSEC (substitution
position-specific evolutionary conservation) que da una puntuacién basandose en el

382383 | os valores del

alineamiento de proteinas evolutiva y funcionalmente relacionadas
subPSEC abarcan desde el 0 cuando la mutacién se considera neutra hasta el -10, donde se
alcanza la mayor probabilidad de ser patogénica. Por tanto a valores mas negativos el cambio
se considera mas patogénico. El valor -3 es considerado el limite a partir del cual valores
inferiores indican una pérdida significante de funcionalidad de la proteina. Cuando el cambio

presenta un subPSEC>-3 se considera neutro®.

La precisién de este programa es del 40%, con una tasa de falsos negativos mayor que otros

programas.

4.2.5 ALIGN-GVGD

http://agvgd.iarc.fr/

Align-GVGD es un programa en el cual se combina el grado de conservacion de los
aminoécidos (GV) con una medida bioquimica de la diferencia entre los aminoacidos silvestres

y mutados con respecto al alineamiento (GD).
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Se trata de una extension de la Grantham Difference, la cual tiene en cuenta la composicion
(C), polaridad (P) y volumen (V) de los aminoacidos. Utiliza unos parametros determinados
como son la longitud Euclidiana para calcular tanto GV como GD y establece una escala en la
que clasifica los cambios como neutros, patogénicos o inclasificables utilizando el

siguiente criterio:

1. Si GD = 0: la composicion, polaridad y volumen de aminoacido mutado no provoca una

variacion en el alineamiento, la mutacion se considera neutra.

2. SiGV>61.3y0<GD =61.3: la posicién tolera mas de una sustituciéon conservacional
y la composicion, polaridad y volumen del aminoacido nuevo se sitlla cercano al rango
de variacion observado de acuerdo con el alineamiento. Por tanto la mutacion se

considera también neutral.

3. SiGV =0y GD > 0: la posicion en la que se produce el cambio esta conservada al
100% y no permite cambio alguno. La mutacion en este caso es considerada

patogénica.

4. Si0< GV <=<613yGD > 0: Existe una pequefia variacion entre el aminoacido silvestre
y el mutado (bioguimica similar) pero el aminoacido mutante no se encuentra dentro del

rango de variacién, por tanto el cambio es considerado patogénico.

5. Sila mutacién no se localiza en ninguno de los grupos anteriores, es considerada como

inclasificable.

Por tanto los resultados que nos puede ofrecer este programa se resumen en:

GD>=65+Tan(10)x(GV"2.5) => Class C65 <=> mayor probabilidad de afectar a la funcién
GD>=55+Tan(10)x(GV~2.0) => Class C55

GD>=45+Tan(15)x(GV~1.7) => Class C45

GD>=35+Tan(50)x(GV~1.1) => Class C35

GD>=25+Tan(55)x(GV”"0.95) => Class C25

GD>=15+Tan(75)x(GV"0.6) => Class C15

Else (GD<15+Tan(75)x(GV"0.6)) => Class CO <=> menor probabilidad de afectar a la funcién

Se ha descrito que el 95% de los cambios considerados neutros por Align-GVGD son
funcionales pero que, sin embargo, alrededor de un 61-64% de las mutaciones

consideradas patogénicas son realmente no funcionales>®.
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4.2.6 MicRORNA

www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do

Este programa predice las secuencias diana sobre las que anillan los distintos microRNAs
existentes. Estas predicciones se basan en el uso del algoritmo miRandal que incorpora una
base de datos actualizada de microRNAs en mamiferos (miRBase) y una serie de reglas
biolégicas para la busqueda de posibles secuencias diana en los genes. Este programa permite
saber también los perfiles de aparicion de los miRNAs en tejidos normales y de origen
patolégico®®®.

4.2.7 ESEFINDER 3.0

http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home

Los cambios tipo missense silenciosos, es decir, que no generaban cambio de
aminoéacido a pesar de existir un cambio de base, fueron analizados mediante el programa
ESEfinder 3.0.

Este programa es empleado para estudiar si las variantes en la secuencia afectan a los sitios
consenso de unién de las proteinas SR (Serine/Arginine-rich proteins) y si por tanto alteran la
unién de éstas en los sitios ESE (Exon Splicing Enhancers o sitios exénicos de potenciacién

del procesamiento)®’*%®

. Este programa predice la unién de las proteinas SF2/ASF, SF2/ASF
(IgM-BRCAL1), SC35, SRp40 y SRp55 a la secuencia dada en base a los sitios consenso de
unién de estas. Para ello, se introduce la secuencia normal y la secuencia con el cambio. En
nuestro caso no se analizaron secuencias de 24 nucleétidos. El programa valora la presencia
de sitios ESE tanto en ambas. A nivel general, se consideran significativos los cambios

exoénicos que hacen que desaparezca algun sitio ESE.

El programa tiene en cuenta un valor umbral para cada proteina que consiste en aquel valor
minimo en el que una secuencia determinada se considera significativa para la unién de alguna
de las proteinas de procesamiento: 1.956 para SF2/ASF; 1.867 para SF2/ASF (IgM-BRCAL1);
2.383 para SC35; 2.67 para SRp40; 2.676 para SRp55

El programa también permite obtener una representacion grafica de de los sitios de unién de
las proteinas en la secuencia estudiada. La secuencia analizada se representa en el eje X del
gréfico. S6lo se muestran los valores que superan el umbral. La altura de las barras
corresponde a los valores del motivo, la anchura corresponde a la longitud del motivo de unién

(6, 7, 8 nucledtidos) y cada una de las proteinas tiene un codigo de color.
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4.2.8 RESCUE-ESE 1.0

http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/

Este programa es un método hibrido computacional y experimental que ha sido desarrollado
para identificar secuencia con actividad ESE. En esta aproximacién las secuencias
hexaméricas especificas son identificadas como candidato sitios ESE en base a que poseen
una mayor frecuencia de presencia en los exones que en intrones y en concreto en exones con
zonas no candnicas de procesamiento. En este programa se analizan 238 secuencia
hexameéricas que son sitios ESE potenciales. Al igual que en el programa ESEfinder, RESCUE-
ESE 1.0 permite valorar el efecto de la alteracion mediante la comparacion de la secuencia
normal con la mutada. Después de las valoraciones, el programa emite una imagen en la que

localiza las secuencias ESE dentro de la secuencia de analisis.

4.2.9 TFSEARCH 1.3 (SEARCHING TRANSCRIPTION FACTOR BINDING

SITES)

http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html

El programa TFSEARCH fue creado en 1995 para la deteccién de posibles secuencias
promotoras a las que se unen factores de transcripcion conocidos. Este software detecta
secuencias altamente correlacionadas con las contenidas en la base de datos de sitios de
union de factores de transcripcion: TFMATRIX, incluida en las bases de datos TRANSFAC,

desarrolladas en GBF-Braunschweig, Alemania®’.

Se utilizé para el estudio de las mutaciones no descritas contenidas en la region 5 -UTR de
los genes analizados. Los scores representaron el grado de correlacion de las secuencias

introducidas por nosotros y las contenidas en las bases de datos.
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4.3 PROGRAMAS PARA EL Estubio DE Los CAMBIOS
ESTRUCTURALES GENERADOS POR LAS MUTACIONES NoO

DESCRITAS

4.3.1 PSIPRED (PROTEIN SECONDARY STRUCTURE PREDICTION)

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

El estudio de la simulacion de la estructura secundaria de las proteinas con mutaciones

truncantes en fase de lectura se realizé con el programa PSIPRED.

Este programa utiliza un método de prediccion de la estructura secundaria de las proteinas
que se basa en los valores generados de la posicién relativa de cada aminoacido en matrices
de célculos. Esta aproximacién matematica se lleva a cabo con el software PSI-BLAST, donde
los calculos se comparan con los valores de un set de 187 plegamientos Unicos, y tres tipos de
validaciones cruzadas que aumentan la exactitud de los resultados. De esta manera consiguen

basarse en estructuras similares de otras proteinas para la secuencia de aminoécidos dada®®.

4.4 RT-PCR  (REVERSE-TRANSCRIPTION POLYMERASE CHAIN

REACTION)

La reaccién de RT-PCR se llevo a cabo para el andlisis de una delecion observada en el gen
ARID1A que afectaba al intron 18 y exén 19 a fin de estudiar una posible alteracion en el
procesamiento del mMRNA.

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-II"" Reverse Transcription System
(Promega, Madison, WI, U.S.A)) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se desnaturaliz6
a 70 °C durante 5 minutos una mezcla de 1 pg de RNA total y 0.5 ug del oligo (dT);s,
oligonucledtido que anilla en la cola poli A de los RNAs mensajeros. Se afiadio 1 U de
transcriptasa inversa ImProm-1l™, 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 pL. La mezcla permanecié durante 5 minutos a 25 °C, temperatura que
permite que el cebador anille con el RNA molde, y se incubé 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
gue la sintesis de cDNA se habia producido correctamente, se amplifico por PCR un fragmento

del gen GAPDH que se expresa constitutivamente en todos los tejidos (tabla 3).
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Tabla 3: Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de un fragmento del gen GAPDH, su temperatura de
anillamiento y tamafo del amplicon.

= . Tiempo de Tiempo de
Regién Oligonucleétido sentido 5°-3" Oligonucleétido antisentido 5°-3" VEmEN® | T df Eatt anill. ext.
(pb) ¢ (seg.) (seg.)
GAPDH | CCA CCC ATG GCA AAT TCCATG GCA | TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC 600 55 30 30
Mediante RT-PCR hemos analizado el efecto de una mutacién de splicing identificada en el
gen ARID1A. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo utilizando el sistema PCR
Master Mix 2x (Promega) mediante un programa de PCR convencional adaptado a la pareja de
oligonucledtidos (tabla 4).
Tabla 4: Oligonucle6tidos empleados para la amplificacion de un fragmento del gen ARID1A, su temperatura de
anillamiento y tamafio del amplicon.
Region Oligonucleoétido sentido 57-3" Oligonucleoétido antisentido 5°-3" U= d(sca)nlll. Tlemyzse(;e)anlll. Tlem(p;c;;? Xt
18CF-19R | GCT CAG CAA GGC ACCATGT | GGG AAT GTC TCA TCT TTAGCC A 60 60 60
4.5 ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN
BLoT
En aquellos tumores en los que detectamos mutaciones de significado desconocido y no
descritas previamente en la literatura, estudiamos la expresion de la proteina producto del
gen alterado a fin de detectar si ésta se veia alterada. Para ello usamos como control
extractos proteicos de cuatro lineas celulares de carcinoma de endometrio.
4.5.1 CuLtivos DE LiNEAS CELULARES DE CARCINOMA ENDOMETRIAL
En la tabla 5 se muestran las lineas celulares con las que trabajamos.
Tabla 5: Lineas celulares de carcinoma de endometrio utilizadas como control en los andlisis de
expresion de proteinas mediante Western blot. Se especifican las mutaciones descritas en ellas y su
posible efecto sobre la expresion.
. Alteraciones descritas
i) Especie Tipo celular . . Afecta a
celular GEN cDNA Proteina Apariencia expresion
: Carcinoma . .
HEC1B H. sapiens I A PIK3CA c.G3145C p.G1049R Heterocigosis NO
. Carcinoma
NS H.sapiens | o, dometrioide - - - -
8 Carcinoma L P
AN3CA H. sapiens Yyt g PTEN €.389_390delG p.R130fsX3 Homocigosis Sl
: Leiomiosarco
SKUT1 H. sapiens e dle (e

Las células de todas ellas crecian en monocapa de forma adherente y para ello fueron

cultivadas en el medio de cultivo DMEM suplementado con suero bovino fetal 10% (Gibco BRL-
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Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.), Glutamina 1 mM, penicilina 100 U/mL y

estreptomicina 100 U/mL.

Los cultivos fueron incubados a 37°C en un incubador (Cultek S.L.U., Madrid, Espafia) en
atmésfera himeda con 5% CO,. El medio de cultivo fue reemplazado cada dos o tres dias y las

células resembradas en nuevas placas de cultivo cuando alcanzaban la confluencia adecuada.

Para su conservacion, las células fueron recogidas y almacenadas en crioviales en nitrégeno
liquido (-179°C), donde sobreviven por periodos superiores a tres afios en presencia del agente
crioprotector DMSO, cuya funcion es la de sustituir las moléculas de H,O para evitar la
formacion de cristales que puedan romper estructuras celulares. Este proceso requiere que el
cultivo se encuentre en fase exponencial. Se realizan dos lavados de las células con tampdn
PBS 1X, se les aflade 1 mL de Tripsina y se deja la placa 5 minutos a 37°C. Posteriormente se
centrifugan a 1200 r.p.m. durante 5 minutos y se decanta el sobrenadante. El botdn celular se
resuspende en 700 uL de medio suplementado con 200 uL de suero bovino fetal y 100 yL de
DMSO y después de una breve incubacién en hielo, se deja a -20°C durante una o dos horas.
Una vez trascurrido ese tiempo se mantiene a -80°C durante 24 horas y finalmente se

almacena en nitrégeno liquido.

El proceso de descongelacion para un nuevo uso del cultivo, ha de ser rapido puesto que el
DMSO a temperatura ambiente es téxico. Se prepara un tubo de 15 mL con 10 mL de medio
completo atemperado, y se afiade el contenido del criovial descongelado. Entonces se procura

que las células se rehidraten y que el DMSO difunda cuanto antes.

4.5.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE LiNEAS CELULARES

Para la extraccidon de proteinas de placas de cultivo procedentes de lineas celulares se
procedio a retirar el medio de cultivo y a realizar tres lavados sobre estos cultivos con PBS 1X.
En cada placa de cultivo se afiadieron 800 pL de tampén de lisis frio con inhibidores de
proteasas (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Suecia). Después de 10 minutos de
incubacion en hielo, se recogieron las células mediante raspado y se pasaron a tubos
Eppendorf®. Los lisados se agitaron en vortex durante 1 minuto y se centrifugaron a 4°C
durante 10 minutos a 10.000 g, para recoger después los sobrenadantes, que contienen los
extractos proteicos totales, y utilizarlos inmediatamente o congelarlos para su conservacion a -
80°C. La concentracion de cada extracto proteico se determiné mediante medicién directa en

Nanodrop® ND2000 a valores de absorbancia de 260 nm.
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4.5.3 WESTERN BLOT

En aquellas muestras de carcinoma endometrial en las que aparecieron mutaciones de
significado desconocido no descritas previamente en la literatura se recurrié al uso de la
técnica Western blot por inmunodeteccion especifica con anticuerpos, valorando la expresion
de las proteinas posiblemente afectadas. Analizamos por tanto la expresion de las proteinas
PTEN, PIK3CA y PPP2R1A. De p53 resulta dificil realizar estudios de Western blot debido a su
continua expresion y degradaciéon en la célula, es decir, a su corta vida media y a la
acumulacion de la proteina en el citoplasma en caso de existir una mutacion patogénica. Por

tanto el analisis de su expresion mediante esta técnica no se incluyé en el estudio.

PREPARACION DEL GEL

La electroforesis en presencia de SDS se realiz6 en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se
utilizaron minigeles 0.75 mm de espesor y 10 cm de anchura, siendo la longitud aproximada del
gel separador 4.5-5 cm y 1.5 cm la del gel empaquetador. El gel separador se prepar6 al 8% y
en un volumen de 5 mL contenia: 1.35 mL de solucion concentrada de acrilamida/bisacrilamida
(30%) (BioRad, California, U.S.A.), 1.25 mL de 1.5 M Tris/HCI (pH 8.8), 2.40 mL de ddH,O y 50
ML de SDS al 10%. Para la polimerizacion de los geles, se anadieron 10 uyL de AMPS al 25% y
2.5 yL de TEMED por cada 5 mL de gel. El gel empaquetador se preparé al 4% y contenia:
0.65 mL de la solucién concentrada de acrilamida/bisacrilamida (30%), 1.25 mL de 0.5 M
Tris/HCI (pH 6.8), 3.05 mL de ddH,O y 50 pyL de SDS al 10%. Para la polimerizacién de los
geles se afadieron 10 pL de AMPS al 25% y 5 uL de TEMED por cada 5 mL de gel.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS

Los extractos proteicos utilizados para el analisis fueron cuantificados en el Nanodr0p®. Se
prepararon muestras de 200 ug de proteina a las que se afiadieron 3 uL de tampdn Laemmli
4X (40% glicerol; 200 mM Tris-HCI (pH 6.8); 10% SDS; 4% [(B-mercaptoetanol y 0.04% azul de

bromofenol). Cada muestra fue desnaturalizada durante 10 minutos a 100°C.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Las muestras fueron cargadas en los pocillos del gel de acrilamida y se sometieron a
electroforesis durante aproximadamente 1 hora a 150V (tiempo estimado en el cual el frente de
electroforesis alcanza el final del gel) y a temperatura 20°C. El tampén de electroforesis en el
que se mantuvo siempre sumergido el gel (Running Buffer) estaba compuesto por 25 mM Tris-

HCI (pH 8.3), 250 mM glicina y 0.1% SDS. Como marcador de peso molecular se usé
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PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sur Africa),
donde los tamafios que muestra en kDa son: 170, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15y 10.

ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS

Una vez realizada la electroforesis, se procedié a la electrotransferencia de proteinas desde
los geles a membranas de PVDF de 0.2 um (Immun-Blot® PVDF, BioRad, California, U.S.A.),
usando el sistema de transferencia himeda de BioRad (California, U.S.A.) con un tampén
(Buffer de Transferencia) compuesto por 192 mM glicina; 20% metanol y 25 mM Tris/HCI (pH
8.5). Las membranas fueron previamente activadas durante 1 minuto con metanol, hidratadas
con agua destilada y humedecidas en tampén de transferencia antes de ser puestas en
contacto con el gel. La electrotransferencia se realizé siempre a 4°C durante 1 hora y un voltaje
constante de 100V.

TINCION DE PROTEINAS EN GELES SDS-PAGE

Para verificar la eficiencia de la transferencia, las membranas fueron tefiidas de manera
reversible con solucion Ponceau S durante 5 minutos a temperatura ambiente y en agitacion
continua. Posteriormente, se lavaron en ddH,O durante 2 minutos y se confirmé la tincién en
color rojo del patrén de bandas correspondiente a las muestras bien transferidas. Para destefir
completamente las membranas se mantuvieron en agua destilada y en agitacién durante 15

minutos adicionales.

Los geles se tifieron con solucion Azul de Coumasie durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en agitacion constante; y posteriormente se lavaron en ddH,O durante 30 minutos
para comprobar la ausencia de proteinas ya que fueron electrotransferidas previamente a la
membrana.

INMUNODETECCION ESPECIFICA DE PROTEINAS (WESTERN BLOT)

Una vez realizada la transferencia, se lavaron la membranas suavemente con tampén TBS-T
(150 mM NaCl; 10 mM Tris (pH 7,3); 0.1 % Tween-20 (BioRad California, U.S.A.)) antes de
saturar todos los sitios inespecificos de unién a proteinas con una solucion de bloqueo
preparada con 50 mL TBS-T y 5% de leche en polvo descremada. El bloqueo de las
membranas se llevd a cabo a 4°C durante 3 horas como minimo y en agitacion suave. A
continuacion, se procedié a lavar el excedente de solucion de bloqueo con tres lavados
sucesivos de 5, 7 y 10 minutos cada uno con solucibn TBS-T y en agitacion suave.
Posteriormente, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario correspondiente,

preparado a la dilucién apropiada en TBS-T con 2.5% de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma
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Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A). Esta primera incubacion se llevé a cabo durante 1 hora a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C y en agitacién suave. Seguidamente y con el
objeto de eliminar el exceso de anticuerpo unido inespecificamente, se lavaron las membranas
tres veces con TBS-T, durante 5, 7 y 10 minutos cada una y en agitacién suave. Es en este
momento, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario preparado en 10 mL de
TBS-T con 5% de leche en polvo descremada y a la dilucion apropiada, durante 45 minutos a
temperatura ambiente. De nuevo para eliminar el exceso de anticuerpo secundario se llevaron
a cabo tres lavados de 5, 7 y 10 minutos cada uno con TBS-T. La relacion de anticuerpos y
condiciones utilizados para este andlisis de expresidon se muestra en la tabla 6.

Tabla 6: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la inmunodeteccién especifica de proteinas y las
concentraciones usadas para cada uno.

Tipo Ac Anticuerpo Origen Dilucion Fabricante
Anti-PTEN Mouse 1:200 Santa Cruz Biotech
Primario An.ti—PIK3CA Rabbit 1:1000 Abcam
Anti-PPP2R1A Mouse 1:5000 Abcam
Anti-B-actina Mouse 1:10.000 Sigma-Aldrich
Secundario Anti—Mous'e Sheep 1:5000-1:10.000 S?gma—AIdrich_
Anti-Rabbit Goat 1:10.000-1:12.000 | Chemicon International

REVELADO DE LAS MEBRANAS

La deteccién de la sefial de llevd a cabo mediante el método Immobilon™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, Massachusetts, U.S.A.). Este método combina un
sustrato suplementado por el fabricante que en presencia del anticuerpo secundario conjugado
con la peroxidasa HRP (Horseradish Peroxidase) se genera un compuesto luminiscente capaz
de impresionar una pelicula autorradiografica de alta sensibilidad Fuji Medical X-Ray Film
(FUJIFILM Corporation, Tokyo) y que determina el lugar exacto de este. Una vez realizada esta
impresion, siempre en ausencia de luz, se procedi6 al revelado de la pelicula autorradiogréafica
por impregnacién de ésta en soluciones para el revelado (Kodak X-ray developer 1x) y

posteriormente con solucion para el fijado de la pelicula (Kodak X-ray fixer 1x).

Después de la impresion, las membranas donde se encuentran las proteinas
electrotransferidas se deshidrataron y secaron, incubandolas en metanol durante 1 minuto para
realizar posteriormente, la deteccion del control de carga. Para esta deteccién, se utilizd un
anticuerpo anti-B-Actina que reconoce especificamente esta proteina enddgena ubicua en el
tejido y asi se asegura la presencia y cuantificacién exacta de las proteinas en la muestra
(tabla 6). Esta deteccién se llevd sobre estas mismas membranas, tras la rehidratacion,

bloqueo y posterior inmunodeteccién especifica con el método descrito anteriormente.

84




Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Pacientes y Métodos

4.6 ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES MMR MEDIANTE

INMUNOHISTOQUIMICA

El analisis de inmunohistoquimica se realizé en el Servicio de Anatomia Patol6gica del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Esta técnica permite observar la presencia o
ausencia de las proteinas codificadas por los genes implicados en el sistema reparador
mediante la tincion del tejido tumoral con anticuerpos especificos para cada proteina con una
sensibilidad del 95%.

Se realizo a partir de finas laminas de tejido de tumor parafinado que se desparafinaron y se
prepararon para la tincién con el anticuerpo especifico para cada proteina. En la tabla 7 se
describen los anticuerpos utilizados para la tincién de las proteinas hMLH1, hMSH2 y hMSH6.

Tabla 7: Anticuerpos utilizados para el analisis de la expresién de genes implicados en el mecanismo de
reparacion de emparejamientos erréneos mediante inmunohistoquimica.

Anticuerpo  Dilucién Fabricante

Anti-hMLH1 1:20 Becton Dickinson

Anti-hMSH2 Prediluido Biocare Medical

Anti-hMSH6 Prediluido Biocare Medical

El andlisis de las inmunohistoquimicas de estos genes implicados en el sistema MMR se
comenzo a llevar a cabo a partir del afio 2009 en las muestras parafinadas procedentes de
pacientes con carcinoma de endometrio esporadico. Por ello, de los 86 casos estudiados
en nuestro trabajo, sélo se cuenta con dicha informacién a partir de la muestra nimero 42

inclusive.

5. ANALISIS DE LA PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH)

Dada que la pérdida de heterocigosidad (LOH) resulta ser un evento muy frecuente en la
patogénesis de los tumores de endometrio, en aquellos casos en los que aparecieron
mutaciones en homocigosis no acompafiadas por ningun otro cambio en heterocigosis en el
mismo gen, se procedi6é a la comprobacion de la presencia de ambos alelos. El analisis se
puede realizar mediante dos métodos: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) o
PCR a tiempo real cuantitativa comparativa. Para poder llevar a cabo la RFLP, tiene que darse
el caso de que exista una endonucleasa que realice un corte justo en la parte de la secuencia
en la que se encuentre el cambio o en algun polimorfismo situado en el mismo gen que
aparezca con elevada frecuencia en la poblacién. Para ello primero hay que localizar los sitios
de corte de endonucleasas de restriccion mediante el programa SerialCloner 2.0
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). Si ho hay ninguna endonucleasa que corte en el

sitio de interés, se procede al estudio mediante PCR cuantitativa comparando el DNA
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procedente del tumor con el extraido a partir de la sangre periférica del mismo paciente, en

caso de contar con ella.

5.1 MEDIANTE RFLP

En aquellas muestras en las que aparecieron mutaciones en homocigosis en el gen PTEN se
procedio al estudio del polimorfismo localizado en el intrén 4 (IVS4+109ins5), consecuencia de

la insercién de las bases ACTAA.

Para ello, primero se realiz6 la amplificacién del intron 4 del gen PTEN utilizando los

oligonucledtidos y condiciones detalladas a continuacion (tabla 8):

Tabla 8: Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para la amplificacion del intrén 4 del gen PTEN en el estudio
de pérdida de heterocigosidad mediante RFLP.

Tamafio | Tadeanill. | 11€mpode | Tiempo de
Regi6n Oligonucleétido sentido 5°-3" Oligonucleétido antisentido 5-3" 5 ’ anill. ext.
(pb) <) (seg.) (seg.)
Intréon 4 CTAATT GCATAC ACT TAATC TAG GAA AAA GTATTG CAT AAAG 453 56 30 30

Posteriormente se llevd a cabo la digestion del fragmento amplificado con la endonucleasa
Aflll (BspTI) (Fermentas, Glen Burnie, MD) segun las especificaciones del fabricante en cuanto
a concentracion de reactivos, buffer utilizado (Buffer 0, Fermentas, Glen Burnie, MD),

temperatura y tiempo necesario de incubacién (6 horas a 37°C).

Esta endonucleasa produce un corte en la secuencia de DNA 5 -C*TTAAG-3" de tal forma
que cuando no esta presente la insercién del polimorfismo IVS4+109ins5, la endonucleasa no
produce el corte en la secuencia y podemos ver un Unico fragmento de un tamafio de 453 pb.
Cuando el polimorfismo de la insercibn de 5 pb ocurre en ambos alelos se genera una
secuencia de corte para la endonucleasa Aflll de tal forma que el resultado de la digestion
produce un fragmento de 425 pb y 23 pb; y cuando el polimorfismo se encuentra en
heterocigosis, el corte se producira en un unico alelo, generando fragmentos de tamafios 453
pb, 425 pb y 23 pb.

El resultado de la digestién de fragmentos de PCR se resolvié realizando una electroforesis

en gel de agarosa al 2.5% (figura 36).
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Figura 36: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de la digestién del fragmento de PCR del
polimorfismo IVS4+109ins5 del gen PTEN. M: Marcador de peso molecular; 1: muestra homocigota con
insercidn; 2: muestra heterocigota para la insercién; 3: muestra homocigota sin insercién. La banda de 23 pb
no se visualiza en los pocillos 1y 2.
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5.2 MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL CUANTITATIVA COMPARATIVA

Para comprobar la presencia de los dos alelos en los genes TP53, ARID1A y BRAF en
muestras de DNA tumoral de carcinoma endometrial, optamos por la técnica de PCR a tiempo
real cuantitativa comparativa. Esta técnica permite detectar y evaluar la progresién de la
reaccion de amplificacion en cada uno de sus ciclos. Se fundamenta en la adaptacion a un
termociclador de un lector de fluorescencia, que detecta la fluorescencia emitida por sondas o
componentes intercalantes unidos al DNA. La monitorizacién de esta fluorescencia permite
analizar la cinética de la PCR en cada uno de sus ciclos, determinando el nimero de copias del
fragmento de interés al inicio de la reaccién. Este valor se puede cuantificar con gran precisién
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 base y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de

moléculas molde.

La curva de fusién (melting) del producto es otro parametro que sirve en esta técnica para la
caracterizacion del producto amplificado por su valor de temperatura de fusién (Tm). Esta curva
se obtiene tras al finalizar la amplificacién y se produce como consecuencia del decaimiento de
la sefial fluorescente debido a la fusion dependiente de la temperatura del producto. La
derivada de la curva de fusién revela un pico maximo que corresponde a esa temperatura
(figura 37).

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

8262

Tm
Temperature (°C)

Figura 37: Gréafica de la curva de fusién del producto de amplificacion donde se representa en el eje de
abscisas la temperatura en grados centigrados y en el eje de ordenadas la fluorescencia en unidades
arbitrarias. La Tm corresponde con el punto mas alto de fluorescencia del pico de la curva.

El uso de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa relativa, por tanto, permite cuantificar
la cantidad inicial de DNA de un determinado fragmento comparando esta amplificacion con

otra realizada simultdneamente. Para analizar estos cambios relativos, se elige como patron un
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fragmento de referencia en el DNA. Comparando los Ct del fragmento de referencia con el
fragmento problema en la muestra de la paciente y de un control, se pueden determinar
cambios relativos en la carga genética como pérdidas de heterocigosidad, grandes deleciones
o amplificaciones en el gen de interés. De este modo, las cantidades relativas de los dos
productos seguirén siendo las mismas si la cantidad de los fragmentos de DNA de partida son
iguales; o por el contrario, si hubiera una discrepancia en estos valores iniciales, la cantidad de
los fragmentos de DNA amplificados mostraria diferente cinética y por tanto diferente
fluorescencia emitida.

Por estas razones, esta técnica requiere la amplificacién de varios fragmentos: el fragmento
correspondiente a la secuencia de interés, que en el caso de nuestro estudio correspondio los
exones 6 y 7 del gen TP53 y 17 del gen ARID1A vy el fragmento de referencia, que en nuestro
caso fue el gen de copia Unica 36b4. Ademas, fue necesario utilizar un control (DNA de un
muestra en la que sepamos que no existe LOH) que fue sometido a las mismas
amplificaciones.

Para lograr obtener cantidades iniciales idénticas de todas las muestras a analizar, los DNAs
fueron medidos en el Nanodrop®. A continuacién se realizaron las diluciones pertinentes con la

finalidad de dejar todos los DNAs a una concentracién inicial de 15 ng/uL.

Las PCRs se realizaron en placas 6pticas de 96 pocillos (MicroAmp® Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode 0.1 mL, Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.). En cada
placa se llevaron a cabo, por cada muestra, dos reacciones diferentes en pocillos diferentes:
una reaccion de amplificacion del exén a estudiar y una reaccién de amplificacién del gen 36b4.
Se realizaron tres réplicas de cada amplificacion para minimizar la variabilidad de

concentracion de las muestras.

Las placas fueron cubiertas con laminas trasparentes Opticas para que se pudiese leer la
fluorescencia a través de ellas (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Life Technologies-Invitrogen,
California, U.S.A)).

El equipo empleado para llevar a cabo la PCR a tiempo real fue StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.), compuesto por un termociclador
y varios canales de lectura de fluorescencia. El programa utilizado fue el StepOne software 2.1

(Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.).

El agente fluoréforo utilizado fue el SYBR Green incluido en la mezcla comercial SYBR®
Green PCR Master Mix (Roche, Basilea, Suiza). EIl SYBR Green es un agente intercalante que
se une con gran afinidad al surco menor del DNA bicatenario, aumentando su fluorescencia

unas 1000 veces.

Los oligonucleétidos empleados para las amplificaciones y las condiciones de cada una de

ellas se muestran en la tabla 9:
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Tabla 9: Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para la amplificacion de las regiones analizadas mediante
PCR cuantitativa en los ensayos de pérdida de heterocigosidad (LOH).

3
Regioén Oligonucleoétido sentido 5°-3° Oligonucleétido antisentido 5-3° Ta(r;g)ﬁo anil;%orﬁi::ento
223 | AGC GCT GCT CAG ATA GCG AT | TAA GCA GCA GGA GAG AAA GCC C 331 60
o223 | AAG GCG CAC TGG CCT CAT CTT GAG GTG GAT GGG TAG TAG 266 63
D | GTG AGT AAA GCC TGG TCT CGG CTG AAG AGC CAC GTC CTC AAT 342 62
DRAF | TCC CTC TCA GGC ATA AGG TAA TAA CAC TGT TCA GTATTA T 231 53
36b4 | CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC | CCC ATT CTA TCA TCAACG GGT ACAA | 74 60

La amplificacién se llevé a cabo en un volumen de 20 pul con las siguientes condiciones: 10 pl
de SYBR® Green PCR Master Mix, 0.7 ul de cada oligonucledtido, 1.0 pl de DNA a una
concentracion de 15 ng/ul y 9 pl de ddH,0 libre de nucleasas. También se realizaron controles
negativos con todos los componentes de la reaccion sin DNA para asegurar la ausencia de
contaminacion en las reacciones de amplificacion.

El programa de amplificacion utilizado para la obtencién de las curvas de fusién se expone en
la figura 38.

95°C 95°C 95°C 95°C

10 min. 15 seg.

X°c

1 min.
1 min.

40 ciclos

.

Figura 38: Esquema representativo del programa del termociclador para la cuantificacion relativa de
fragmentos de DNA mediante PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, donde A es el tiempo de
desnaturalizacién previa, BCD son los tramos de desnaturalizacién, anillamiento de los oligonucleétidos y
elongacion que se repiten 40 ciclos, y EFG es el programa para obtener las curvas de fusién (melting) de los
fragmentos amplificados. Se incluyen las respectivas temperaturas de cada tramo.

6. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES (MSI)

Como ya hemos tratado anteriormente, los microsatélites son regiones del genoma que
presentan una gran susceptibilidad a desarrollar un alto indice de mutaciones
espontaneas tipo insercion o delecion de una de las unidades repetitivas en una poblacién
celular con respecto a la linea germinal. Este evento es lo que se conoce como
inestabilidad de microsatélites (MSI) y su estudio es posible siempre que se cuente con
muestra de DNA procedente de tumor y de sangre.
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Nosotros pudimos analizar la MSI en 28 de las 86 pacientes estudiadas en este estudio;
para ello se usaron ocho marcadores de microsatélites, entre los que se incluyeron los cinco
recomendados en el panel de Bethesda: BAT25, BAT26, D5S346, D2S123 y D175250%7 (tabla
10).

Tabla 10: Marcadores para el estudio de MSI donde se incluye la localizacién en el cromosoma y en el gen
correspondiente, nimero de repeticiones que presenta, el fluorocromo modificando el oligonucleétido forward

y sefialado con un asterisco, asi como la secuencia de ambos oligonucleétidos y el tamafio aproximado del
producto de PCR.

Marcador Locus Secuencia ne Fluorocromo Oligonucledtidos Tamafio
repeticiones Sentido y antisentido 5°-3° (pb)

BAT25 4q12 Intrén del oncogén c- Kit 1pb TET ;Lﬁ%i%ﬁﬁiéﬁ;%ééfg 110-130
BAT26 2p22-21 Intrén 5 del gen hMSH2 1 pb HEX *TG?:%&E%/—_\E%T::?CCCCAC 100-120
D55346 5021-22 Locus del gen APC 2 pb FAM ;ég;%iﬁ&?gfgfg::%fg&%ﬁ 100-130
D2S123 2pl6 Locus del gen hMSH2 2 pb FAM *é éﬁgﬁiélgg_f;?ggg: ? 200-230
D175250 17q11.2 Locus cromosoma 17 2 pb FAM GZ?chéé\(?:'lf\ /I,I(_:AA,I{_\ ﬁI'TAA'I'Gl'ﬁgiﬁl C 140-170
| Mmoo CACICOGOIC o,
PAX6 11p13 Locus del gen Paired Box 1pb HEX Zﬁzifxffci%fﬁyﬂﬁ:g 130-140
MYCL1 1p34.4 Locus del gen MYCL 1pb HEX gﬁ%ﬁ:g?fggj:liﬁﬁc 160-170

Las reacciones de amplificacién se realizaron con 0.08 uL de GoTaq'" DNA polymerase
(Promega, Madison, WI, U.S.A.) 5U/uL, 1.0 yL de 5x Colorless GoTag® Reaction Buffer
(Promega, Madison, WI, U.S.A.), 0.8 uL de solucién de MgCI2 2.5mM, 1.0 yL de dNTPs 25 uM,
0.3 pL de cada oligonucleétido 0.3 uyM y 1.0 yL de DNA obtenido por los métodos
anteriormente descritos (concentracion entre 0.1 y 0.2 ug/mL). El volumen final de reaccién fue
en todos los casos de 10 yL que se ajusto con ddH,O libre de nucleasas. Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador de Life Technologies-Invitrogen cuyas

condiciones generales de amplificacién se muestran en la figura 39.

A B C D E F
95°C 95°C
70° °
10 min. 10 seg. oc 70°C
3 min. 30 min.

30 seg. 4°c

45 ciclos

JERP N . S —
e . A

Figura 39: Esquema representativo del programa del termociclador para la amplificacién de fragmentos de DNA
donde A es el tiempo de desnaturalizacion previa, BCD son los tramos de desnaturalizacion, anillamiento de
los oligonucleétidos y elongacion que se repiten 45 ciclos y E es el tiempo de extension final seguido de una
bajada de temperatura para la conservacién del producto (F). Se incluyen las respectivas temperaturas de cada
tramo.
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El analisis de los fragmentos amplificados se llevé a cabo resuspendiendo en 1 pL de
producto amplificado 12 pL de formamida desionizada y 0.2 yL de marcador de tamafios ROX
(GenScan™ 500 ROX™, Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.). Esta mezcla se
analizé en un secuenciador ABI PRISM 3700 Genetic Analyser (Life Technologies-Invitrogen,
California, U.S.A.) y los resultados se visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0
(Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) comparando 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 pico391 (figura 40).

MSI en D25123 MSS en BAT26
|

DNA
Sangre + Tumor

“" tli\" "“\I“
‘.|H' ‘I| M'\_}J"“u ) " |'” I\{.«

DNA
Sangre

Tumor

DNA ‘ ‘ |’\
\\

Figura 40: Ejemplo de los electroferogramas de dos microsatélites en los que se observa que, cuando se
compara el DNA de la sangre con el del tumor, la existencia de una inestabilidad en el caso del
microsatélite D2S123 y de estabilidad en el caso de BAT26.

7. EsTuDIO DE OTRAS ALTERACIONES EN EL MECANISMO DE
REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS (MMR)

La inestabilidad de microsatélites y la ausencia de expresion de los genes implicados en
el sistema de reparacion de emparejamientos erroneos (MMR), muchas veces no se
corresponden con el numero de mutaciones encontradas. Por tanto, con frecuencia, se
recurre al estudio de otras modificaciones que pudiesen participar en la alteracion de su
funcidon como son los grandes reordenamientos (amplificaciones y deleciones de grandes
fragmentos del gen) o la metilacién de sus promotores. En nuestro caso se llevé a cabo el
estudio de grandes reordenamientos en aquellas muestras cuya inmunohistoquimica de
hMLH1, hMSH2 y hMSHS®6, realizada en el servicio de Anatomia Patolégica del Hospital

Universitario de Salamanca, fue negativa y ademdas no presentaron mutaciones
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patogénicas en esos genes que pudiesen explicarla. El estudio del estado de metilacion

de sus promotores fue realizado en las 86 muestras.

7.1 ANALISIS DE GRANDES REORDENAMIENTOS CROMOSOMICOS

MEDIANTE MLPA EN LOS GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSH6

Para el estudio de grandes pérdidas/amplificaciones gendmicas de los genes hMLH1, hMSH2
y hMSH6 se emple6 la técnica de amplificacion por PCR multiplex dependiente de ligacion
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)). Es un método empleado para
establecer el nUmero de copias existente en hasta 45 secuencias de DNA en una Unica

392

reaccién. Fue descrito por Schouten en 20027 y consta de cuatro etapas: desnaturalizacion,

hibridacion, ligacion y amplificacion.

Cada reaccién de amplificacion consta de dos tipos diferentes de sondas especificas (figura
41), que llevan incorporado uno de los oligonucleétidos universales empleados para la
amplificacion final de los fragmentos. Con ello se reduce la inespecificidad de la técnica, puesto
que es imprescindible que ambas sondas reconozcan las regiones de union para que se lleve a
cabo la amplificacion.

Secuencia del oligonucleétido Secuencia del oligonucleétido
sentido de PCR (oligonucleétido antisentido de PCR (oligonucleétido
sintético de 50 a 60 pb) derivado del fago M13 de 60 a 450 pb)

M %cia stufer

(diferente en cada sonda)
Secuencias de hibridacion

Figura 41: Esquema de las sondas utilizadas para los ensayos de MLPA.

En un primer paso, la mezcla de las sondas de MLPA se afiade al DNA gendmico
previamente desnaturalizado. Las dos partes de la sonda hibridan con secuencias diana
adyacentes y ligan mediante una enzima ligasa termoestable (figura 42).

N

Secuencias diana de DNA gendmico

Ligacidn por la ligasa termoestable

l l

Figura 42: Hibridacion en el DNA gendmico y ligacién de las sondas utilizadas para los ensayos de MLPA
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La secuencia que proporcionan las dos sondas ligadas sirve como molde para la
amplificacion, utilizando oligonucleétidos universales y especificos de las sondas empleadas
anteriormente marcados con un fluorocromo en uno de sus extremos. Los productos
amplificados se someten a una cromatografia capilar y el resultado se visualiza en forma de

electroferograma.

El kit utilizado para el andlisis de deleciones o reordenamientos de los genes hMLH1 y
hMSH2 es SALSA P003 MLH1/MSH2 y para hMSH6, SALSA P072 MSH6 (MCR-Holland,
Amsterdam, Holanda). En el de hMLH1 y hMSH2, se incluye una mezcla de 46 sondas para los
19 exones de hMLH1 y los 16 exones de hMSH2 y 9 sondas para otras regiones cromosoémicas
que sirven de control interno del proceso. Ademas, incluye 4 fragmentos que sirven para
determinar que la cantidad de DNA empleada, la desnaturalizacién e hibridacién del proceso,
son correctas. El total de material amplificado genera fragmentos de entre 130 a 490 pb, segun
especificaciones del fabricante. En el caso del estudio de hMSH6, la mezcla contiene 15
sondas para los 10 exones del gen y 14 sondas para los controles internos. Para la
comprobacion de la cantidad, desnaturalizacién e hibridacién adecuadas, se incluyen 8 sondas
mas. Los fragmentos generados tienen un tamafo entre 130 y 436 pb. La relacion de sondas
utilizadas, los tamafios de amplificacion asi como la regién donde se localizan estan recogidos

en las tablas contenidas en el anexo 2 de este trabajo.

La preparacion de las muestras para los ensayos de MLPA parten de 100 ng de DNA diluidos
en ddH,O hasta un volumen de 5 uL y las condiciones de desnaturalizacién, hibridacion,
ligacion y amplificacién fueron las estipuladas por el fabricante con unas ligeras modificaciones

que se exponen en la figura 43.

Para comprobar la correcta amplificacion, se realizé una electroforesis horizontal en un gel al
2% de agarosa mediante el procedimiento anteriormente descrito, cargando 6 pl de cada

producto de PCR en los pocillos del gel.

El analisis de los fragmentos se realizé preparando cada muestra con 12 uL de formamida
desionizada, 0.2 pL del marcador de tamafios ROX (GenScan™ 500 ROX™, Life
Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) y 2 uL del producto de PCR. Esta mezcla se
analizé en un secuenciador ABI PRISM 3700 Genetic Analyser (Life Technologies-Invitrogen,
California, U.S.A.) y los resultados se visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0

(Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.).
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Los resultados se analizaron mediante comparacién del valor de las alturas de los picos
generados en el electroferograma por los productos de amplificacién de cada muestra y una
media de los valores de la altura de esos mismos picos producto de la amplificacion de tres
muestras control que no presentan carcinoma endometrial. Para esta comparacién se procedio
a realizar un promedio de los valores generados para cada control mediante la siguiente

ecuacion:

Altura de pico A/Media de las alturas del 1°,2°etc.pico control de los controles
Valor control=

Altura de pico A/Media de las alturas de los picos A de los controles

De esta manera se generan 9 valores control por cada pico (9 amplificaciones de regiones
cromosomicas diversas que sirven de control interno de la reaccién) sobre los que se calculé la
media. La falta de alteraciones (deleciones o inserciones) en los productos amplificados genera
valores de 1+0.2. La presencia de deleciones de un alelo genera valores promedio de 0.5+0.2,
y amplificaciones genera valores de 1.5-2+0.2, en funcion del nimero de copias adquiridas.

Cada muestra fue analizada mediante este método por duplicado.

Para corroborar los resultados obtenidos mediante los ensayos de MLPA en los genes
hMLH1, hMSH2 y hMSH®6, se recurrié a la técnica de PCR a tiempo real cuantitativa
comparativa anteriormente expuesta en este trabajo utilizando los oligonucleétidos contenidos

en la siguiente tabla (tabla 11):

Tabla 11: Oligonucle6tidos y condiciones utilizadas para la comprobacion, mediante PCR cuantitativa, de las
regiones alteradas segln los resultados obtenidos en los ensayos de MLPA.

Regidn Oligonucleétido sentido 5°-3" Oligonucleétido antisentido 5°-3" Ta(r;g)no
hMLH1 ex 3 CAA GAA AAT GGG AAT TCA AAG AGAT CTA ACA AAT GAC AGA CAA TGT CAT CAC 241
hMLH1ex 10 CTGAGG TGATTTCATGACTTTGTGT GAG GAG AGC CTG ATAGAACATCTG T 251
hMSH2 ex 8 TGATGC TTG TTT ATC TCA GTC AAA ATT AAT CTACAAACT TTCTTAAAGTGG CCT T 257
hMSH2 ex 11 ATA TGT TTC ACG TAG TACACA TTG CTT CTA TCA AAT ATCATGATT TTTCTT CTG TTACC 249
hMSH6 ex 1* TGT TGA TTG GCC ACT GGG CAA CCC CCT GTG CGAGCC TC 463
36b4 CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC CCC ATT CTATCATCAACG GGT ACAA 74

*La cantidad de oligonucle6tido afadida fue la mitad tanto para el sentido como para el antisentido.

7.2 ESTUDIO DEL ESTADO DE LA METILACION DE LOS PROMOTORES

DE Los GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSH6

El método MS-MLPA (Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

es una técnica especial derivada del MLPA donde se evalla el estado de la metilacién de los
promotores de los genes sin necesidad de tratamientos previos del DNA con bisulfito, ademés

de los cambios en el nimero de copias del gen®*

. Este método, al igual que en el MLPA
también se compone de cuatro etapas: desnaturalizacion, hibridacion, ligacién y amplificacion;

salvo por una digestion previa al paso de amplificacion final.
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Las sondas utilizadas en MS-MLPA son similares a las utilizadas en MLPA excepto por una
secuencia localizada en la region de hibridacién que contiene un sitio de restriccién para la
endonucleasa especifica de metilacion Hhal que reconoce y produce un corte en la secuencia

5-GCGC-3" cuando esta no se encuentra metilada (figura 44).

Secuencia del oligonucledtido Secuencia del oligonucledtido

sentido de PCR (oligonucleétido sitio d tricci antisentido de PCR (oligonucleétido
sintético de 50 a 60 pb) ftio de res—r!ccmn derivado del fago M13 de 60 a 450 pb)
Hhal especifico de
metilacion

Secuencia stuffer
(diferente en cada sonda)

Secuencias de hibridacion

Figura 44: Esquema de las sondas utilizadas para los ensayos de MS-MLPA. A diferencia de las usadas
para MLPA, estas sondas contienen un sitio de restriccion para la endonucleasa Hhal.

El kit utilizado para el analisis del estado de la metilaciéon de los genes hMLH1, hMSH2 y
hMSH6 es SALSA ME011-B1 MMR (MCR-Holland, Amsterdam, Holanda). Este kit contiene
una mezcla de 38 sondas para 9 regiones del promotor del gen hMLH1, 4 regiones del gen
hMSH2 y 3 regiones del gen hMSH6; y 25 sondas para otras regiones promotoras de
reparadores y regiones promotoras que sirven de control interno del proceso. Ademas, incluye
4 fragmentos que sirven para determinar que la cantidad de DNA empleada asi como la
desnaturalizacion e hibridacién del proceso, son correctas. El total de material amplificado
genera fragmentos de entre 130 a 418 pb, segun especificaciones del fabricante. La relacion de
sondas utilizadas, los tamafios de amplificacién asi como la region donde se localizan estan

recogidos en anexo 3 de este trabajo.

Los ensayos de MS-MLPA se realizaron en los 86 DNA extraidos a partir de las muestras de
carcinoma endometrial. La preparacién de las muestras para los ensayos partié de 100 ng de
DNA diluidos en ddH,0O hasta un volumen de 5 L. Los ensayos se realizaron cumpliendo con
las condiciones estipuladas por el fabricante de desnaturalizacién, hibridacién, digestién-
ligacion y amplificacion, en paralelo con los mismos ensayos donde no se realizé la fase de

digestion para realizar posteriormente la comparacion.

Para comprobar la correcta amplificaciéon de los fragmentos, se realizé una electroforesis
horizontal en un gel al 2% de agarosa mediante el procedimiento anteriormente descrito,

cargando 6 ul de cada producto de PCR en los pocillos del gel.

El andlisis de los fragmentos se realizé preparando cada muestra con 12 pL de formamida
desionizada, 0.2 pL del marcador de tamafios ROX (GenScan™ 500 ROX™,  Life
Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) y 2 uL del producto de PCR. Esta mezcla se
analizé en un secuenciador ABI PRISM 3700 Genetic Analyser (Life Technologies-Invitrogen,
California, U.S.A.) y los resultados se visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0

(Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.) (figura 45).

96



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Pacientes y Métodos

[ 8 . = » » J » 2] - -
= Control sin digestién de Hhal
T W

o Control con digestion de Hhal
: ‘oa - ~

o Paciente sin digestion de Hhal
" SR S : ; :

= Paciente con digestion de Hhal
.J’ LA 0130004

Figura 45: Electroferogramas obtenidos en los ensayos de MS-MLPA en los que se observan los patrones
resultado de un control sin digerir y un control digerido por la endonucleasa Hhal, una muestra de un tumor sin
metilacién en el promotor del gen estudiado y un tumor metilado en el que si existe digestién con la encima
Hhal.

Los electroferogramas obtenidos se analizaron mediante el mismo método que el MLPA. Para
el andlisis del estado de la metilacién de los promotores, los calculos se realizaron comparando
el valor obtenido de la normalizacion de los picos de las muestras no digeridas con las
sometidas a la digestion (ratio de metilacion). El estado de la metilacion de cada promotor
estudiado se realiz6 obteniendo el valor estadistico de la mediana. Los valores de mediana
inferiores a 0.3 fueron considerados como promotor no metilado, los valores comprendidos
entre 0.3 y 0.75 fueron considerados como promotor moderadamente metilado y los valores de

mediana mayores de 0.75 fueron considerados como promotor altamente metilado.

8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS HISTONAS

DESACETILASAS (HDAC) 1,2Y 3.

El analisis de la expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDACS3 se realizo

mediante la técnica del Western blot en las 86 muestras de carcinoma de endometrio.

El protocolo desarrollado fue idéntico al descrito anteriormente en este trabajo para el
estudio de expresion de proteinas cuyo DNA se veia afectado por alguna mutaciéon de

significado desconocido.

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes (tabla 12):
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Tabla 12: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la inmunodeteccion especifica de las proteinas
HDACs y las concentraciones usadas para cada uno.

Tipo Ac Anticuerpo Origen Dilucién Fabricante
Anti-HDAC1 Rabbit 1:2000 Abcam
Primario Anti—H DAC2 Rabb?t 1:2000 Abcam
Anti-HDAC3 Rabbit 1:2000 Abcam
Anti-B-actina Mouse 1:10.000 Sigma-Aldrich
Secundario Anti-Rabbit Goat 1:10.000 Chemicon International

Como las HDACs estudiadas poseen pesos moleculares similares, las bandas
especificas de las tres que aparecen en la membrana después del revelado se solapan.
Por ello no es posible hacer un bloqueo después del primer revelado y volver a incubar
con el siguiente anticuerpo sino que es necesario realizar la electroforesis de proteinas de

nuevo cada vez que se quiera estudiar una HDAC diferente.

Para la comprobacién de la presencia de extracto proteico se realiz6 también la segunda
incubacion con el anticuerpo especifico para -actina previo bloqueo de la membrana ya

utilizada para el estudio de la HDAC.

9. EsTuDIO DE LA LONGITUD DE TELOMEROS MEDIANTE PCR

A TIEMPO REAL CUANTITATIVA COMPARATIVA

El estudio de la medida de la longitud telomérica de las 86 muestras fue llevado a cabo
durante la estancia de investigacion realizada en el grupo de Oncogenetics dirigido por
Professor Rosalind Eeles, cuyo laboratorio se sitia en el Institute of Cancer Research de

Sutton (Reino Unido).

El protocolo seguido fue distinto al descrito anteriormente en este trabajo para PCR
cuantitativa comparativa ya que el experimento se desarrollé tal y como se estaba llevando a

cabo en el laboratorio de Rosalind Eeles, aunque con idéntica base tedrica®®”.

El gen de referencia utilizado fue de nuevo 36b4 con los mismos oligonucleétidos para su
amplificacion mostrados anteriormente. Los oligonucleétidos para la reaccion de amplificacion

de los teldmeros se muestran a continuacion (tabla 13):

Tabla 13: Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de los tel6meros mediante PCR cuantitativa.

Regioén Oligonucleétido sentido 5-3° Oligonucledtido antisentido 5"-3°
Tel6meros GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG
TAC CCT GTT TGG GTT

La eficiencia de la PCR obtenida en la puesta a punto realizada anteriormente por el grupo

fue de 76.67% para la amplificacion de los telémeros y de 75.45% para la del gen 36b4.

Nuestras muestras fueron preparadas en diluciones 1:10 y enviadas al Institute of Cancer

Research para llevar a cabo su analisis una vez comenzada la estancia. Todas ellas fueron
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cuantificadas en un Nanodrop® ND1000 (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo, Sur Africa).
A continuacion se realizaron los calculos pertinentes para dejarlas a una concentracion de 5
ng/uL en un volumen de 30 pL. La dilucién se realiz6 en placa no 6ptica de 96 pocillos
(SuperPIateTM Skirted 96-Well PCR Plate AB-2800, Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo,
Sur Africa), colocando cada muestra en un pocillo diferente y dejando uno vacio que serviria

como negativo.

Se aplicé un spin para que todo el contenido de los pocillos se depositase en el fondo de los
mismos y gracias al robot Hamilton Microlab STAR se distribuyeron 4 uL de las diluciones a 4
pocillos diferentes de una placa 6ptica de 384 pocillos. Esto se realiz6 previa programacién con
el MicroLab software. Una vez finalizado el proceso se volvié a aplicar un spin y se dejé la
placa encima de la superficie de trabajo durante dos dias y solo tapada con un pafiuelo de
papel. El objetivo de este paso fue la evaporacion del agua y secado del DNA de todas las

muestras.

Una vez trascurridos los dos dias, se realizé la reacciéon de PCR cuantitativa comparativa
relativa. Para ello se prepararon dos mezclas de reactivos cuya Unica diferencia fueron los
oligonucledtidos y la cantidad afiadida de cada uno de ellos. Cada pocillo consté de 5 pL de
Kapa™ Syber® Fast gPCR Kit Master Mix (2X) ABI Prism (Kappa Biosystems, Massachusetts,
U.S.A)), 0.3 uL de oligonucleétido sentido (10 uM), 0.9 yL 6 0.5 pL de oligonucleétido
antisentido (10 uM) para la reaccion de amplificaciéon de telémeros o de 36b4 respectivamente

20 ng de DNA seco (4 pL por 5 ng/uL) y ddH,O hasta completar un volumen final de 10 pL.

De cada una de las muestras se realizaron dos réplicas por cada reaccion de amplificacion,
es decir, dos réplicas para la amplificacién de telomeros y dos réplicas para la reacciéon de
amplificacion del gen 36b4. Se prepararon las 2 mezclas de reaccién en recipientes separados
y con una pipeta multicanal se afiadieron 20 pL de mezcla de reaccién para telémeros a cada
pocillo de una placa no 6ptica de 96 pocillos y otros 20 uL de mezcla de reaccién para el gen
36b4 a cada pocillo de otra placa no 6ptica de 96 pocillos. Nuestras 86 muestras ocuparon 344
pocillos (86 muestras x 2 réplicas x 2 reacciones) mas 4 pocillos que funcionaron de controles
negativos al so6lo afiadirles los reactivos y no contener ningin DNA. Fue por ello por lo que
utilizamos como placas finales, placas 6pticas de 386 pocillos (MicroAmp® Optical 384-Well

Reaction Plate With Barcode, Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.).

La placa o6ptica de 384 pocillos con los DNAs secos y las placas de 96 pocillos con mezcla
para teldmeros y mezcla para 36b4 fueron colocadas en el robot Hamilton que realizé las

mezclas oportunas previa programacién con el mismo software (figura 46).
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Figura 46: Representacién de la confeccién de la placa de 384 pocillos con las réplicas correspondientes de
cada tumor tanto para la reaccién de amplificacion de teldmeros como para la del gen 36b4.

Finalmente tapamos la placa de 384 pocillos con un adhesivo 6ptico (MicroAmpTM Optical
Adhesive Film), le aplicamos un spin y la dejamos reposar durante una hora a 4°C con objeto

de homogeneizar las mezclas lo maximo posible.

Una vez transcurrido este tiempo se realizé la reaccion de amplificacion de telomeros y 36b4
en el aparato Applied Biosystems 7900HT real-time PCR (Life Technologies-Invitrogen,
California, U.S.A.) siguiendo las condiciones mostradas en la figura 47 y gracias al software RQ

Manager software v. 1.2.

1 1 1
1 1 1
1 1 :
1 1
A : B ! C . D

T T Ll
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1

95°C 95°C :
1 1
1 1 o

10 min. : 15 seg. 0 72C
: : 54°C : 15 seg.
1 1 1
1 ! 2 min. 0
1 1 1
1 1 1
1 1 1
[} 1 !
35 ciclos

Figura 47: Esquema representativo del programa del termociclador para la amplificacion de telémeros
mediante PCR cuantitativa donde A es el tiempo de desnaturalizacién previa y BCD son los tramos de
desnaturalizacién, anillamiento de los oligonucleétidos y elongacion que se repiten 35 ciclos. Se incluyen las
respectivas temperaturas de cada tramo.

Una vez terminado el proceso, se llevo a cabo el analisis de las amplificaciones con el mismo
software que nos facilitd las gréficas de amplificacién y los valores de las Tm para cada una de

las reacciones (figura 48)
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Figura 48: Gréficas resultado de la amplificacién de los telémeros (1) y del gen 36b4 (2) mediante PCR

cuantitativa. (3) Controles negativos.

10. EsTuDIO DE LOS POLIMORFISMOS TERT-1327C>TY
TERC-63G>A MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL

Realizamos el estudio de los polimorfismos TERT-1327C>T (rs2735940) y TERC-63G>A
(rs2293607) en las 86 muestras de tumor de endometrio a fin de encontrar diferencias en la
distribucion alélica que pudiesen asociarse a patrones histoldgicos o grados tumorales
diferentes. Ambos polimorfismos se han visto asociados a un acortamiento telomérico debido a
una menor actividad de la telomerasa que conlleva una ralentizacién del alargamiento de los
telomeros®*>*%. Concretamente, el genotipo C/T de TERT-1327C>T y el alelo G en TERC-
63G>A han sido descritos como factores asociados a telomeros mas cortos en sangre

periférica.

El analisis de la discriminacién alélica se llevd a cabo mediante PCR a tiempo real empleando
sondas TagMan MGB® (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.). Estas sondas son

oligonucleotidos marcados que hibridan especificamente y constan de:

- Un donador (fluorocromo) en el extremo 5, que absorbe energia y pasa al estado
excitado, de manera que al volver al estado inicial, emite el exceso de energia en forma

de fluorescencia.

- Un aceptor o quencher en el extremo 3" que acepta la energia de la fluorescencia
liberada por el donador y la disipa en forma de calor. El espectro de emision del

fluorocromo correspondiente se ha de solapar con el espectro de absorcion del
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guencher. Para que la fluorescencia no sea emitida permanentemente, las moléculas

donadora y aceptora deben estar espacialmente préximas.

Junto al quencher, se encuentra una modificacion MGB (minor groove binding) que permite
aumentar la temperatura de los ensayos sin tener que ampliar la longitud de la sonda vy, a su
vez, mejora considerable la union especifica de la sonda aumentando la precision de la

discriminacién alélica.

En los ensayos de discriminacion alélica realizados para este estudio, los fluorocromos
utilizados para el reconocimiento de cada alelo han sido VIC y FAM (tabla 14).

Tabla 14: Espectros de excitacion y emision de las sondas VIC y FAM utilizadas para PCR a tiempo real.

Sonda | Espectro de excitacién (nm) | Espectro de emisién (nm)
VIC 528 546
FAM 492 515

Durante la PCR a tiempo real, mientras la sonda conserve su integridad, la fluorescencia
emitida por el donador es absorbida por el aceptor debido a su proximidad. Sin embargo,
durante la amplificacion, la sonda hibrida con su cadena complementaria de DNA. La enzima
DNA polimerasa, al poseer actividad 5 exonucleasa, cuando se desplaza a lo largo de la
cadena en su capacidad sintética, hidroliza el extremo libre 5° de la sonda, produciéndose la
liberacién del fluorocromo donador. Como donador y aceptor se encuentran en ese momento
en una posicion alejada el uno del otro de forma irreversible, la fluorescencia emitida por el

primero es captada por el lector (figura 49).
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Figura 49: Mecanismo de la PCR con sondas TagMan: 1. Componentes de la reaccion, 2. Desnaturalizacion del
DNA molde y alineamiento de los componentes de la reaccion, 3. Polimerizacion y generacién de la sefial.

Las condiciones experimentales fueron las mismas para el estudio de los dos polimorfismos a
excepcion de las sondas y los oligonucle6tidos utilizados. Cada reaccion constd de 5 uL de
TaqMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG (Life Technologies-Invitrogen,

California, U.S.A.), 0.25 pyL de la mezcla comercial compuesta por las sondas y los
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oligonucledtidos (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.), 0.5 uL de DNA del tumor y

ddH,O hasta alcanzar un volumen final de 10 pL.

Las PCRs se realizaron en placas opticas de 96 pocillos MicroAmp® Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode 0.1 mL cubiertas con laminas trasparentes 6pticas MicroAmp®
Optical Adhesive Film. Se utilizé el equipo StepOnePIus:TM Real-Time PCR System y el

programa StepOne software 2.1. El programa aplicado fue el siguiente (Figura 50):

I 1 1 1
] 1 1 1
] 1 1 !
A B | s . , E

> T < >
I 1 1 1
I 1 1 1
I 1 1 [}
I 1 1 1
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60°C E i E 60°C 1 60°C
30 seg. : : : 1 min. : 30 seg.
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1 k J
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I
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Figura 50: Esquema representativo del programa del termociclador para la realizacion del genotipado de los
polimorfismos TERT-1327C>T y TERC-63G>A mediante PCR a tiempo real, donde B es el tiempo de
desnaturalizacién previa, C es el tramo de desnaturalizacién y anillamiento de los oligonucleétidos y las sonda
y D el de elongacion. C y D se repiten 40 ciclos. E es el tiempo de extension final. Se incluyen las respectivas
temperaturas de cada tramo.

Las secuencias de las sondas utilizadas se detallan a continuacién (tabla 15):

Tabla 15: Secuencia de las sondas VIC y FAM en direccidon (5-3") utilizadas para el genotipado de los
polimorfismos TERT-1327C>T y TERC-63G>A mediante PCR a tiempo real.

. . Caédigo A (2O
Polimorfismo comercial Secuencia 5°-3"(VIC/FAM)
T%Z;%%%Z%T C_1839086_10 TCGTCTTGTAAATACTTAGGATTACIA/G]GGTCGCTCTTCTAGAAATCCCCTTA
T(Fs%%é%%%;f C_16184740_10 AGGTTTGGGGGTTCACAAGCCCCCA[C/TITGCCGGCGAGGGGTGACGGATGCGC

Las graficas de puntos resultantes permiten la discriminacién alélica en cada uno de los

tumores para el polimorfismo estudiado (figura 51).
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Figura 51: Representacion de los resultados del genotipado en la que cada nube de puntos representa a un
genotipo: los dos tipos de homocigotos en los extremos y los heterocigotos en el centro.

11.ANALISIS ESTADISTICO

11.1 SPSS

El analisis estadistico se realizd con el programa informatico SPSS v.18.0 para PC.

Las variables estudiadas fueron de tipo cualitativo. Se utilizé el analisis del chi-cuadrado (xz)
para determinar las diferencias en frecuencia de aparicion de las diferentes alteraciones entre

los distintos grupos.

11.2 GENEX

El andlisis estadistico de la medida de la longitud telomérica se realizd6 gracias a los
programas StepOne software 2.1 (Life Technologies, California, U.S.A.) y GenEx 5.3.6
Enterprise (MultiD Analyses AB, Goteborg, Suecia).

El programa GenEx 5.3.6 Enterprise permite agrupar un elevado nimero de resultados
obtenidos en diferentes placas de PCR a tiempo real cuantitativa comparativa relativa,
elaborando un estudio conjunto previa exportacion de los datos desde el software StepOne al

software GenEx.

GenEx es un programa adecuado para el anélisis de datos de PCR cuantitativa a tiempo real
comparativa relativa ya que permite realizar una correccion de las frecuencias de amplificacion

del fragmento a estudiar y del gen reportero. Ademas, normaliza las distintas réplicas de una
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misma muestra y a su vez normaliza todos los resultados con el DNA de referencia presente en
cada placa. Todo ello teniendo en cuenta la eficiencia de nuestra PCR segun los datos

obtenidos en la puesta a punto de la técnica.

Finalmente, dependiendo de que nuestros datos sean paramétricos o no paramétricos, realiza
un analisis estadistico de los mismos con el test adecuado hallando la significacion de los datos

a comparar.

11.3 MULTBIPLOT

MULTBiIplot (MULTivariate analysis using BIPLOT) se trata de un programa utilizado para
realizar andlisis multivariante Biplot. Esta disefiado por el Departamento de Estadistica de la
Universidad de Salamanca y contiene diferentes herramientas para la representacion de datos
multivariantes entre las que se encuentra CLASSICAL BIPLOT. Realizamos una
representacién HJBiplot para analizar la afinidad existente entre las diferentes alteraciones y
los tipos y grados de tumor. Para ello representamos los tipos y grados de tumor como

variables y las frecuencias de aparicion de las alteraciones estudiadas en el mismo plano3g7.

En nuestro trabajo hemos estudiado un total de 86 muestras de DNA procedentes de
tumores de endometrio y muestras de DNA de sangre periférica de 28 de las pacientes
incluidas en el estudio. Analizamos aquellas alteraciones genéticas y epigenéticas
presentes en cada una de ellas y realizamos un estudio global caracterizando cada uno de

los tipos y subtipos tumorales segun las clasificaciones clinico-patoldgica e histolégica.

En primer lugar estudiamos los genes con una mayor implicacién en la tumorigénesis del
carcinoma de endometrio divididos en tres grupos: supresores tumorales (PTEN, TP53,
CDKN2A, CDH1, PPP2R1A y ARID1A), oncogenes (PIK3CA, CTNNB1, KRAS, BRAF y
EGFR) y genes implicados en el mecanismo de reparacion de emparejamientos erroneos
(hMLH1, hMSH2 y hMSH6). Ademas también analizamos posibles reordenamientos en los
genes implicados en el mecanismo MMR asi como la inestabilidad de microsatélites en

aquellos pacientes de los que dispusimos muestra de tejido tumoral y sangre.

En segundo lugar, realizamos un analisis de algunos procesos epigenéticos que puedan
afectar al desarrollo del tumor tales como la metilacion de las regiones promotoras de los

genes MMR o la expresién de las HDAC

Finalmente quisimos determinar las posibles diferencias en la longitud de los telémeros
de los diferentes tipos y grados de tumor, asi como su relacion con los polimorfismos de la
telomerasa TERT-1327C>T y TERC-63G>A.

A continuacion exponemos los resultados obtenidos en cada uno de los estudios

realizados en este trabajo.
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1. ESsTUDIO DE GENES ASOCIADOS A CARCINOMA DE

ENDOMETRIO ESPORADICO

El nimero total de mutaciones encontradas en nuestro trabajo fue de 213 en 14 genes
estudiados, de las cuales 99 estaban descritas y 114 se consideraron de significado
desconocido o patogénicas (tabla 16).

Tabla 16: Resumen del nimero de mutaciones patogénicas descritas, polimorfismos descritos y
alteraciones no descritas observadas en nuestro trabajo para cada uno de los genes estudiados.

DESCRITAS

TIPO GEN 3 NO
PATOGENICAS POLIMORFISMOS DESCRITAS

PTEN 26 1 22

TP53 18 8 1

SUPRESORES CDKN2A 0 1 3

DE TUMORES CDH1 0 5 8

PPP2R1A 3 0 27

ARID1A 9 0 43

PIK3CA 8 1 7

CTNNB1 7 0 0

ONCOGENES KRAS 4 0 0

BRAF 1 0 1

EGFR 0 1 1

hMLH1 2 2 0

MMR GENES hMSH2 0 2 1

hMSH6 0 0 0

1.1 GENES SUPRESORES DE TUMORES

1.1.1 Estupio DeEL GEN PTEN

El estudio del gen PTEN se llev6 a cabo estudiando los 9 exones y sus regiones
intrénicas adyacentes; ademas se realizaron estudios de pertenencia alélica en los casos
en los que se encontraron diferentes mutaciones en el mismo exoén y se caracterizaron las
mutaciones no descritas mediante los programas de prediccion de patogenicidad y el

estudio de la expresion de la proteina PTEN en dichos tumores.

El estudio del gen PTEN mostré un elevado porcentaje de mutaciones. Fue frecuente la
apariciéon de mas de una alteracion en un mismo tumor y algunas de ellas aparecian en
mas de un caso. Tan so6lo tres mutaciones aparecieron en homocigosis. El estudio del
DNA procedente de la sangre periférica de los pacientes 3, 17, 21, 23, 37, 42, 44, 52, 54,
65, 80 y 86 no mostré ninguna mutacién, descartando que se tratase de mutaciones

germinales (tabla 17).
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Tabla 17: Alteraciones encontradas en el andlisis del gen PTEN. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo. Las mutaciones descritas por nosotros como patogénicas, en

amarillo. Los cambios descritos como polimorfismos, en blanco. (H): mutacién en homocigosis.

Casos Mutacién DNA '\S%?gﬁ: Regién rr;rllﬁgc?gn anzr(?tle?dlg Descrita Funcién
2y 26 c.405_406insA p.C136fsX1 5 Insercién Fosfatasa Si Patogénica
2 €.956_959delCTTT p.T319fsX24 8 Delecion C2 Si Patogénica
3 c.641 662del p.Q214 K221del 7 Delecién Cc2 No Desconocida*
4 c.C283A p.P95T 5 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida*
4 c.C328T p.Q111X 5) Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
4 c.G376A p.A126T 5 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
5 c.515 517delGC p.R172fsX5 6 Delecion Fosfatasa No Desconocida*
6 €.388_389delinsT p.R130fsX16 5 Delins Fosfatasa Si Patogénica
752‘;[ y c.G389C p.R130P 5 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
8 IVS(6)-12insT - Intéon Insercién Si Polimorfismo
10y 12 €.757_759delAT p.1253fsX2 7 Delecion C2 Si Patogénica
10 c.T959C p.L320S 8 Sustitucion C2 No Desconocida*
12 y 80 c.G395A p.G132D 5) Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
13, 18,
23, 37, c.C388G p.R130G 5 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
42, 60
14y 22 c.G395C p.G132A 5) Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
17 c.C743G p.P248R 7 Sustitucion C2 No Desconocida*
17 c.G752T p.G251V 7 Sustitucion C2 Si Patogénica
22 c.G493A p.G165R 6 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
27 (H) c.G513C p.Q171H 7 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
30 c.A456G p.L152L 5 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida*
31 €.900_901insTC p.D300fsX6 8 Insercion C2 No Desconocida*
€9 %') y c.C697T p.R233X 7 Sustitucion c2 si Patogénica
36 c.530_536delATTAT p.Y176fsX2 6 Delecion Fosfatasa Si Patogénica
38 C.742_743insA p.P248fsX5 7 Insercién Cc2 Si Patogénica
39 c.G766T p.E256X 7 Sustitucion C2 Si Patogénica
‘;‘;” 5726, c.G389A p.R130Q 5 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
44 c.A391C p.T131P 5 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida
47 y 54 €.968_969insAfsX1 p.N323fsX1 8 Insercién Cc2 Si Patogénica
48 c.C1003T p.R335X 8 Sustitucion C2 Si Patogénica
51 c.G895T p.E299X 8 Sustitucion C2 No Desconocida
52 c.C424T p.R142W 5 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida
52 c.517_518delCGinsTA p.R173Y 6 Delins Fosfatasa No Desconocida
56 y 60 c.G389T p.R130L 5 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
60 Cc.A474G p.V158Vv 5 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida
63 c.1029_1032delGAA p.344delK 9 Delecion C2 No Desconocida
64y 80 c.261 263delAT p.Q87fsX2 5 Delecion Fosfatasa No Desconocida
65 IVS6+1G>A Intéon Sustitucion Si Patogénica
Intrén L .
67 (H) IVS3+5G>T 3 Sustitucion No Desconocida
74 c.255 257delGCinsT p.A86fsX4 5 Delins Fosfatasa No Desconocida
76 c.G754T p.D252Y 7 Sustitucion C2 No Desconocida
78 c.955 956insA p.T319fsX5 8 Insercion C2 Si Patogénica
82 c.G853T p.E285X 8 Sustitucion C2 No Desconocida
82 c.T202C p.T68H 3 Sustitucion Fosfatasa Si Patogénica
84 c.G821A p.W274X 8 Sustitucion C2 Si Patogénica
85 c.923 924delG p.R308fsX8 8 Delecion C2 No Desconocida
85 C.*+2insT 5-UTR Insercién No Desconocida
86 c.G274C p.D92H 5 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida
86 c.954 958delACTT pT318fsX1 8 Delecion C2 Si Patogénica
86 c.T125C p.L42P 2 Sustitucion Fosfatasa No Desconocida

*Estas mutaciones fueron descritas previamente en los estudios preliminares realizados en nuestro

laboratorio
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Los casos 27, 35 y 67 mostraron cambios en homocigosis no acompafiados por otras
alteraciones en heterocigosis, lo cual sugiere una posible pérdida de alguno de los dos
alelos. Por tanto, llevamos a cabo en estos casos estudios de pérdida de heterocigosidad.
Para ello recurrimos a la técnica de RFLP estudiando el polimorfismo localizado en el intrén

4 (IVS4+109insb). Los resultados obtenidos se observan en la figura 52:

Figura 52: Patron de bandas observado en la electroforesis de las digestiones realizadas con la
endonucleasa de restriccion Aflll en los fragmentos de PCR que contenian el polimorfismo 1VS4+109ins5 del
gen PTEN. En el pocillo 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los tumores 27 y 67 mostraron la
presencia del polimorfismo en homocigosis mientras que el tumor 35 era heterocigoto para lainsercién.

Como podemos observar, tan soélo el tumor 35 presenté un patron heterocigoto
confirmando la existencia de los dos alelos asi que para los otros dos tumores aplicamos
la técnica de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, utilizando como control
enddgeno el gen 36b4 (figura 53A y 53B):

A) 115 B)

RQ
RO
3

Figura 53: Resultado de la PCR cuantitativa realizada para la amplificacion del exén 7 del gen PTEN en las
muestras 27 (A) y 67 (B). A la muestra control se le asignd, en ambos casos, el valor=1.

Al comparar la amplificacion del exén 7 de ambos tumores con la de una muestra
control. Ninguno de los casos present6 una pérdida parcial o total de uno de los dos alelos

lo que confirma la no existencia de pérdida de heterocigosidad.

Las mutaciones ¢.1029_ 1032delGAA en el tumor 63 y ¢.261_263delAT en los tumores 64
y 80 se localizan al inicio de los exones 9 y 5 respectivamente. Al tratarse de mutaciones
tipo delecion, la lectura de la secuencia generada resulto dificil debido a la aparicién de un
patron doble desde el comienzo de la misma. La lectura en direccion 3"-5" tampoco era
posible ya que la mutacion aparecia al final de la secuencia no permitiendo su correcta
identificacién. Por tanto, subclonamos ambos productos de PCR en el vector pGEM®-T

easy consiguiendo finalmente caracterizar ambas mutaciones.
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En los casos 4, 17, 44, 52, 56, 60 y 86 se observd mas de una mutacion en el mismo
exon por lo que se llevaron a cabo estudios de pertenencia alélica, mediante subclonacion
en pGEM®-T y posterior secuenciacion para comprobar si las dos mutaciones se
encontraban en alelos diferentes. En los casoss 4 y 17 las mutaciones aparecieron en el
mismo alelo y en los casos 44, 52, 56, 60 y 86 en alelos diferentes.

En aquellos tumores que presentaron mas de una mutacion en diferentes exones, fue
imposible el estudio de pertenecia alélica ya que no se disponia de RNA; no obstante, el
andlisis hubiera resultado muy dificil debido a la existencia del pseudogén NR_023917 que

presenta una homologia del 98% con el transcrito del gen PTEN®%,

A parte de las mutaciones detalladas anteriormente, encontramos dos alteraciones con
un patrén triple en la secuencia que no nos permitié descifrar el cambio producido, en los
exones 7 y 8 de los tumores 45 y 79 respectivamente. Ninguna de las alteraciones se

hallé en la sangre de los pacientes (figuras 54a y 54b).

(B) en las que se observa la aparicién de un patrén triple a partir de un determinado punto de las
mismas.

En ambos casos se subcloné el producto de PCR con el vector pGEM®-T easy para
separar los diferentes alelos. El experimento fue repetido hasta tres veces obteniendo un bajo
numero de colonias con inserto (fueron secuenciadas 15 en cada caso) y observando siempre
la secuencia del alelo silvestre en todas ellas. Los otros fragmentos detectados nunca pudieron

ser caracterizados.

Por otro lado, de todas las mutaciones encontradas, tan s6lo una se encuentra descrita
en la bibliografia como polimorfismo. Es el caso de la mutacién IVS5-12insT en el tumor 8.

Las mutaciones silenciosas c¢.A456G (p.L152L) y c.A474G (p.V158V) presentes en los
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casos 30 y 60 respectivamente, sugieren la posibilidad de que también sean
polimorfismos. Se procedid por tanto a la realizacion de estudios in silico en los que se
determind si la mutacion alteraba sitios ESE mediante los programas ESEfinder 3.0 y
RESCUE-ESE 1.0.

El programa ESEfinder 3.0 mostré una alteracion de los sitios ESE en la mutacion c.A456G
observando que el cambio de la Adenina por la Guanina crea un nuevo sitio para la union la
proteina SF/ASF (IgM-BRCAL) y dos para la proteina SC35 sustituyendo a uno existente en la
secuencia silvestre (tabla 18 y figuras 55A y 55B). Sin embargo el programa RESCUE-ESE
no mostré ninguna pérdida de sitios ESE (dato no mostrado).

Tabla 18: Secuencias de los fragmentos silvestre y mutado para el cambio c.A456G en el gen PTEN, sitios de
unién de proteinas SR contenidos en las mismas y su valor de unién segln el programa ESEfinder.

Secuencia SF/ASF SF/ASF (IgM-BRCA1) SC35 SRp40 SRp55
Sitio | Valor Sitio [ Valor Sitio Valor Sitio Valor | Sitio | Valor
Silvestre GGCCCTAG | 3.69953
ACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGG GATTTCTA | 408190 | 'CIATCG | 3.46238
Mutada AGGCCCTG | 2.39201
-—- CCCTGGA | 2.85239 | GGCCCTGG | 2.40264 | TCTATGG | 3.46238
ACAAGAGGCCCTGGATTTCTATGG GATTICTA 208190

A) B)

R C A A G A GG CCOCT AGBG AT T T C T A T 6 G c A A G A GG CCCT GGEATT T CTATIGG

SF/ASF
SF/ASF (IgM-BRCAL) Figura 55: Representacion de los sitios ESE de union de proteinas SR contenidos
SC35 en la secuencia silvestre (A) y en la secuencia con el cambio c.A456G en el gen
SRp40 PTEN (B). En el eje de abscisas se observan las secuencias estudiadas y en el eje de
SRpS5

ordenadas el valor de union de las proteinas.

Por otra parte, el programa ESEfinder 3.0 mostré una ganancia de dos sitios ESE: uno para la
union de la proteina SF/ASF y otro para la union de SRp55 al analizar la mutacién c.A474G
(tabla 19 y Figuras 56a y 56b).

Tabla 19: Secuencias de los fragmentos silvestre y mutado para el cambio c.A474G en el gen PTEN, sitios de
unién de proteinas SR contenidos en las mismas y su valor de unién segun el programa ESEfinder.

SFIASF (IgM-
Secuencia SFIASF BROAL sc3s SRp40 SRp55
Sitio | Valor Sitio | Valor Sitio Valor | Sitio [ Valor Sito [ Valor
Silvestre
CTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGA GACCAGAG | 3.67997
Mutada
CTATGGGGAA T ACCAGAGA | GTGAGGA | 303891 GACCAGAG | 3.67997 TGAGGA | 2.81710
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5 5

A) B)

SF/ASF

SF/ASF (IgM-BRCAL) Figura 56: Representacion de los sitios ESE de union de proteinas SR contenidos
SC35 en la secuencia silvestre (A) y en la secuencia con el cambio c.A474G en el gen
SRp40 PTEN (B) segun el programa ESEfinder. En el eje de abscisas se observan las
SRpS5 secuencias estudiadas y en el eje de ordenadas el valor de unién de las proteinas.

Por otro lado el programa RESCUE-ESE 1.0 mostré6 una pérdida de dos sitios ESE
(figura 57).
A)

AAGGAC
GAAGTA

CTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGA e

Figura 57: Resultado del andlisis realizado con el programa RESCUE-ESE del efecto del cambio c.A474G en el
gen PTEN sobre los sitios ESE: A) Sitios ESE presentes en la secuencia normal; B) Sitios ESE presentes en la
secuencia mutada.

Estos resultados sugieren un efecto no patogénico sobre la proteina pero serian necesarios

estudios en el RNA para poderlo corroborar.

Muchas de las mutaciones no descritas encontradas en nuestro trabajo fueron deleciones o
inserciones que provocan un cambio en la fase de lectura y, como consecuencia, un codon de
parada prematuro. Todas ellas, al igual que las mutaciones nosense observadas, fueron
consideradas como patogénicas ya que afectan a la estructura y funcién de la proteina al dar

lugar a proteinas de menor longitud y encontrarse en exones claves para la funciéon de PTEN.

También hemos caracterizado mutaciones de tipo missense no descritas anteriormente en la
literatura. Para ello utilizamos los programas de prediccion de patogenicidad PolyPhen, SIFT,
Pmut, Panther y GVGD. Entre ellas se incluy6 a la mutacion tipo delins ¢.517_518delCGinsTA
(p.R173Y) cuyo cambio de dos nucle6tidos no altera el marco de lectura pero da lugar a un

aminodcido diferente al original (tabla 20):

113



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Resultados

Tabla 20: Comportamiento tedrico de las mutaciones tipo missense, no descritas anteriormente, observadas en
la proteina PTEN segln los programas de prediccién PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacién PolyPhen Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor

p.L4agp | Probablemente |, o4 | Afectaala | 4 o, Neutra | 0.1061 | Patogénica | -3.79714 | Altamente | ~qg
patogénica funcion patogénica

p.Do2H | Probablemente |, ., | Afectaala | 5 | pagganica | 0.5099 | Patogénica | -6.67494 | Alamente | oo
patogénica funcion patogénica

p.posT | Frobablemente |, o, | Afectaala | g5, | paogénica | 0.5600 Neutra | -2.34356 PO Cc35
patogénica funcion patogénica

p.T131p | Frobablemente |, o, | Afectaala | o, Neutra | 0.4846 | Patogénica | -6.11385 PEE Cc35
patogénica funcion patogénica

p.R14w | Probablemente |, o5q | rorada | 0.06 | Patogénica | 0.9347 | Patogénica | -4.57705 | Altamente [ qg
patogénica patogénica

p.R173y | Frobablemente | ,qq5 | Afectaala | g4 Neutra | 0.2745 | Patogénica | -7.45808 | Altamente | qo
patogénica funcion patogénica

p.p24gr | Probablemente | 55 | roi0raga | 007 | Patogénica | 0.92 Neutra | -2.50681 | Altamente | qp
patogénica patogénica

p.D252y | Probablemente |, ., | Afectaala | g, | paiogenica | 0.8670 | Patogénica | -7.69417 | Atamente | qp
patogénica funcion patogénica
Probablemente Afecta a la - o Altamente

p.L320S patogénica 1.000 o 0.00 Patogénica 0.7000 Patogénica | -5.34941 patogénica C65

En nuestro trabajo hemos considerado patogénicas aquellas mutaciones en las que al menos
tres programas de prediccion lo indicaban; por lo que todas las mutaciones se consideraron

patogénicas siendo necesario realizar estudios funcionales para su confirmacion.

Las cuatro mutaciones restantes no pertenecian a ninguno de los tipos descritos
anteriormente. Dos de ellas fueron mutaciones que no originaban cambios en el marco de
lectura y no nos proporcionaban informacién suficiente para deducir su posible patogenicidad.
Fue el caso de c.641_662del (p.Q214 K221del) y ¢.1029 1032delGAA (p.344delK) en los

tumores 3 y 63 respectivamente. Ambas son descritas por primera vez en nuestro trabajo.

La mutacién p.Q214 K221del se localiza en el exén 7 del gen PTEN (dominio C2) y consiste
en una delecion de 7 aminoacidos. La mutacion p.344delK se encuentra en el exén 9 vy
también corresponde al dominio C2. En nuestro trabajo es la Unica mutacién que se
localiza en dicho exén. El estudio de ambas mutaciones se llevd a cabo con el programa
de prediccion de estructuras secundarias de proteinas PSIPRED con el fin de poder determinar

los posibles efectos sobre la estructura y plegamiento (figuras 58A, B y C).
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Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEE Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEE
AA: PGPEETSEKVENGSLCDQEIDSICSIERADNDKEYLVLTL AA: PGPEETSEKVENGSLCDQEIDSICSIERADNDKEYLVLTL
290 300 310 320 290 300 310 320
T T T ey P S 7 P e P
Pred: Pred:
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCREEEEECCCCCCCCCCCC Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCC
AA: TKNDLDKANKDKANRYFSPNFKYKLYFTKTVEEPSNPEAS AA: TENDLDKANKDKANRYFSPNFKWLYFTKTVEEPSNPEASS
3 i B ; : : y
330 340 350 360 330 340 350 360

cont: JINNINNNGNRRNRERERRN [ ] — cont: JANNENNRONRNRRNRERNNRNNRNRRNRNNRNNEEnnt

Pred: D‘ Pred:
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHC Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEE
AA: SSTSVTPDVSDNEPDHYRYSDTTDSDPENEPFDEDQHTOQI AA: STSVIPDVSDNEPDHYRYSDTTDSDPENEPFDEDQHTQIT
370 380 390 400 370 380 390 400

Figura 58: Estructura secundaria de las proteinas PTEN germinal (A) y PTEN mutada (B: p.Q214_K221 y C:
p.344delK) desde el aminoéacido 1 al 400/402, generadas por el programa PSIPRED donde se sefialan las zonas
delecionadas (cajas y linea roja).

La proteina generada por la delecion gendmica Q214 _K221del pierde un fragmento de una
cinta B de una regidon que contiene hasta 6 cintas B, que forman una estructura de mayor
complejidad en forma de lamina B"* (figuras 58A y B). Sin embargo, la delecién de una Lisina
en la posicion 344 no da lugar a ningin cambio en la estructura bidimensional sugiriendo que
dicho cambio pudiera tratarse de una mutacién no patogénica (figuras 58A y C).

El estudio in silico de la conservacion evolutiva de la regidn delecionada realizado mediante el
programa PolyPhen determindé que los aminoacidos que forman la regién afectada en la

mutacién Q214 _K221del, mantienen un alto grado de de conservacién a lo largo de la
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evolucidn, siendo el aminoacido C218 el que menor grado de preservacion muestra. Por otro
lado, el aminoacido K344 delecionado en la otra mutacion estd altamente conservado en la

evolucién (figuras 59A y B), lo que sugiere que ambas mutaciones pudieran ser patogénicas.

A)

Figura 59: Alineamiento de secuencias de la proteina PTEN en diferentes especies, empleando el programa
PolyPhen, para el estudio de la conservacion de A) la region p.Q214_K221 (remarcada con el rectangulo rojo) y
B) del aminoacido p.344K (remarcado con el rectangulo morado).

Por ultimo, encontramos dos mutaciones no exonicas no descritas en la bibliografia y

localizadas en regiones adyacentes a los exones.

La primera consistia en un cambio en homocigosis de una Guanina por una Timina en la
posicion +5 del intrén 3 en el tumor 67. Para su estudio necesitariamos contar con muestra de
RNA extraida del tumor de la paciente con el objetivo de analizar si dicho cambio afecta a la

maduracion del RNA.

La segunda mutacion fue una insercién en heterocigosis de una Timina en la posicién +2 del
extremo 3 -UTR del gen (c.*+2insT) en el tumor 85. Las regiones 5-UTR y 3"-UTR son las
zonas colindantes a la regidn transcripcional de los genes y poseen una gran importancia
en la regulacion de la expresién génica. Concretamente, el extremo 3"-UTR se encuentra
implicado en la correcta expresion espacial y temporal de los genes asi como en la regulacién
de la estabilidad, localizacién y traduccién de los RNAs mensajeros. Para el estudio de esta
mutacién recurrimos al programa microRNA, el cual no encontré secuencias de anillamiento de
miRNAs ni en la secuencia normal ni en la secuencia mutada. En este caso también seria
interesante el estudio del RNA a fin de analizar si el cambio produce alteraciones en la
estabilidad del mRNA.

Para completar el estudio se analizd la expresion de la proteina PTEN, mediante Western
blot, en 23 tumores que presentaban al menos una mutacién no descrita incluyendo también en
el estudio extractos proteicos de cuatro lineas celulares de endometrio: HEC1B, KLE, SKUT1 y
AN3CA. Las tres primeras lineas mostraron un patron de expresion normal mientras que en
AN3CA no se detectd expresion de PTEN como consecuencia de la mutacién en homocigosis:
€.389_390delG (p.R130fsX3) (figura 60).
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B-actina —> -43 kDa

Figura 60: Western blot con inmunodeteccién de la proteina PTEN en cuatro lineas celulares de carcinoma
endometrial (AN3CA, HEC1B, KLE y SKUT1). La deteccion de proteina B-actina corresponde al control de
carga.

El analisis de expresion de la proteina PTEN en los 23 extractos proteicos de carcinoma
endometrial, cuantificados y normalizados, mostr6é que los tumores con mutaciones de cambio
de fase de lectura y mutaciones de tipo nonsense, presentaban una disminucién en la cantidad

de proteina detectada (figura 70 y tabla 21).

m o Y APy PP G ERT AN DY P

orev—> i N O O N O N N .-
sactina —> [ 1 -

Figura 70: Western blot con inmunodeteccion de la proteina PTEN en los 23 extractos proteicos de los tumores
gue mostraron mutaciones no descritas. La deteccién de proteina B-actina corresponde al control de carga.

Tabla 21: Resultados del andlisis de expresion de la proteina PTEN en los 23 extractos proteicos de los
tumores que mostraron mutaciones no descritas. Se indican las mutaciones no descritas y las mutaciones
patogénicas descritas en cada uno de ellos. (H) muestra las alteraciones homocigotas.

. L. L. . Mutaciones
Caso Ausenug} de E_xpr_esn_on Expresion Mutgcnones no patogénicas
expresion disminuida normal descritas en PTEN d .
escritas en PTEN
3 ND ND ND p.Q214 K22idel
4 X p.P95T p.Q111X/p.A126T
5 X p.R172fsX6
10 X p.1253fsX2/p.L320S
12 X p.1253fsX2 p.G132D
17 X p.P248R p.G251V
30 X p.L152L
31 X p.D300fsX6
44 X p.T131P p.R130Q
45 X Indeterminada
51 X p.E299X
52 X p.R142W/pR173Y p.R130Q
60 X p.vV158V p.R130G/p.R130L
63 X p.344delK
64 X p.87_88delATfsX2
67 X IVS3+5G>T (H)
74 X p.A262TfsX4
76 X p.D252Y p.R130Q
79 X Indeterminada
80 X p.87delATfsX4 p.G132D
82 X p.E285X p.T68H
85 X p.R308LfsX8
86 X p.L42P/p.D92H p.T318 320fsX

Nuestros resultados muestran que practicamente todas las mutaciones tipo frameshift o
nosense producen una disminucion de la expresion de la proteina. Las mutaciones missense

en heterocigosis, cuando no existe otra mutaciéon acompafiante tipo frameshift o nosense, no
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provocan alteraciones en la expresién (casos 17, 30, 44, 60, 76 por ejemplo). Por otra parte, el
cambio IVS3+5G>T en homocigosis presente en la tumor 67, no produce una disminucion de la
expresiéon de PTEN lo cual sugiere que dicha mutacién no afecta a la expresién de la proteina.
Finalmente, los tumores en los cuales observamos secuencias triples (casos 45 y 79)
presentaban un defecto en la expresion de PTEN, lo que estaria reflejando la existencia de una
alteracion con un efecto patogénico sobre la proteina y confirma la necesidad de realizar méas

estudios para caracterizar la alteracion molecular de estos tumores.

1.1.2 EstuDIio DEL GEN TP53

El estudio del gen TP53 comprendié el andlisis de los exones 4 al 10 y sus regiones
intrénicas adyacentes, asi como estudios de pertenencia alélica en aquellos casos en los
gque se encontraron mas de una mutacion en el mismo exdn. En este caso no se realizaron
estudios de expresion de la proteina. P53 esta sometida a un proceso de expresion y
degradacion continua lo que le confiere una corta vida media y los estudios de expresion
proteica presentan unos resultados equivocos ya que dependerian del estado en el que se
encontrase la proteina en la célula en el momento del estudio y no de las alteraciones

génicas que pudieran estar interfiriendo.

Nuestro trabajo mostré que 19 de los 86 tumores (22.09%) presentaban mutaciones
patogénicas en el gen TP53, incluyendo un cambio intrénico (caso 59). Todas ellas han
sido descritas previamente y la mayoria son sustituciones de aminoéacidos localizados en
el dominio de unién al DNA. Dos tumores mostraron mas de una mutacién patogénica en
el gen (casos 27 y 70) lo cual eleva el numero de mutaciones patogénicas a 21. Las
mutaciones de estos dos tumores se encontraban en exones diferentes y, por tanto, no se
pudieron realizar estudios de pertenencia alélica al no contar con muestra de RNA. Dos
tumores mostraron mutaciones patogénicas en homocigosis (casos 11 y 20) sin presentar
ninguna otra mutacion en TP53 en heterocigosis. Las muestras de sangre de estas
pacientes no mostraban las mutaciones patogénicas, confirmando que se trataba de
mutaciones somaticas (casos 16, 52, 53, 70 y 79). Ademas, se detectaron 8 polimorfismos
de los cuales 3 aparecieron con una elevada frecuencia y no se incluyeron en la tabla 22:
€.G215C (p.R72P), IVS3ins16 y IVS6+62G>A.
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Tabla 22: Alteraciones encontradas en el analisis del gen TP53. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo. Los cambios descritos como polimorfismos, en blanco. (H): mutacién

en homocigosis.

Mutacién Mutacién e Tipo de - . e
Casos DNA proteina Region EEGR Dominio afectado Descrita Funcion

(3I-’|)4)’/ %% c.A639T p.R213R 6 Sustitucion Union al DNA Si Polimorfismo
9 c.C665T p.P222L 6 Sustitucion Uni6on al DNA Si Polimorfismo

9 c.C328T p.R110C 4 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica

. Unién al p . !

9 c.C9o16T p.R306R 8 Sustitucion DNA/Tetramerizacion Si Polimorfismo
11 (H) c.C722T p.S241F 7 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
16 c.527_528insC p.C176fsX180 5 Insercién Unién al DNA Si Patogénica
20 (H) c.G818A p.R273H 8 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
26'7?,’9 y c.G744A p.R248Q 7 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica
27 c.458 459insG p.P153fsX179 5 Insercién Unién al DNA Si Patogénica
27 c.C832T p.P278S 8 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica
29y 35 c.G108A p.P36P 4 Sustitucion Transactivacion Si Polimorfismo
32 c.T821C p.V274A 8 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica
48 c.G796A p.G266R 8 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
52 c.C523T p.R175C 5 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica
53 c.A715G p.N239D 7 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
57 c.C451T p.P151S 5 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
58 c.C637T p.R213X 6 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica
59 IVS6+2T>C Intéon Sustitucion No Desconocida
62 c.C668A p.A223D 5 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
70 c.A639G p.R213R 6 Sustitucion Union al DNA Si Polimorfismo
70 c.G524A p.R175H 5 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
70 c.G796C p.G266R 8 Sustitucion Union al DNA Si Patogénica
79 c.G404A p.C135Y 5 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica
84 c.G747T p.R249S 7 Sustitucion Unién al DNA Si Patogénica

Los tumores 11 y 20 mostraron mutaciones en homocigosis no acompafadas por otras

alteraciones en heterocigosis. Realizamos, por tanto, un estudio de pérdida de heterocigosidad

para comprobar la posible ausencia de alguno de los dos alelos. La técnica utilizada fue la PCR

cuantitativa (figuras 71A y B).

A)

13 B)

Figura 71: Resultado de la PCR cuantitativa realizada para la amplificacion de los exones 7 en el tumor 11 (A) y
8 en el tumor 20 (B) del gen TP53. A la muestra control se le asigné el valor RQ=1. Se muestran las barras de
desviacion estandar en cada caso.
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Como se observa en la figura 71A en el caso del tumor 11 podria existir una posible pérdida
de heterocigosidad ya que la amplificacion del exén 7 mostré un patrén correspondiente a la

pérdida de uno de los dos alelos.

La mutacion ¢.C665T (p.P222L) se ha descrito como una variante sin funcién patogénica ya
gue no modifica la actividad de la proteina. Los cambios ¢.G215C (p.P72R) y la insercion de 16
pb en el intrén 3 corresponden a dos polimorfismos que se presentan en la poblacién de forma
muy frecuente y que han demostrado tener mayor actividad proapoptética y aumentar la

susceptibilidad de desarrollo del cancer respectivamente®”.

La mutacion intrénica IVS6+2T>C no se ha descrito hasta el momento; el hecho de que se
localice en la posicion +2, en una secuencia conservada, indica que puede alterar el
splicing del mRNA. Es necesario el estudio del RNA del tumor para confirmar el efecto

patogénico.

1.1.3 EstuDIO DEL GEN CDKN2A

Siete de los 86 tumores incluidos en nuestro trabajo presentaron alguna alteracion en el
gen CDKN2A. Sélo la mutaciéon c.G217A (p.A73T) no habia sido descrita anteriormente en
la literatura. Por otra parte encontramos un cambio de una Guanina por una Adenina en la
posicién 445 en los tumores 4 y 62 que se encontraba descrito anteriormente como
polimorfismo pero asociado, por algunos autores, a un posible riesgo a desarrollar

400,401

melanoma maligno . De igual forma, hallamos dos mutaciones en regiones intrénicas

alejadas del exén 1 (-53 y +37), lo que sugiere que se trata de polimorfismos (tabla 23).
Tabla 23: Alteraciones encontradas en el anélisis del gen CDKN2A. Las mutaciones descritas por

nosotros como patogénicas se destacan en amarillo. Los cambios descritos como polimorfismos, en
blanco.

Casos MUS?\I(XGH I\Stjct:giir?ar\l Region rr;rlift)gc?c’?n Descrita Funcién
3 IVS(2)-53T>G Int:rLc')n Sustitucion No Desconocida*
4y 62 C.G445A p.A148T 2 Sustitucion Si Polimorfismo
9 c.G217A p.A73T 2 Sustitucion No Desconocida*
24’5%6 y IVS1+37G>C Int:rLc')n Sustitucion No Desconocida*

*Estas mutaciones fueron descritas previamente en los estudios preliminares realizados en nuestro

laboratorio®”*.

Procedimos al estudio in silico de la mutacién missense de significado desconocido

mediante los programas bioinforméticos de prediccion (tabla 24).
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Tabla 24: Comportamiento tedrico de las mutaciones tipo missense, no descritas anteriormente, observadas en
la proteina p16 segln los programas de predicciéon PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacion PolyPhen Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor
p.A73T | Probablemente | o5 | Afectaala | o4, | Neywra | 00315 | Neuwa | -1.78871 | Patogénica | C55
patogénica funcién

Los programas Panther y Pmut la describian como neutra pero los otros tres utilizados,
la caracterizaron como patogénica. Ademas el estudio de conservacion de aminoacidos
realizado con el programa PolyPhen mostré cdmo el aminoacido Alanina de la posicién 73
se encontraba muy conservado en la evolucién (figura 72).

BrpfRelsy

RIJTQVMMMGSARVAELLLLHGAEMN

e P ‘mmmssz\avm:umq
aLPaH“SY RIFIQVMMMGSARVAELLLLH ~KP‘
”PP ~B-"SY IOVHHMGSARVAELLLLHGAE
HFPmRiSY RIZIQVMMMGSARVAELLLLHGAE)Z ‘
HPP AlRNSPGRRIZI QVMMMGSARVAELLLLHGAE)ZN
HSA“B*‘! REFIIQVMMMGSARVAELLLLHGA DP:
Hoa iy el LQVMMMGSARVAELLLLEG AN
Em ENRMGRIZST OVMMMESRRVAELLLLHG, oey
B G R QVMMGSAR VAE LLLLHGAE G
TSP‘HD LENSP RVAELLLLHG. DP‘Q
TSP“ RIFGR RVAELLLLHG. DP‘
JA IV ABNRIEREP T QVMMMGSARVAELLLLHGAES

I AR FEREE T QVMMME R G
RSA AJSNR DP‘
o

HSA@H R &P QVMMMGSARVAELLLLHI DP‘
EP‘GV R ARVAELLLLHGAB
DIZNEUNR FER LHGAFIZN

Figura 72: Alineamiento de secuencias de la proteina p1l6 en diferentes especies, empleando el programa
PolyPhen, para el estudio de la conservacion del aminoacido Alanina en la posicion 73 (remarcado con un
rectangulo rojo).

Por tanto, de todas las mutaciones encontradas en el gen CDKN2A, s6lo la mutacion

c.G217A (p.A73T) presentod un caracter patogénico tras el andlisis bioinformatico.

1.1.4 EstuDpIO DEL GEN CDH1

El analisis del gen CDH1 se realizé tras la amplificacion por PCR de sus 16 exones y
regiones intrénicas adyacentes. La mayoria de los cambios encontrados fueron
mutaciones silenciosas, algunas de ellas descritas como polimorfismos y otras no
descritas. Hallamos ademas dos mutaciones tipo missense (tabla 25).
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Tabla 25: Alteraciones encontradas en

patogénicas.

Resultados

el anédlisis del gen CDH1.

No se encontraron mutaciones

Casos HIEEE Mutacjén Region iz Q? DI Descrita Funcién
DNA proteina mutacion afectado

18 ¢.C933G p.L311L 7 Sustitucion Extracelular Si Polimorfismo
18 c.G253A p.V85I 3 Sustitucion Precursor No Desconocida*
22 c.C1896T p.H632H 12 Sustitucion Extracelular Si Polimorfismo
29 c.G271A p.R90Q 3 Sustitucion Precursor No Desconocida*

42, 48, 61, 72, . N .
82y 85 IVS1+6C>T Intrén 1 Sustitucion No Desconocida
45,55y 71 1VS4+10G>C Intron 4 Sustitucion No Desconocida
427’9"1%153'7%7' |\1/§§1>4c) In;r;n Sustitucion No Desconocida
72 c.C2253T p.N715N Sustitucion Si Polimorfismo
72,80y 85 c.-71C>G 5-UTR Sustitucion Si Polimorfismo
79 c.G2451A p.A817A 16 Sustitucion Citoplasmatica No Desconocida
83 c.T1845C p.1615I 12 Sustitucion Extracelular No Desconocida
29 c.T2076C p.A692A 16 Sustitucion Citoplasmatica Si Polimorfismo

*Estas mutaciones fueron descritas previamente en los estudios preliminares realizados en nuestro

laboratorio®™.

Aparte de dichas alteraciones,

encontramos

la mutacion c.T2076C (p.A692A)

previamente descrita como polimorfismo y presente en la mayoria de los casos estudiados

en nuestro trabajo.

El estudio de las dos mutaciones missense no descritas (casos 18 y 29) fue realizado

mediante programas in silico de prediccién de patogenicidad (tabla 26).

Tabla 26: Comportamiento teérico de las mutaciones tipo missense, no descritas anteriormente, observadas
en la proteina E-cadherina segun los programas de predicciéon PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacién | PolyPhen | Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor
p.V8s Benigna | 0.116 | Noafectaa | 45, Neutra 0.05 _ No Muy poco | o5
la funcién alineamiento patogénica
. No afecta a - No Poco
p.R90Q Benigna 0.000 la funcion 0.21 Patogénica 0.58 alineamiento patogénica C35

Como se observa en la tabla 26, estos dos cambios no tienen un efecto patogénico

sobre la E-cadherina a pesar de corresponder a alteraciones que afectan al precursor de

la proteina madura. Los resultados en PolyPhen mostraron una conservacién en la

evolucidn del aminoacido afectado muy débil (figura 73A y B), por lo que los consideramos

polimorfismos.
A)

KEUGTDGVIYV

TDGVIYV

KEYGTDGVIYV

TDGVIVIKS

GVIT

[LENPQIHFLY

VSDDTR

Q)

TEQPRTAYIADD!

JLERPEMSFLY

Figura 73: Alineamiento de secuencias de la proteina E-cadherina en diferentes especies, empleando el
programa PolyPhen, para el estudio de la conservaciéon de los aminoacidos: A) Valina en la posicién 85 y B)

Arginina en la posicién 90 (remarcados ambos con un rectangulo rojo).
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Por otro lado, hemos estudiado dos mutaciones silenciosas (casos 79 y 83) mediante los
programas ESEfinder 3.0 y RESCUE-ESE 1.0.

El estudio de la mutacidon c.G2451A con el programa ESEfinder 3.0 mostr6 un cambio

significativo en los sitios ESE observando la pérdida de un sitio para la unién de la proteina

SC35 (tabla 27 y figuras 74A y B).

Tabla 27: Secuencias de los fragmentos silvestre y mutado para el cambio ¢.G2451A en el gen CDH1, sitios de
union de proteinas SR contenidos en las mismas y su valor de unién segun el programa ESEfinder.

Secuencia SFIASF SF/ASF (IgM-BRCA1) SC35 SRp40 SRp55
Sitio Valor Sitio Valor Sitio Valor Sitio Valor Sitio Valor
Silvestre GGCTGATA | 3.59645
AAATCTGAAAGCGGCTGATACTGA CGGCTGA | 2.37836 | CGGCTGA | 3.10027 TGATACTG | 2.68808 TGAAAGC | 3.09119 | AGCGGC | 3.43523
Mutada
AAATCTGAAAGCAGCTGATACTGA CAGCTGA | 2.82558 | CAGCTGA | 2.80204 | TGATACTG | 2.68808 | TGAAAGC | 3.09119 | AGCAGC | 2.82657
g 4
A) B)
4
3
3
H
2
1
1
“h R A TET G AGARAGEC GG C TG AT ACTG A " h R R T E T 65 RARGATEGTERTEGEGCT BB AT ACLT G A
SF/ASF

SF/ASF (IgM-BRCA1)

SC35

SRp40

SRp55

Figura 74: Representacion de los sitios ESE de union de proteinas SR contenidos
en la secuencia silvestre (A) y en la secuencia con el cambio c.G2451A en el gen
CDH1 (B). En el eje de abscisas se observan las secuencias estudiadas y en el eje de
ordenadas el valor de union de las proteinas.

Sin embargo el programa RESCUE-ESE 1.0 sefal6 la apariciéon de dos sitios ESE mas

cuando se producia el cambio por la Adenina (figura 75A y B).

Figura 75: Resultado del andlisis realizado con el programa RESCUE-ESE del efecto del cambio ¢c.G2451A en el
gen CDH1 sobre los sitios ESE: A) Sitios ESE presentes en la secuencia normal; B) Sitios ESE presentes en la

secuencia mutada.
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Segun ambos programas, la alteracion c.T1845C no alteré ningun sitio ESE observando

idénticos datos y graficos para la secuencia silvestre y para la mutada (dato no mostrado).

Para completar el estudio de ambas mutaciones silenciosas, al igual que para la
mutacion intrénica IVS1+6C>T, seria conveniente el andlisis del RNA a fin de identificar
posibles alteraciones en su procesamiento. Los dos cambios restantes: IVS4+10G>C y
IVS13-13T>C podrian considerarse polimorfismos teniendo en cuenta que aparecen en una

elevada cantidad de tumores y que se encuentran alejados de las regiones exénicas.

Por tanto, ninguna de las mutaciones observadas en el gen CDH1 en nuestro trabajo
presenta un caracter patogénico, necesitando realizar un estudio mas amplio de algunas
mutaciones para analizar posibles efectos sobre el splicing del RNA.

1.1.5 Estupio DEL GEN PPP2R1A

PPP2R1A ha sido recientemente descrito, gracias a estudios de ultrasecuenciacion,
como un gen asociado a carcinoma de endometrio esporadico. Su andlisis se centra
principalmente en los exones 5y 6 que codifican los motivos HEATS 5, 6 y 7, donde se

han observado todas las mutaciones patogénicas descritas hasta el momento.

Nosotros hemos estudiado el gen completo en los tumores de grado 3, incluidos los
endometrioides grado 3, y s6lo los exones 5y 6 en los endometrioides grado 1 y grado 2.
De los 86 tumores, seis de ellos presentaron mutaciones patogénicas ya descritas, pero

detectamos otras mutaciones descritas por primera vez en nuestro trabajo (tabla 28).

125



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Resultados

Tabla 28: Alteraciones encontradas en el analisis del gen PPP2R1A. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo. Las mutaciones descritas por nosotros como patogénicas, en
amarillo. Los cambios descritos como polimorfismos, en blanco. (H): mutacién en homocigosis.

Casos Mutacién Mutacién Reqién Tipo de Dominio Descrita Funcién
DNA proteina 9 mutacion afectado
eh 2 35;‘ ;’3 22 c.-52A>G 5-UTR Sustitucion No Desconocida
9 c.-44G>C 5-UTR Sustitucion No Desconocida
£ 20, 3?’239’ =Y c.-73T>C 5"-UTR Sustitucion No Desconocida
9 c.G378A p.A126A 4 Sustitucion HEAT 4 No Desconocida
9,59, 67y 72 1VS6-21C>G Intrén 6 Sustitucion No Desconocida
9,67y 72 1IVS8+44A>G Intrén 8 Sustitucion No Desconocida
9 IVS7+31A>G Intrén 7 Sustitucion No Desconocida
9,67y72 IVS11-14T>C In;rfn Sustitucion No Desconocida
9,59, 67y 72 c.C1722T p.D574D 14 Sustitucion HEAT 15 No Desconocida
18, 28, 3% 20, 7Y IVS5+57G>A --- Intrén 5 Sustitucion No Desconocida
16, 19, 23, 24, 25,
27,29,32,39,70y c.-52insC - 5-UTR Insercién No Desconocida
80
16 IVS3-12T>G --- Intrén 3 Sustitucion No Desconocida
19 1IVS2-45C>T Intrén 2 Sustitucion No Desconocida
20 c.-53C>T --- 5-UTR Sustitucion No Desconocida
20 C.*+136C>T 3-UTR Sustitucion No Desconocida
27 (H) IVS2+76T>G Intrén 2 Sustitucion No Desconocida
27 (H) IVS2+87T>A -—- Intrén 2 Sustitucion No Desconocida
29 c.C767T p.S256T 6 Sustitucion HEAT 7 Si Patogénica
37 c.G548A p.R183Q 5 Sustitucion HEAT 5 Si Patogénica
38 c.-52insCCC 5-UTR Insercién No Desconocida
45 c.G582T p.K194N 5 Sustitucion HEAT 5 No Desconocida
48, 49,59y 70 c.C536G p.P179R 5 Sustitucion HEAT 5 Si Patogénica
52 c.G1436A p.R48Q 2 Sustitucion HEAT 2 No Desconocida
59y 70 IVS7+42A>G --- Intrén 7 Sustitucion No Desconocida
59 IVS14+21A>C Inir:n Sustitucion No Desconocida
67, 73y 80 c.-53insC 5-UTR Insercién No Desconocida
70 IVS8+109C>T --- Intrén 8 Sustitucion No Desconocida
70 c.C477T p.S158S 4 Sustitucion HEAT 4 No Desconocida
80 IVS3+31A>G --- Intrén 3 Sustitucion No Desconocida
86 IVS7+29T>A Intrén 7 Sustitucion No Desconocida

Detectamos tres de las mutaciones patogénicas mas frecuentemente encontradas hasta
el momento en carcinoma de endometrio seroso y cancer de ovario: p.S256T, p.R183Q y
p.P179R. La primera se localiza en el HEAT 7 y las dos siguientes en el HEAT 5. De las
tres, p.P179R fue hallada en cuatro tumores, de los cuales tan sélo el caso 48 no era un
carcinoma seroso sino un endometrioide grado 1. El estudio del gen en el DNA procedente
de la sangre periférica de las pacientes 29, 37, 49 y 70 no mostré ninguna de las
mutaciones patogénicas observadas en el tumor, lo que confirma que son mutaciones

somaticas.

Por otra parte, el andlisis del gen PPP2R1A mostr6 un gran nuimero de cambios
intrénicos (IVS6-21C>G, IVS8+44A>G, IVS7+31A>G, IVS11-14T>C, IVS5+57G>A, IVS3-
12T>G, IVS2-45T>C, [IVS2+76T>G, IVS2+87T>A, IVS7+42A>G, [IVS14+21A>C,
IVS8+109C>T, IVS3+31A>G y IVS7+29T>A) que, por su localizacion alejada de los
exones, podrian considerarse no patogénico.
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En nuestro estudio hemos encontrado dos mutaciones missense de significado
desconocido: p.R48Q (en un tumor endometrioide grado 3) y p.K194N (en un tumor
endometrioide grado 2) localizadas en los exones 2 y 5 respectivamente. En la sangre
periférica de los pacientes 52 y 45 no aparecian dichas mutaciones. Se realiz6 un analisis
in silico mediante los programas de prediccion de patogenicidad que mostraron que el
cambio p.R48Q puede considerarse una mutacién patogénica a pesar de encontrarse en
el ex6n 2, que codifica el HEAT 2, y no en la zona donde se han observado las
mutaciones patogénicas descritas hasta el momento (HEATs 5 y 7). Por otra parte, la
mutacion p.K194N que al localizarse en el exdn 5 podria resultar patogénica, se comporta
como un cambio neutro (tabla 29):

Tabla 29: Comportamiento tedrico de las mutaciones tipo missense, no descritas anteriormente, observadas en
la proteina PPP2R1A segln los programas de prediccién PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacién PolyPhen Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor
. Afecta a la Altamente
p.K194N Benigna 0.205 funcion 0.03 Neutra 0.2498 Neutra -2.77613 patogénica C65
Probablemente Afecta a la o No Poco
SR patogénica et funcion DY PEEENEE || RS alineamiento patogénica &

. Analizando la conservacién de estos aminoacidos se observa que ambos aparecen

altamente conservados filogenéticamente (figuras 76A y B).

A) B)
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n
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Figura 76: Alineamiento de secuencias de la proteina PPP2R1A en diferentes especies, empleando el programa
PolyPhen, para el estudio de la conservacién de los aminoacidos: A) Argnina en la posicién 48 (remarcado con
un rectangulo amarillo) y B) Lisina en la posicién 194 (remarcados ambos con un rectangulo azul).

Por otra parte, hemos caracterizado por primera vez tres mutaciones silenciosas:
p.A126A (c.G378A), p.D574D (c.C1722T), p.S158S (c.C477T). Aunque dan lugar a un cambio
de aminoacido analizamos si afectaban sitios ESE de unién de proteinas con los programas
ESEfinder 3.0 y RESCUE-ESE 1.0.

En el caso de la mutacion ¢.G378A, la sustitucion de una Guanina por una Adenina tan solo
produce un cambio en la afinidad de union de las proteinas SRs pero no hay pérdida ni
aparicién de nuevos sitios ESE (datos no mostrados). En la mutacion ¢.C1722T desaparecen
tres sitios ESE y tan s6lo se mantiene un sitio de union de la proteina SRp55 (tabla 30, figura

77). Por ultimo, la mutacién ¢.C477T provoca la disminucion de la afinidad de un sitio ESE para
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la unién de una proteina SC35, y la sustitucién de un sitio de unién de SRp40 por dos de unién

al mismo tipo de proteina (tabla 30, figura 78).

Tabla 30: Secuencias de los fragmentos silvestre y mutado para los cambios ¢.C1722T y c.C477T en el gen
PPP2R1A, sitios de unién de proteinas SR contenidos en las mismas y su valor de unién segun el programa

ESEfinder.

cocuencia SFIASF SFIASF (IgM-BRCAL) SC35 SRp40 SRp55
Sitio Valor Sitio Valor Sitio [ valor Sitio | valor Sitio Valor
Silvestre TGTGGA | 3.40507
c.C17297 | CCAGGATGTGGACGTCAAATACTT TGGACGT | 259191 | TGGACGT | 198512 GACGTC | 2.71795
’ Mutada
CCAGGATGTGGATGTCAAATACTT TGTGGA | 3.40507
Sivestre CCCCCGA | 4.31507
CCCCCGA | 3.87008 | CCCCGAG | 1.89212 | GTCCAGTG | 4.41626 | CCAGTGC | 3.15502 | AGTGTC | 2.69741
CCCCCGAGTGTCCAGTGCTGTGAA CCLObAC | 18072
c.carrT Mutada CCCCCGA | 431507 TGTCTAG | 3.64203
CCCCCOAGTETCTAGTGCTGTGAR | CCCOCGA | 387008 | COCCGAG | 1av2iz | GTCTAGTG | 418541 |~ I~ | AGTGTC | 260741
CCGAGTG | 2.15300 :

T htt % T 301 ¢cCuwcGC 1 C g aFf T nc - - C A B G oA 5 T G B A [

Figura 77: Representacion de los sitios ESE de unién de proteinas SR contenidos

SF/ASF
SFIASF (IgM-BRCAL) en la secuencia sil\{estre (A).y en la secuencia con el gambio c..Cl722T en eI. gen
SC35 PPP2R1A (B). En el eje de abscisas se observan las secuencias estudiadas y en el eje de
SRp40 ordenadas el valor de union de las proteinas.

SRpS5

5 5
e 6o T T LT oA C T G C T T X F oA

SFIASE Figura 78: Representacion de los sitios ESE de uni6on de proteinas SR contenidos
SFIASF (IgM-BRCAL) en la secuencia S||Yestre (A). y en la secuencia con el _camblo (_:'04771— en el. gen
SC35 PPP2R1A (B). En el eje de abscisas se observan las secuencias estudiadas y en el eje de
SRp40 ordenadas el valor de union de las proteinas.

| srpss

El programa RESCUE-ESE 1.0 no encontré cambios en las secuencias de unién en ninguno
de los tres casos. Por tanto, ninguna de las tres mutaciones silenciosas halladas en el gen
PPP2R1A se considerarian patogénicas por no producir cambios agresivos sobre los sitios de
unién de proteinas SR, pero al igual que lo descrito anteriormente, seria conveniente el estudio

del RNA a fin de observar posible efectos sobre su procesamiento.
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Los cambios contenidos en las regiones UTR no han sido descritos anteriormente, tal
vez porque en la mayoria de las veces s6lo se estudian los exones 5y 6 y no se analizan
dichas zonas. Tres de estas mutaciones aparecian en una gran cantidad de muestras
como es el caso de las observados en la regién 5" -UTR: ¢.-52A>G (7 casos), c.-73T>C (6
casos), c.-52insC (11 casos). Otros cambios aparecieron con una menor frecuencia, como
en el caso de los localizados en la regién 5" -UTR: c.-44G>C (1 caso), ¢.-53C>T (1 caso),
€.-52insCCC (1 caso) y c.-53insC (3 casos) y el observado en la zona 3"-UTR: ¢.*136C>T

(1 caso).

Estudiamos, mediante el programa microRNA, si existian miRNAs que se uniesen a
estas secuencias de los extremos 5y 3"-UTR no observando ninguno excepto cuando se
producia el cambio c¢.-73T>C, que se formaba la secuencia adecuada para la union del
miRNA hsa-miR-765 con un score de 75 segln la base de datos miRBASE pero con efecto no

validado segun el programa microRNA.

Por otra parte, las mutaciones localizadas en la regiéon 5 -UTR fueron analizadas, de forma
individual, con el programa TFSEARCH a fin de comprobar si las zonas afectadas por los
cambios contenian regiones a las que se uniesen factores de transcripcion y si las mutaciones
observadas alteraban la interaccion de los mismos. TFSEARCH indicd la existencia de un sitio
de unién para para MZF1 con un score del 85.5, en la secuencia silvestre comprendida entre
los nucledtidos -48 y -59. MZF1 es un factor de transcripcion que actla sobre la regién
promotora de algunos genes tales como CDH2 y PADI1 que regulan el desarrollo

hematopoyético*%?

. Cuando se introducia s6lo la mutacion c.-52A>G, el sitio de unién para
MZF1 desaparecia al igual que ocurria cuando se introducia sélo la mutacion c.-53C>T. La
insercién de una Citosina en la posicién ¢.-53 no cambiaba el sitio de unién para el factor de
transcripcion MZF1 ni su score. Si la insercion se producia en la posicion c.-52 el score de
union de MZF1 aumentaba a 87.1 y, ademas, aparecia una secuencia de union para SP1
(score 86.3). SP1 es un factor de transcripcién que se une a regiones ricas en GC que puede
actuar como activador o represor de diferentes procesos celulares tales como la diferenciacion
celular, el crecimiento celular, la apoptosis, la respuesta inmune, respuesta a dafio en el DNA,

et C403

. La insercion de tres Citosinas en la misma region (c.-52) también daba lugar a un
aumento en el score de unién de MZF1 (87.9) y a la apariciéon de un sitio de unién para SP1
con un score de 86.3. El programa TFSEARCH no mostrd ningun sitio de union para factores
de transcripcion en las regiones silvestres en las que se observaron los otros cambios (c.-44 y
c.-73). Sin embargo, al introducir en la secuencia la mutacion c.-44G>C, aparecia una region
comprendida entre los nucleétidos -37 y -41 de union para la proteina RUNX1/AML-1A con un
score del 100%. Esta proteina, también denominada CBF, interacciona con los elementos core
de un elevado nimero de enhancers y promotores y se piensa que se encuentra envuelta en el
desarrollo normal de la hematopoyesis4°4. Cuando analizamos la mutaciéon c.-73T>C se
observd la aparicion de un sitio de unién localizado entre las posiciones c.-62 y c.-69 para el

factor de transcripcion IKZF1/LYF-1/IKAROS con un score del 85.7%. IKAROS es un factor de
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transcripcion asociado a la remodelacion de la cromatina que actia como regulador de la
diferenciacion de linfocitos interaccionando con diferentes complejos incluidos NuRD vy
SWI/SNF*®. Por tanto, todas las mutaciones observadas en la regién 5 -UTR pueden influir en
la unién de factores de transcripcion importantes para la actividad remodeladora de la

cromatina e implicados en multitud de procesos alterados durante el proceso de tumorigénesis.

En los tumores portadores de las dos mutaciones missense no descritas hasta el
momento, decidimos estudiar la expresion de la proteina PPP2R1A mediante la técnica de
Western blot. Para ello, analizamos primero cuatro lineas celulares de endometrio,
obteniendo un patrén con bandas de expresion a la altura de los 65 kDa como se ha

descrito para esta proteina (figura 79).

Figura 79: Western blot con inmunodeteccion de la proteina PPP2R1A en cuatro lineas celulares de carcinoma
endometrial (HEC1B, AN3CA, KLE y SKUT1). La deteccién de proteina B-actina corresponde al control de
carga.

Sin embargo, el estudio de los dos tumores que contenian las mutaciones missense no
descritas (casos 45 y 52), mostré una banda de expresibn mas intensa a una altura

correspondiente a los 110 kDa aproximadamente (figura 80 y tabla 31).

&
CERASER

éPPP2R1A? —™> ~110 kDa
PPP2RIA —> 65 kDa
B-actina —>» G 43 kDa

Figura 80: Western blot con inmunodeteccién de la proteina PPP2R1A en los dos extractos proteicos de los
tumores que mostraron mutaciones missense no descritas (casos 45 y 52) y la linea celular HEC1B. La
deteccion de proteina B-actina corresponde al control de carga.

Tabla 31: Resultados del analisis de expresion de la proteina PPP2R1A en los dos extractos proteicos de los
tumores que mostraron mutaciones missense no descritas. Se indica el tipo de tumor en cada caso. E3:
carcinoma endometrioides de grado 3. E2: carcinoma endometrioide de grado 2.

Caso Tipo de | Expresion a | Expresion a | Mutacion no descrita pa%éaéig;;agézgﬁias
tumor 65 kDa 110 kDa en PPP2R1A en PPP2RIA
45 E3 Normal p.K194N
52 E2 Disminuida Normal p.R48Q
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Por tanto, incluimos en el estudio por Western blot otros tumores (casos 48, 49, 52, 59,
67 y 70) que presentaban alteraciones en el gen PPP2R1A (figura 81 y tabla 32).

&
PP FPS FAR

¢PPP2R1A? —>
PPP2R1IA —
p-actina —> R - 1 0>

Figura 81: Western blot con inmunodeteccién de la proteina PPP2R1A en los extractos proteicos de 6 tumores
(casos 48, 49, 52, 59, 67 y 70) y una linea celular de carcinoma de endometrio (HEC1B). La deteccién de
proteina B-actina corresponde al control de carga.

~110 kDa
65 kDa

Tabla 32: Resultados del andlisis de expresion de la proteina PPP2R1A en los extractos proteicos de 6 tumores
de diverso tipo y grado histolégico y con presencia de diferentes alteraciones. Se indica el tipo de tumor en
cada caso. El: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma
endometrioide grado 3.

Caso izm el Spresen e Bieeion enhélg:]at::;zr;gsen patog,\ggit?amso;eesscritas
tumor 65 kDa a 110 kDa PPP2R1A en PPP2RIA
48 El Normal Normal p.P179R
49 Seroso Disminuida p.P179R
52 E2 Disminuida Normal p.R48Q -
c.-52A>G, c.-73T>C,
IVS7-21C>G,
59 Seroso Normal IVS7+42A>G, p.P179R
IVS14+21A>C,
p.D574D
¢.-52A>G, c.-53insC,
67 E3 Normal Normal IV§855474£D> G ---
IVS12-14T>C,
c.-52insC,
70 Seroso Normal IVS7+42A>G, p.P179R
p.S158S

Como se muestra en la figura 81 y en la tabla 32, la mayoria de los tumores expresaban
un fragmento de 110 kDa reconocido por el anticuerpo empleado en nuestro estudio
independientemente de las mutaciones presentes en el DNA

1.1.6 Estupio DE GEN ARID1A

El estudio del gen ARID1A nos permiti6 caracterizar 42 mutaciones patogénicas o
probablemente patogénicas por su naturaleza, de las cuales una fue recurrente. Se
observaron seis casos con mas de una mutacion, lo cual supone un total de 37 tumores
portadores de mutacién en ARID1A (43.02%). Ademéas se detectaron 10 cambios

posiblemente catalogables como polimorfismos.
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ARID1A es un gen caracterizado recientemente en estudios de ultrasecuenciacion. La

mayoria de

las mutaciones encontradas en nuestro estudio no se han descrito

anteriormente, siendo muchas de ellas de tipo nosense y frameshift que dan lugar a

codones de parada prematuros y, por tanto, a proteinas truncadas (tabla 33).

Tabla 33: Alteraciones encontradas en el andlisis del gen ARID1A. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo. Las mutaciones descritas por nosotros como patogénicas, en
amarillo. Los cambios descritos como polimorfismos, en blanco. (H): mutacién en homocigosis.

. . . e Ti Domini 8 74
Casos Mutacion DNA Mutacion proteina Region mulzgccij:n afce):ctadg Descrita Funcion
1,32y 33 IVS4+51A>G Intrén 4 Sustitucion No Desconocida
2 €.1650_1651insC p.Y651fsX72 3 Insercién No Desconocida
3 c.C3826T p.R1276X 15 Sustitucion Si Patogénica
5,28y 29 IVS(8)-18G>C Intrén 7 Sustitucion No Desconocida
5 C.2665 2667delG p.G889fsX2 8 Delecion No Desconocida
5y 84 c.5547_5549delG p.D1850fsX32 20 Sustitucion Si Patogénica
5, 12, 17, 27,
29, 39, 54, 58, c.*+35_36insC 3-UTR Insercién No Desconocida
71,72,75y 79
6 €.643_645delA p.Y215fsX17 1 Delecion No Desconocida
10 (H) IVS17+42C>T -—- Intron 17 Sustitucion No Desconocida
14 c.256_286del p.G86fsX14 1 Delecion No Desconocida
17y 18 1VS4+28delC -—- Intron 4 Delecién No Desconocida
17 ¢.3056_3057insA p.E1019fsX12 11 Insercion Ugma' No Desconocida
21 €.4689_4690insC p.M1564fsX7 18 Insercién Si Patogénica
22 C.6747_6748insA p.E2250fsX27 20 Insercién No Desconocida
23 c.5334 5336delG p.E1779fsX3 20 Delecion No Desconocida
23 €.3977_3978insC p.P1326fsX11 16 Insercién No Desconocida
26 €.4001_4002dupGCA | p.Q1334 R1335dupQ 16 Insercion Poli-GIn Si Patogénica
28 IVS17+14C>T Intrén 17 Sustitucion No Desconocida
30 c.826_828delG p.G276fsX86 1 Delecion Si Patogénica
31 c.C1348T p.Q450X 2 Sustitucion No Desconocida
35 €.2271_2273delC p.Q758fsX75 7 Delecion No Desconocida
36 c.4408_4012delGATT p.D337fsX143 17 Delecion No Desconocida
39 c.3518 3520delC p.11173fsX6 13 Delecion No Desconocida
39 c.C6343T p.Q2115X 20 Sustitucion No Desconocida
40 c.2184 2189delCCCA p.P729fsX12 6 Delecion No Desconocida
40 c.G5717A p.R1906Q 18 Sustitucion No Desconocida
41 c.5346 5347insT p.E1783X 20 Insercién No Desconocida
44 c.3977_3978insC p.P1326fsX11 16 Insercién No Desconocida
45 c.1635_1637delC p.Q546fsX72 3 Delecion No Desconocida
45 c.C4582T p.R1528X 18 Sustitucion Si Patogénica
45 c.G3327A p.R1109R 12 Sustitucion No Desconocida
48 c.4840_4842delA p.Q1614fsX20 18 Delecion No Desconocida
52 c.G4610A p.G1549D 18 Sustitucion No Desconocida
54 IVS16+35C>T --- Intrén 16 Sustitucion No Desconocida
55 c.G5329T p.E1776X 20 Sustitucion No Desconocida
58 c.C2999A p.S1000Y 11 Sustitucion Poli Ser No Desconocida
60 c.C4336T p.R1446X 18 Sustitucion Si Patogénica
61 c.394_399del p.V132fsX99 1 Delecion No Desconocida
66 c.317_332del p.N106fsX5 1 Delecion No Desconocida
67 c.437_438insC p.P146fsX253 1 Insercién No Desconocida
68 c.4311_4313delA p.T1438fsX6 18 Delecion No Desconocida
69 c.G6273A p.W2091X 20 Sustitucion No Desconocida
75 c.1112_1114delG p.G371fsX19 1 Delecion No Desconocida
76 €.3343_3345delC p.P1115fsX44 12 Delecion Si Patogénica
78 c.471_500del p.P158fsX65 1 Delecion No Desconocida
79 c.3523_3525delC p.P1175fsX4 13 Delecion Si Patogénica
79 ¢.5590_5593delAG p.E1864fsX35 20 Delecion No Desconocida
80 ¢.3241_3243delA p.N1081fsX11 12 Delecion Ugﬁl”Aa' No Desconocida
82 €.6340_6342delC p.P2114fsX20 20 Delecion No Desconocida
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Casos Mutacién DNA Mutacién proteina Region e ‘.j? DR Descrita Funcién
mutacion afectado
85 IVS(11)-61G>T Intrén 10 Sustitucién No Desconocida
86 IVS5+57G>A Intrén 5 Sustitucion No Desconocida
86 9.5346_5377del p.G1665A Intron 18- | e jecion No | Desconocida
Ex6nl19

El estudio del tumor 10 mostré un cambio intrénico en homocigosis. Aln tratandose de
un posible polimorfismo, decidimos estudiar, mediante la técnica de la PCR cuantitativa, la
posible pérdida de heterocigosidad ya que se trata un evento muy frecuente en el gen
ARID1A (figura 82).

R
°
3

Figura 82: Resultado de la PCR cuantitativa realizada para la amplificacion del exén 17 del gen ARID1A en el
tumor 10. A la muestra control se le asigné el valor RQ=1. Se muestran las barras de desviacion estandar en
cada caso.

Como se observa en la figura 82, no existe pérdida de heterocigosidad en este locus.

Nueve de las mutaciones encontradas en este trabajo estaban descritas previamente por
otros grupos. Los cambios intrénicos situados en regiones alejadas de los exones los
hemos considerado polimorfismos dado que la mayoria aparecia en un elevado nimero de
tumores, entre los que se encontraban algunos que ya presentaban otras mutaciones
los cambios IVS4+51A>G, IVS(8)-18G>C, IVS17+42C>T,
IVS16+35C>T, IVS(11)-61G>T, IVS5+57G>A

patogénicas. Por tanto
IVS4+28delC, IVS17+14C>T,

considerados polimorfismos.

fueron

La mutacion localizada en el extremo 3"-UTR c.*+35_36insC fue hallada en 12 de los 86
tumores (13.95%) y también en el DNA de la sangre periférica de los pacientes de los que
disponiamos muestra. El analisis con el programa microRNA mostré ausencia de miRNAs
que reconociesen a secuencia alterada. Ademas esta mutacién se encontré en el 62% de

los controles estudiados (50 individuos sanos, mayores de 60 afios y no fumadores).

El estudio de las mutaciones frameshift y nosense en la sangre periférica de los casos
en los que disponiamos de muestra (casos 3, 17, 21, 23, 40, 41, 44, 45, 55, 68, 69, 79, 80
y 86) mostré que todas ellas eran somaticas. La mutacién ¢.3977_3978insC p.P1326fsX11
no se ha descrito previamente pero si se ha descrito como patogénica una delecién de una

Citosina en el mismo nucleétido del exén 16°*. Las mutaciones p.N1081fsX11 y p.E1019fsX12
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se localizan en el sitio de unién a la regién rica en ATs del DNA localizada entre los
aminoacidos 1017 y 1108. Todas las mutaciones que producen un codén de parada en
codones anteriores al 1017, generan una proteina sin este dominio, imprescindible para que el
complejo SWI/SIF lleve a cabo su funcion. Ninguna de las mutaciones caracterizadas en

nuestro trabajo se localizé en las regiones ricas en Leucina.

No hemos encontrado mutaciones recurrentes, pero el tumor 36 es portador de una
delecién de cuatro nucleétidos GATT (c.4408_4012delGATT, p.D337fsX143) habiendo sido

33 por este motivo decidimos

descrita por otros grupos la delecion de las dos Timinas
realizar un estudio de pertenencia alélica a fin de determinar si existia una deleciéon de GA
en uno de los alelos y una delecion de TT en el alelo contrario. El analisis de las
secuencias clonadas en el vector pGEM-T corroboré la delecién de los cuatro nucleétidos

en tdndem en uno de los dos alelos y la ausencia de alteraciones en el contrario.

En este trabajo hemos encontrado tres mutaciones missense, no descritas hasta el
momento, mediante el analisis in silico con programas de prediccion (tabla 34). En los
casos 40 y 52 se pudo comprobar que ambas mutaciones eran sométicas y no aparecen
en la sangre periférica.

Tabla 34: Comportamiento tedrico de las mutaciones tipo missense, no descritas anteriormente, observadas en
la proteina ARID1A segun los programas de prediccion PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacion PolyPhen Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor
p.R1906Q A Fosiblemente | 2,0 | Afectaa | 54 Neutra | 0.2429 | . No Poco Cc35
patogénica la funcién alineamiento patogénica
p.G1549p | Fosiblemente | .5 | Afectaa | 54 Neutra | 0.2706 Neutra .2.06754 | Altamente | ~.g
patogénica la funcién patogénica
Probablemente Afecta a . . Altamente
p.S1000Y patogénica 0.998 |a funcion 0.00 Patogénica | 0.9502 Patogénica -4.90347 patogénica C65

Como se observa en la tabla 34, los programas de prediccibn muestran que la mutacién
R1906Q no es patogénica. Ademas, el estudio de la conservacién del aminoacido Arginina
mediante el programa PolyPhen muestra una baja conservacion de dicho residuo. En el
caso de la mutacién G1549D el aminoacido Glicina tampoco se encuentra conservado pero,
sin embargo, tres de los cinco programas lo calificaron como patogénico. Sin embargo, el
animoacido Serina en la posicién 1000 aparece altamente conservado lo que coincide con los
resultados obtenidos en el estudio in silico (figura 83A, By C).

A) B)

DRDRODOD LD K

[SHSR SN

134




Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Resultados

Q)

Figura 83: Alineamiento de secuencias de la proteina ARID1A en diferentes especies, empleando el programa
PolyPhen, para el estudio de la conservacién de los aminoacidos: A) Arginina en la posicion 1906, B) Glicina en
la posicion 1549 y C) Serina en la posicién 1000 (remarcados todos ellos con un rectangulo rojo).

Nuestro estudio permiti6 caracterizar dos mutaciones inframe, una de ellas
(c.4001_4002dupGCA) en el tumor 26 ya descrita previamente como patogénica.
Consistia en una duplicacién del triplete GCA que daba lugar a la insercién de una
Glutamina en una region del ex6n 16 rica en este aminoacido mostrando un tdndem de 8
Glutaminas consecutivas que con la duplicacion detectada se convertian en 9. La otra
mutacion (g.5346_5377del) fue observada en el caso 86 y consistié en una delecién de 30
nucleédtidos, 18 de ellos en la region intrénica mas proxima al exén 19 y los 12 restantes

en el comienzo del mismo (figura 84).

tgttatcttcagagtagcttcactgatggggcagccctaggggtgectcece
agccaacctgggcttggtggatagacgacatggaggtttatttcagGAAC
CCCGGAGGCATGGCGGGTAATGATGTCCCTCAAGTCTGGTCTCCTGGCAG EXON 19
AGAGCACATGGGCATTAGATACCATCAACATCCTGCTGTATGATGACAAC
AGCATCATGACCTTCAACCTCAGTCAGgtgagtatcagtgcctggggaag
attgagagggtttgggatcttcttagtgtagacaatgggaatgtctcatc

Figura 84: Secuencia del exdn 19 del gen ARID1A y region intrénica mas proxima, donde se observé la
mutacion g.5346_5377del sombreada en color amarillo.

La mutacion hace que se delecionen los aminoacidos GTPE en el exéon 19 pero no
origina un codén de stop en dicho exdn. El hecho de que también se delecione parte de la
region intrénica mas préxima al exén puede ocasionar un cambio en el splicing del RNA
que dé lugar a un producto alterado. Ademas, su localizacién es préxima a la regién sefal
de localizacion nuclear (NLS) que abarca desde el aminoacido 1651 al 1657 (PVLKQRR),
situados al final del exén 18. Por tanto, decidimos realizar un estudio en el RNA para

comprobar el efecto de la mutacién.

Para ello, se sintetiz6 cDNA a partir de RNA del tumor. En primer lugar se amplificé mediante
PCR una region extensa que incluy6 el exdn afectado (exén 19) utilizando para ello una pareja
de oligonucledtidos exénicos: 18DF y 20AR. Las condiciones de la PCR se pusieron a punto en
un cDNA control observando amplificacion a una temperatura de anillamiento de 61°C durante
un minuto (figura 85A). En segundo lugar se realizé la amplificacion con las mismas
condiciones en el cDNA del tumor portador de la deleciéon no observando producto amplificado
(figura 85B). Ante la posible existencia de un procesamiento aberrante del mMRNA que pudiese
incluir la transcripcidon de nucleoétidos intrénicos realizamos una segunda prueba utilizando la

pareja de oligonucledtidos 18CF (exonico) y 19R (intronico). La amplificacion de dicha region
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no fue posible en el caso del cDNA control debido al correcto procesamiento de su RNA y por
tanto a la ausencia de regiones intrénicas (figura 85B). Sin embargo en el cDNA del tumor
existi6 amplificacion a una temperatura de anillamiento de 61°C durante un minuto. La
secuenciacion del fragmento amplificado mostré que los intrones 18 y parte del 19 habian sido
transcritos y estaban presentes en el cDNA del tumor. También se observaba la delecién de los

30 nucleétidos origen del procesamiento aberrante (figura 86).

El intrén 19 consta de 3315 pb. En caso de que se hubiese trascrito completamente seria
imposible amplificar la regién comprendida entre los olinucledtidos 18DF y 20AR mediante una
PCR normal. Realizamos una PCR con oligonucleétidos exénicos 20BF y 20BR a fin de
comprobar si el exén 20 habia sido transcrito. Obtuvimos producto de PCR en el caso del
cDNA control pero no del cDNA del tumor (figura 85D). Dedujimos entonces que habia una
pérdida de exdn 20 debido a un codén de stop contenido en la region del intron 19. Aln asi
realizamos la amplificacién con los oligonucleétidos 20AF (intrénico) y 20AR (exdnico) (figura
85C). Nuestros resultados mostraron ausencia de amplificacion del exén 20. Por tanto, la
delecion de 30 nucledtidos altera el procesamiento del RNA y causa la transcripcion de los
intrones 18 y 19 del gen y la pérdida del exén 20, generado asi una proteina aberrante que

pierde regiones importantes para el funcionamiento de la misma.

B c
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Figura 85: Imagen superior: esquema de la localizacion de los oligonucleétidos utilizados para el
estudio de la mutacién g.5346_5377del en el cDNA del tumor 86; en rojo zona donde se produce la
delecion de 30 nucledtidos; A, B, C y D: PCRs realizadas a partir de la combinacion de los diferentes
oligonucledtidos. Imagenes inferiores: resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de
cDNA resultantes de la amplificacion, mediante PCR, de la region comprendida entre los oligonucleétidos
18DF+20AR (A), 18CF+19R (B), 20AF+20AR (C) y 20BF+20BR (D) del gen ARID1A en la muestra tumoral 86 y en
una muestra control. La amplificacion del gen GAPDH se realiz6 como control positivo en el proceso de
sintesis de cDNA.
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Figura 86: Secuencia del fragmento amplificado en el cDNA del tumor 86 con los oligonucleétidos 18CF
(ex6nico)+19R (intrénico) del gen ARID1A en el que se observa la transcripcion de los exones e intrones
18 y 19 del gen.

Por dltimo, hemos encontrado una mutacion silenciosa (c.G3327A, p.R1109R) en el
tumor 45. La mutacién se encuentra en el exén 12 en un tumor con otras dos mutaciones
patogénicas tipo frameshift y nosense. Este hecho sugiere que se trate de un cambio no
patogénico. No obstante, realizamos estudios con los programas ESEfinder 3.0 y
RESCUE-ESE 1.0 para estudiar si existian alteraciones en la secuencia ESE de unién de
proteinas SR. Segun el programa ESEfinder, el cambio de nucledtido no da lugar a
alteraciones en los sitios ESE (dato no mostrado). El programa RESCUE-ESE mostro la
aparicion de dos sitios ESE més pero los cambios no fueron significativos ya que no

desaparecieron sitios ya existentes ni hubo grandes alteraciones observables (figura 87A
y B).

B)

GAAGAC
AGAAGA
GAGAAG
GGAGAA

GAAGAC
AGAAGA

GAGAAG AGGAGA

CAAGAT GAGGAG
CAAGATTGAACGAGGAGAAGACCC

CAAGAT GGAGAA
CAAGATTGAACGGGGAGAAGACCC

Figura 87: Resultado del andlisis realizado con el programa RESCUE-ESE del efecto del cambio ¢.G3327A en el
gen ARID1A sobre los sitios ESE: A) Sitios ESE presentes en la secuencia normal; B) Sitios ESE presentes en
la secuencia mutada.

1.2 ONCOGENES

1.2.1 EstuDIO DEL GEN PIK3CA

El estudio del gen que codifica la subunidad a de PI3K mostré un elevado ndmero de
mutaciones en los tumores incluidos en nuestro estudio, casi todas ellas tipo missense. En
total hemos encontrado 16 mutaciones en 16 tumores, teniendo en cuenta que dos de
ellos presentaron mas de una mutacidn y que tres mutaciones aparecieron en mas de un
tumor (tabla 35).
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Tabla 35: Alteraciones encontradas en el analisis del gen PIK3CA. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo. Las mutaciones descritas por nosotros como patogénicas, en
amarillo. Los cambios descritos como polimorfismos, en blanco.

e Mutacién v Tipo de Dominio - e
Casos Mutacion DNA proteina Region EEGR . Descrita Funcion
3 c.1353_1380del p.G451_460del 7 Delecién C2 No Desconocida*
8 c.T3061C p.Y1021H 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
9 c.C2974T p.R992X 20 Sustitucion Kinasa No Desconocida*
10’8‘;6 y c.A3127G p.M1043V 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
12 c.T3132G p.N1044K 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
22y 31 c.A3140G p.H1047R 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
40 c.G1635T p.E545D 9 Sustitucion Hélice Si Patogénica
42 c.A3194T p.H1065L 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
50 y 52 c.A3073G p.T1025A 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
52 c.G3072T p.K1024N 20 Sustitucion Kinasa No Desconocida
58 c.G3129T p.M1043I 20 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
65 IVS20+29C>T In;r(;)n Sustitucion No Desconocida
73 IVS9+17T<G Intrén 9 Sustitucion No Polimorfismo
78 c.G3166A p.D1056N 20 Sustitucion Kinasa No Desconocida
78 c.A3172T p.11058F 20 Sustitucion Kinasa No Desconocida
78 c.*+5A<C 3-UTR Sustitucion No Desconocida

*Estas mutaciones fueron descritas previamente en los estudios preliminares realizados en nuestro
laboratorio®™.

La mayoria de las mutaciones aparecieron en el exén 20, que codifica parte del dominio
kinasa de la proteina. De todas ellas, 8 no estaban descritas anteriormente, aunque las
localizadas en los intrones 9 y 20 podrian considerarse polimorfismos al estar en regiones
lejanas a los exones. Consideramos patogénica la mutacion nosense p.R992X que da
lugar a un codoén de stop en el exdén 20 que produciria una proteina truncada carente del
dominio kinasa imprescindible para realizar su funcién. Destacar que la mutacion
p.H1047R observada en los casos 22 y 31, carcinomas endometrioides de grado 2 y 1
respectivamente, ha sido descrita por otros autores en carcinomas de endometrio de

mayor grado asociada a un peor prongstico y a una mayor tasa de recaida“’®

Los casos 52 y 78 mostraron dos mutaciones en el exén 20 vy, por tanto, procedimos a
realizar el estudio de pertenencia alélica confirmando que en ambos casos los cambios

aparecian en el mismo alelo.

El estudio del exén 7 en el caso 3 mostr6 una delecién de 9 aminoacidos que no
cambiaba el marco de lectura (p.G451_460del). El estudio en sangre periférica no mostré
la mutacion, por lo que es considerada somatica. Realizamos un estudio in silico con el
programa de prediccion de estructuras secundarias de proteinas PSIPRED observando cémo
la mutacién produce la deleciébn de un fragmento de una pequefia cinta $ y modifica el
plegamiento de las estructuras adyacentes. Ese segmento del dominio C2 de la proteina
contiene, en su variante germinal, hasta 4 cintas B que componen una estructura de mayor
complejidad en forma de lamina B, importante para la unién a otros intermediarios celulares
como los receptores tirosin-kinasa, RAS, etc., y a la membrana plasméatica. En su variante
mutada, esta region forma 5 cintas B y en diferente disposicion pudiendo afectar a la

funcionalidad de la proteina (figura 88A y B).
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Figura 88: Estructura secundaria de las proteinas PIK3CA germinal (A) y PIK3CA mutada (B: p.G451_460deI)
desde el aminoéacido 281 al 569, generadas por el programa PSIPRED donde se sefialan las zonas delecionadas

(cajay linearoja).

El programa PolyPhen nos mostr6 una elevada conservacion filogenética de los
aminoé&cidos delecionados y por tanto podrian tener una funcion importante en la proteina.
Esto nos sugiere que la alteracion presente en este tumor podria estar causando un efecto

patogénico sobre la proteina (figura 89)

Figura 89: Alineamiento de secuencias de la proteina PIK3CA en diferentes especies, empleando el programa
PolyPhen, para el estudio de la conservacion de laregion p.G451_460 (remarcada con un rectangulo rojo).

Por otra parte, describimos por primera vez 3 mutaciones tipo missense en el exéon 20
del gen, de las cuales pudimos comprobamos que la mutacién p.K1024N no aparecia en
la sangre periférica de la paciente (caso 52). Para su estudio realizamos el andlisis in
silico mediante los programas de prediccion comprobando que soélo las mutaciones
p.K1024N y p.D1056N causan un efecto patogénico sobre la proteina (tabla 36).
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Tabla 36: Comportamiento tedrico de las mutaciones tipo missense, no descritas anteriormente, observadas en
la proteina PIK3CA segln los programas de predicciéon PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacion PolyPhen Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor
p.K1024N | Fosiblemente |, 2,0 | Afectaa | g qy | paggenica | 0.5127 | Patogénica | -3.47 | Alamente | oeo
patogénica la funcién patogénica
p.D1056N | Frobablemente | o o4, | Afectaa | 5 Neutra | 0.4140 | Patogénica | -4.81 Neutra c15
patogénica la funcién
. Afecta a -
p.11058F Benigna 0.004 2 funcion 0.00 Neutra 0.2946 | Patogénica | -4.23 Neutra C15

Finalmente, hemos caracterizado una mutaciéon en heterocigosis en el extremo 3" -UTR

en el tumor 78: c.*+5A<C. El estudio in silico de sitios de union de miRNAs con el
programa MicroRNA y la base de datos miRBASE nos indicaron que en la secuencia
silvestre no existia ningdn miRNA. Por tanto, esta mutacién podria considerarse como no

patogénica, aunque son necesarios estudios en el RNA para corroborar estos resultados.

Para estudiar si las mutaciones de significado desconocido del gen PIK3CA observadas
en nuestro trabajo afectaban a la expresién de la proteina, decidimos realizar un analisis
de Western blot de la subunidad a de la proteina PI3K. En las cuatro lineas celulares de
carcinoma endometrial observamos un patron de expresion similar, a pesar de que la linea
celular HEC1B es portadora de una mutacién en el exén 20 (c.G3145C, p.G1049R)**®
(figura 90).

B-actina —)_ 43 kDa

Figura 90: Western blot con inmunodeteccion de la proteina PIK3CA en cuatro lineas celulares de carcinoma
endometrial (HEC1B, AN3CA, KLE y SKUT1). La deteccién de proteina B-actina corresponde al control de
carga.

En segundo lugar, analizamos las muestras tumorales que presentaban las mutaciones

descritas por primera vez en nuestro trabajo: casos 3, 9, 52 y 78 (figura 91, tabla 37).

”» 9 g AY
pl100a —> - 110 kDa
B-actina —> _ 43 kDa

Figura 91: Western blot con inmunodeteccién de la proteina PIK3CA en los 4 extractos proteicos de los
tumores que mostraron mutaciones no descritas (casos 3, 9, 52 y 78). La deteccién de proteina B-actina
corresponde al control de carga.
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Tabla 37: Resultados del andlisis de expresion de la proteina PIK3CA en los 4 extractos proteicos de los
tumores que mostraron mutaciones no descritas. Se indican las mutaciones no descritas y las mutaciones
patogénicas descritas en cada uno de ellos.

Caso Ausencia de Expresion Expresion Alteracion en %ﬁ?;cﬂtgggggrﬁi::
expresion disminuida normal PIK3CA no descrita descritas
3 X p.G451_460del
9 X p.R992X
52 X p.K1024N p.T1025A
p.D1056N/ p.I11058F/
8 a c.*+5A<C

La muestra 9, a pesar de presentar s6lo una mutacion nosense en heterocigosis en el
exon 20 del gen, que codifica el dominio kinasa de la proteina, no mostré expresién de la
misma. El tumor 52 presentdé una expresion disminuida, tal vez consecuencia de que el
tumor es portador de dos mutaciones missense. Por otra parte, en el tumor 78 se
observaron tres mutaciones de significado desconocido. Sosteniendo la posibilidad de que
el cambio p.D1056N fuese patogénico y los otros dos neutros, la expresién normal de la
subunidad a de PI3K, al igual que en el tumor 52, sugiere que son necesarias mutaciones
mas “agresivas” —tipo frameshift o nosense- para dar lugar a proteinas truncadas que

vean anuladas su expresion.

1.2.2 Estupio DeEL GEN CTNNB1

El estudio del gen CTNNB1, que codifica la proteina -catenina, revelé la presencia de 7
mutaciones patogénicas, ya descritas por otros grupos, en 13 de los 86 tumores (15.12%)
(tabla 38).

Tabla 38: Alteraciones encontradas en el anélisis del gen CTNNB1. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo.

Casos Mutacién Mutacién Reqién Tipo de Dominio Descrita Funcién
DNA proteina 9 mutacién afectado

4 c.G94A p.D32N 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica
10, 3)}’6%9’ 2 c.C111T p.S37F 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica
12y 24 c.A122G p.T41A 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica
22,34y 68 c.G101A p.G34R 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica
41 c.C98G p.S33C 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica
56 c.C134T p.S45F 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica
69 c.C111G p.S37F 3 Sustitucion Regulador Si Patogénica

Todas las mutaciones fueron missense localizadas en sitios de fosforilacién de la -

catenina y modificaban los residuos de Serina 33 y 37 y Treonina 41 del dominio regulador,

los residuos adyacentes 32 y 34, todos ellos sitios consenso para el marcaje que realizan GSK-

3B y HIPK2 para la degradacién de la proteina

122,409

fosforilacion independiente de estas dos moléculas**.

y la Serina 45, clave en el proceso de

El tumor 68 mostré dos mutaciones patogénicas (p.S37F y p.G34R) y, por tanto, se realizd un

estudio de pertenencia alélica a fin de estudiar si ambas se encontraban en diferentes alelos o

141




Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

Resultados

estaban situadas en el mismo. La secuenciacién confirmd que ambas aparecian en el mismo

alelo.

En los casos 41, 49, 50, 68 y 69 se estudid el DNA procedente de sangre periférica y se

corroboré la naturaleza soméatica de dichas mutaciones.

1.2.3 EstuDIiO DEL GEN KRAS

El estudio de los exones 2 y 3 del gen KRAS mostré cuatro mutaciones patogénicas

diferentes ya descritas en los codones 12 y 13 de la proteina. 14 tumores (16.28%) eran

portadores estas mutaciones y ninguno de ellos mostré més de una alteracion (tabla 39).

Tabla 39: Alteraciones encontradas en el andlisis del gen KRAS. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo.

Casos Mutacién Mutacién Reqién Tipo de Dominio Descrita Funcién
DNA proteina 9 mutacion afectado
= 2685 Y c.G35T p.G12Vv 2 Sustitucion Efector Si Patogénica
e 3658 7 c.G38A p.G13D 2 Sustitucion Efector Si Patogénica
i 4)?'8524' el c.G35A p.G12D 2 Sustitucion Efector Si Patogénica
80 c.G35C p.G12A 2 Sustitucion Efector Si Patogénica

No se hallé ningn cambio en el codén 61, otro de los hotspots mas frecuentes descritos

en este gen.

En los tumores 15, 23, 45, 54, 65, 68 y 80, de los cuales disponiamos de sangre periférica,

realizamos el estudio de las mutaciones observando una ausencia de las mismas y por tanto

confirmando su origen somatico.

1.2.4 EstupIio DEL GEN BRAF

Hemos estudiado los exones 11 y 15 del gen BRAF observando un cambio intrénico no

descrito en la bibliografia (IVS15+17delT) y una mutacién patogénica (c.G1407C) descrita

en homocigosis diferente a V600E, la alteracién en BRAF més frecuentemente encontrada

en diversos tipos de tumor (tabla 40).

Tabla 40: Alteraciones encontradas en el andlisis del gen BRAF. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo. Los cambios descritos como polimorfismos, en blanco. (H): mutacién
en homocigosis.

Casos Mutacion Mutacién Reqién Tipo de Dominio Descrita Funcién
DNA proteina 9 mutacion afectado
8 IVS15+17delT In:tLrson Delecién No Desconocida
73 (H) c.G1407C p.G469A 11 Sustitucion Kinasa Si Patogénica
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La delecién observada en el intron 15 podemos considerarla como polimorfismo al no
producir en la secuencia codificante y no situarse en los extremos flanqueantes préximos

al exén 15.

La mutacion p.G469A se localiza en la region rica en Glicinas del dominio kinasa de
BRAF y esta descrita como patogénica en otros tipos de tumor ya que el cambio de una
Glicina por una Alanina produce una sobreactivacion de la funcién kinasa de la proteina.
Este evento produce una desregulacion de las rutas mediadas por la interaccion RAS-RAF
cuyo efector mas préximo es ERK, promoviendo asi un aumento en la proliferacion celular™*.
En nuestro estudio fue detectada en homocigosis en el tumor 73 y por tanto llevamos a cabo un
estudio de pérdida de heterocigosidad mediante PCR cuantitativa observando la presencia de

ambos alelos y por tanto ausencia de pérdida de heterocigosidad (figura 92).

Figura 92: Resultado de la PCR cuantitativa realizada para la amplificacion del exén 11 del gen BRAF en el
tumor 73. A la muestra control se le asign6 el valor RQ=1. Se muestran las barras de desviacion estandar en
cada caso.

1.2.5 Estupio DEL GEN EGFR

El estudio del gen EGFR en los casos incluidos en nuestro trabajo mostré6 una mutacion
silenciosa muy frecuente en el exdn 20 c.G2361A (p.Q787Q) presente en la mayoria de
los tumores, algunas veces en heterocigosis (29 casos) y otros en homocigosis (40
casos). Se trata de un polimorfismo de aparicion frecuente en otros tipos de tumores

estudiados como por ejemplo el cancer de pulm(’)n411.

También detectamos una mutacion en el intrén 18 1IVS18+19G>A en dos de los tumores
(casos 53 y 76) Este cambio no ha descrito hasta el momento pero podria considerarse un

polimorfismo al estar localizado en una region intronica alejada del exén 18 (tabla 41).
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Tabla 41: Alteraciones encontradas en el analisis del gen EGFR. No se detectaron mutaciones
patogénicas.

Casos SIHEEE Mutacjén Region Ut (.j,e Dol Descrita Funcién
DNA proteina mutacion afectado
69 casos c.G2361A p.Q787Q 20 Sustitucion Kinasa Si Polimorfismo
53y 76 IVS18+19G>A Intron 18 Sustitucion --- No Desconocida

1.3 Estupio DE GENES DEL SISTEMA MMR (MISMATCH
REPAIR)

El estudio de los genes hMLH1 y hMSH2 se llevo a cabo en una primera fase del estudio
en todos los tumores (casos 1 al 41). Posteriormente se decidi6 realizarlo, junto con el de
hMSHS6, tan s6lo en aquellos cuyos estudios inmunohistoquimicos no mostraron expresion
de las proteinas. Los tumores 44, 45, 48, 55, 64, 67, 71, 75, 78, 82 y 84 no presentaban
expresion de hMLH1 y el caso 76 no expresaba hMSHS6.

1.3.1 Estupio DEL GEN HMLH1

Se estudiaron los 19 exones y las regiones intrénicas mas proximas del gen hMLH1
observando, en la primera fase, la presencia del polimorfismo ¢.G1959T p. p.L653L (casos
6 y 25 y de dos mutaciones patogénicas ya descritas por otros autores:
€.1852_1853AA>GC (caso 8) y IVS3+5G>A (caso 30).

El andlisis realizado de los 11 casos que no expresaban hMLH1, mostré la existencia del
mismo polimorfismo encontrado anteriormente en otro tumor (caso 55) y la presencia de
otra alteracién ya descrita como polimorfismo en la bibliografia en los casos 48, 67, 82 y
84: c.AB655G (p.1219V) (tabla 42).

Tabla 42: Alteraciones encontradas en el analisis del gen hMLH1. Las mutaciones patogénicas ya
descritas se sefialan en color rojo.

Casos Mutacion DNA MutaCJon Region g de DomIE Descrita Funcién
proteina mutacion afectado
6,25y L Interaccion . . )
55 c.G1959T p.L653L 17 Sustitucion con EXO1 Si Polimorfismo
8 c.1852_1853AA>GC p.K618A 16 Sustitucion IS EE Si Patogénica
con EXO1
Intrén Y . -~
30 IVS3+5G>A 3 Sustitucion --- Si Patogénica
48, 67, S . . )
82y 84 c.AB655G p.1219V 8 Sustitucion Estructural Si Polimorfismo

Al no disponer de las sangres periféricas de los pacientes 8 y 30, no pudimos comprobar

si las mutaciones eran germinales.
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1.3.2 EstuDIO DEL GEN HMSH2

El andlisis de los 16 exones del gen hMSH2 mostré dos variantes intrénicas polimorficas

y una mutaciéon missense de significado desconocido en el estudio de los tumores 1 a 41.

Ante la ausencia de inmunochistoquimicas negativas para este gen en el segundo grupo,

no se realizo el estudio de ninguno de los casos (tabla 43).

Tabla 43: Alteraciones encontradas en el andalisis del gen hMSH2. No se detectaron mutaciones

patogénicas.

Mutacién Mutacién >, Tipo de Dominio . L.
Cesas DNA proteina RS mutacion afectado DIESETIE AUIERI
9 c.G460A p.A154T 3 Sustitucion Estructural No Desconocida*
24 | IVS(13)-6T>C '”;rzon Sustitucién Si Polimorfismo
13 IVS1+9C>G Intrén 1 Sustitucion Si Polimorfismo

*Estas mutaciones fueron descritas previamente en los estudios preliminares realizados en nuestro

laboratorio®™.

La mutacién p.A154T fue descrita por primera vez en nuestro estudio y con la finalidad

de estudiar su posible naturaleza patogénica realizamos los estudios in silico con

programas de prediccién (tabla 44):

Tabla 44: Comportamiento teérico de la mutacién tipo missense, no descrita anteriormente, observada en el
gen hMSH2 segln los programas de prediccion PolyPhen, SIFT, Pmut, Panther y GVGD.

Mutacién | PolyPhen | Valor SIFT Valor Pmut Valor Panther Valor GVGD Valor
p.A154T | Benigna | 0.000 A‘;ﬁf}‘;g‘ﬂ'a 0.00 | Neutra | 0.1396 | Neutra | -1.47901 | Patogénica | C55

Tres de los cinco programas utilizados sugirieron que el cambio p.A154T poseia un valor

neutro mientras que los programas SIFT y GVGD lo catalogaron como patogénico.

El andlisis de conservacién de aminoacidos nos muestra como el codén 154 no se

encuentra muy conservado en la evolucion existiendo una gran variabilidad y observando

que diversas especies contienen una Treonina en vez de una Alanina. Por tanto este

cambio no produciria una alteracion con efecto muy agresivo en

considerandose en nuestro estudio como polimorfismo (figura 93).
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la proteina

Figura 93: Alineamiento de secuencias de la proteina hMSH2 en diferentes especies, empleando el programa
PolyPhen, para el estudio de la conservaciéon del aminoacido Alanina en la posicion 154 (remarcado con un

rectangulo morado).
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Al no disponer de la sangre periférica de la paciente 9 no pudimos de nuevo comprobar

la naturaleza somatica de la mutacion.

1.3.3 EstuDIO DEL GEN HMSH6

Se analizaron los 10 exones y las regiones intrénicas flanqueantes del gen hMSH6 en el
tumor 76, el Unico que mostrd resultados negativos para la inmunohistoquimica, sin

observar polimorfismos ni mutaciones patogénicas.

1.4 ANALISIS GLOBAL DEL ESTUDIO DE MIUTACIONES

La Unica clasificacion establecida, hasta hace unos afios, para los carcinomas de
endometrio se basaba en las caracteristicas clinico-patologicas y los dividia en tipo 1 o
endometrioides y tipo 2 o no endometrioides. Se trataba de una division poco concreta
debido a la heterogeneidad molecular existente en ambos grupos. Posteriormente, se
establecieron perfiles segin el grado molecular, incluyendo en los grado 3 a los
endometrioides grado 3 junto con el resto de carcinomas no endometrioides. Este grupo
abarcaria los llamados tumores de alto grado mientras que los de grado 1 (endometrioides
grado 1) y los de grado 2 (endometrioides grado 2) formarian el grupo de los carcinomas
de endometrio de bajo grado. Sin embargo, nosotros hemos observado que cada subtipo
histolégico tumoral posee unas caracteristicas moleculares determinadas que conviene

especificar.

Una vez caracterizadas las mutaciones detectadas en nuestro estudio, se realiz6 un
analisis conjunto segun tipo de tumor siguiendo la clasificacion clinico-patoldgica (tipo 1y
tipo 2), la clasificacion histolégica por grados (grado 1, 2 y 3) y la clasificacién histolégica
por tipos (endometrioides grado 1, endometrioides grado 2, endometrioides grado 3,

serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas).

En la tabla 45 se observa el nUmero de mutaciones patogénicas descritas en la literatura
que nosotros identificamos para cada gen y el nimero total de mutaciones patogénicas
encontradas después de nuestro estudio. También se sefiala el niumero de tumores
mutados para cada gen, independientemente de que presentasen una 0 mas mutaciones

en él.
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Tabla 45: Resumen del numero de mutaciones patogénicas descritas antes y después de la
caracterizacion llevada a cabo en nuestro estudio y nimero de tumores mutados para cada uno de los
genes estudiados.

N° DE MUTACIONES N° DE
TIPO GEN PATOGENICAS PATOGENICAS TUMORES
DESCRITAS TOTALES* MUTADOS
PTEN 28 46 44 (51.16%)
TP53 21 21 18 (20.93%)
SUPRESORES CDKN2A 0 1 1 (1.16%)
DE TUMORES CDH1 0 0 0 (0.00%)
PPP2R1A 3 4 7 (8.14%)
ARID1A 9 41 37 (43.02%)
PIK3CA 8 12 15 (17.44%)
CTNNB1 7 7 13 (15.12%)
ONCOGENES KRAS 4 4 14 (16.28%)
BRAF 1 1 1 (1.16%)
EGFR 0 0 0 (0.00%)
hMLH1 1 1 2 (2.32%)
MMR GENES hMSH2 0 0 0 (0.00%)
hMSH6 0 0 0 (0.00%)

*se incluyen las descritas por primera vez en nuestro trabajo

Los genes que aparecieron méas frecuentemente mutados en los tumores incluidos en
nuestro estudio fueron PTEN y ARID1A, siendo frecuente la aparicion de mas de una
mutacion en cada tumor. Pero si segmentamos el estudio por tipos y grados tumorales,
observamos que cada gen aparece alterado en un porcentaje de tumores diferente
dependiendo del subgrupo al que nos refiramos (tabla 46).

Tabla 46: Porcentaje de tumores mutados en cada gen en cada tipo de tumor segln clasificacién clinico-
patoldgica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no endometrioides), grado (grado 1, 2 y 3) y subtipo
histolégico (endometrioides grado 1, endometrioides grado 2, endometrioides grado 3, serosos, células
claras, mixtos y carcinosarcomas). E1: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide
grado 2. E3: carcinoma endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio de células claras. CR:
carcinosarcoma.

TUMORES PORTADORES DE MUTACION

TUMOR PTEN TP53 CDKN2A CDH1 PPP2RIA | ARIDIA | PIK3CA | CTNNB1 KRAS BRAF EGFR hMLH1 hMSH2 hMSH6

Tipo 1 38 8 1 0 3 30 13 11 13 1 0 1 0 0
(60.32%) | (12.70%) | (1.59%) (0.00%) (4.76%) (47.62%) | (20.63%) | (17.46%) | (20.63%) | (1.59%) (0.00%) (1.59%) (0.00%) | (0.00%)

Tipo 2 6 10 0 0 4 7 2 2 1 0 0 1 0 0
(26.09%) | (43.48%) | (0.00%) (0.00%) (17.39%) (30.43%) | (8.69%) (8.69%) (4.35%) (0.00%) (0.00%) (4.35%) (0.00%) | (0.00%)

Grado 1 18 3 0 0 1 11 8 8 4 1 0 1 0 0
(58.06%) | (9.68%) (0.00%) (0.00%) (3.23%) (35.48%) | (25.81%) | (25.81%) | (12.90%) | (3.23%) (0.00%) (3.23%) (0.00%) | (0.00%)

Grado 2 14 3 0 0 1 14 2 3 5 0 0 0 0 0
(58.33%) | (12.50%) | (0.00%) (0.00%) (4.17%) (58.33%) | (8.33%) | (12.50%) | (20.83%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (0.00%)

Grado 3 12 12 1 0 5 12 5 2 5 0 0 1 0 0
(38.71%) | (38.71%) | (3.23%) (0.00%) (16.13%) (38.71%) | (16.13%) | (6.45%) | (16.13%) | (0.00%) (0.00%) (3.23%) (0.00%) | (0.00%)

£1 18 3 0 0 1 11 8 8 4 1 0 1 0 0
(58.06%) | (9.68%) (0.00%) (0.00%) (3.23%) (35.48%) | (25.81%) | (25.81%) | (12.90%) | (3.23%) (0.00%) (3.23%) (0.00%) | (0.00%)

£2 14 3 0 0 1 14 2 3 5 0 0 0 0 0
(58.33%) | (12.50%) | (0.00%) (0.00%) (4.17%) (58.33%) | (8.33%) | (12.50%) | (20.83%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (0.00%)

£3 6 2 1 0 1 5 3 0 4 0 0 0 0 0
(75.00%) | (25.00%) | (12.50%) | (0.00%) (12.50%) (62.50%) | (37.50%) | (0.00%) | (50.00%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (0.00%)

Serosos 0 4 0 0 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0
(0.00%) | (50.00%) | (0.00%) (0.00%) (50.00%) (0.00%) (0.00%) | (12.50%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (0.00%)

cc 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
e (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (100.0%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (100.0%) | (0.00%) | (0.00%)

Mixtos 1 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0
(50.00%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (100.0%) | (0.00%) (0.00%) | (50.00%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (0.00%)

R 5 6 0 0 0 4 2 1 0 0 0 0 0 0
(41.67%) | (50.00%) | (0.00%) (0.00%) (0.00%) (33.33%) | (16.67%) | (8.33%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) | (0.00%)

Podemos apreciar

como algunos genes aparecen frecuentemente mutados en

determinados tipos de tumor, como es el caso del gen PTEN en los carcinomas
endometrioides (60.32%%) y especialmente en los carcinomas endometrioides grado 3
(75%). Por el contrario, el resto de carcinomas de alto grado apenas presentan PTEN
alterado. El estudio del gen TP53, muestra una mayor incidencia de mutaciones en los

carcinomas no endometrioides (43.48%), observdndose un aumento con el grado del
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tumor. El gen PPP2R1A se asocia principalmente a carcinomas tipo seroso (50%) y se
muestra mutado, aunque en un menor porcentaje, en los tumores tipo endometrioide
(4.76%). Por otra parte, ARID1A, aunque se ha descrito como un gen mutado
principalmente en los carcinomas endometrioides, nosotros o hemos encontrado mutado
con elevada frecuencia tanto en los carcinomas endometrioides (47.62%) como en los no
endometrioides (30.43%). No muestra asociacion con los carcinomas tipo seroso (0%)
pero si aparece mutado en el resto de tumores de grado 3. El gen PIK3CA presenta
menos mutaciones que el gen PTEN en los carcinomas endometrioides (20.63% vs
60.32%%) asociandose principalmente con los tumores de mayor grado. Finalmente, los
genes CTNNB1 y KRAS se encuentran mutados en un bajo porcentaje de tumores y se
observa una leve asociacién con los tipo endometrioides. EI gen hMLH1, al hallarse
solamente alterado en dos tumores de los estudiados, resulta dificil su asociacién con
alguno de los subtipos tumorales. Ocurre lo mismo con el gen CDKN2A que tan sélo
aparecio alterado en un carcinoma endometrioide de grado 3. Los genes CDH1, EGFR,
hMSH2 y hMSH6 no presentaron mutaciones patogénicas en ninguno de los tumores

estudiados.

Ademas, se observé que el porcentaje de tumores que presentaba 0, 1, 2 y 3 0 mas
mutaciones en el mismo o en diferentes genes variaba dependiendo del subtipo de tumor
(figura 94 y tabla 47):

100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% | 40%
20% 20%
0% 0% ; . .
Tipo1l Tipo2 o o &
100%
80%
60% ®3 0 mas
40%
20% 2
0% 1
"0

Figura 94: Representacion gréafica del porcentaje de tumores con presencia de 0, 1, 2 y 3 0 mas
mutaciones en cada tipo de tumor segun clasificacién clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo
2 o no endometrioides), grado (grado 1, 2 y 3) y subtipo histolégico (endometrioides grado 1,
endometrioides grado 2, endometrioides grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas).
E1l: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma
endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio de células claras. CR: carcinosarcoma.
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Tabla 47: Porcentaje de tumores con presencia de 0, 1, 2y 3 o0 mas mutaciones en cada tipo de tumor
segun clasificacién clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no endometrioides), grado
(grado 1, 2 y 3) y subtipo histolégico (endometrioides grado 1, endometrioides grado 2, endometrioides
grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas). E1: carcinoma endometrioide grado 1. E2:
carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio

de células claras. CR: carcinosarcoma.

aciones 0 1 2 36 mas
Tumor

Tipo 1 6 (9.52%) | 17 (26.98%) | 26 (41.27%) | 14 (22.22%)
Tipo 2 5(21.74%) | 9 (39.13%) 6 (26.09%) 3 (13.04%)
Grado 1 4 (12.90%) | 9(29.03%) | 11 (35.48%) | 7 (22.58%)
Grado 2 2 (8.33%) 7 (29.17%) | 11 (45.83%) | 4 (16.67%)
Grado 3 5(16.13%) | 10 (32.26%) | 10 (32.26%) | 6 (19.35%)
El 4 (12.90%) | 9 (29.03%) | 11 (35.48%) | 7 (22.58%)
E2 2 (8.33%) 7 (29.17%) | 11 (45.83%) | 4 (16.67%)
E3 0 (0.00%) 1 (12.50%) 4 (50.0%) 3 (37.50%)
Serosos 2 (25.00%) | 3 (37.50%) 3 (37.50%) 0 (0.00%)
C.C. 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (100.00%) 0 (0.00%)
Mixtos 0 (0.00%) 1 (50.00%) 0 (0.00%) 1 (50.00%)
CR 2 (16.67%) | 5 (41.67%) 3 (25.00%) 2 (16.67%)

Los carcinomas endometrioides muestran mayor porcentaje de tumores con elevado
numero de mutaciones que los carcinomas no endometrioides (22.22% vs 13.04%). Al
realizar la comparacion por grados histolégicos no encontramos una relacion entre el
grado y el numero de mutaciones por tumor, dandose el caso incluso, de que los tumores
grado 1 presenten un porcentaje de tumores con tres 0 mas mutaciones superior al de los
grado 2 y grado 3 (22.58% vs 16.67% y 19.35% respectivamente).

La segmentacion por subtipos histolégicos permiti6 definir diferencias entre los
endometrioides grado 1, grado 2 y grado 3. Cabria esperar que el porcentaje de tumores
endometrioides con mas mutaciones aumentase con el grado, sin embargo, los
carcinomas endometrioides grado 2 muestran un menor porcentaje de tumores con 3 o
mas mutaciones que los endometrioides grado 1 y 3 (16.67% vs 22.58% y 19.35%
respectivamente). Por el contrario, se observa una disminucién en el porcentaje de casos
no mutados: 12.90% en los endometrioides grado 1, 8.33% en los endometrioides grado 2

y 0% en los endometrioides grado 3.

Los carcinomas de endometrio tipo seroso, aun tratdndose de un tumor de alto grado, no
muestran un elevado niamero de mutaciones. Un 25% de los tumores no se encuentra
mutado mientras que un 37.5% de los restantes presentan tan sélo una mutacién y el otro
37.5%, dos mutaciones. En los carcinosarcomas lo mas frecuente es presentar tan solo
una mutacién (41.67%) pero a diferencia de los serosos si encontramos tumores que

muestran tres 0 mas mutaciones en un porcentaje de aproximadamente del 17%.

Finalmente, de los dos carcinomas mixtos, uno de ellos presentaba una mutacion (caso
66) y el otro, 4 alteraciones (caso 23). El Unico carcinoma de células claras que

analizamos (caso 30) mostré dos mutaciones.
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1
3
15
16
17
21
23
25
37
40
41
42
43
44
45
49
50
52
53
54
55
65
68
69
70
79
80
86
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2. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES (MSI)

La inestabilidad de microsatélites pudo ser estudiada en aquellos pacientes de los cuales
poseiamos muestra de tumor y de sangre periférica. En total fueron analizados 28 casos
de los cuales 10 eran tipo endometrioide grado 1, 10 endometrioides grado 2, 2
endometrioides grado 3, 3 tipo seroso, 1 mixto y 2 carcinosarcomas. Se consideré
existencia de estabilidad de microsatélites cuando ninguno de los marcadores fue
inestable, inestabilidad de bajo grado cuando 1 6 2 marcadores de los 8 fueron inestables
e inestabilidad de alto grado cuando 3 o mas marcadores aparecieron inestables. Los

resultados obtenidos se observan a continuacion (tablas 48 y 49):

Tabla 48: Resultados obtenidos en el estudio de inestabilidad de microsatélites en 28 casos de

carcinoma de endometrio. E: Estable; I: Inestable; MSS: Estabilidad de microsatélites; MSI-L:
Inestabilidad de microsatélites de bajo grado; MSI-H: Inestabilidad de microsatélites de alto grado.
TOTAL
BAT25 BAT26 D5S346 D2S123 D17S250 BAT40 PAX6 MYCL1 INESTABLES
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Por tanto, de los 28 casos, 9 presentaron estabilidad de microsatélites (32.14%) y 19
inestabilidad (67.86%). De los 19 con inestabilidad de microsatélites, 7 mostraron
inestabilidad de bajo grado y 12 inestabilidad de alto grado. El marcador que se presentd
mas inestable fue D17S250 (11 casos, 39.29%) y el que apareci6 inestable en un menor

numero de muestras BAT40 (6 casos, 21.43%).
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Tabla 49: Porcentaje de tumores con estabilidad de microsatélites (MSS) e inestabilidad de
microsatélites (MSI) de alto y bajo grado (MSI-H y MSI-L respectivamenteen cada tipo de tumor segun
clasificacién clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o0 no endometrioides), grado (grado 1, 2
y 3) y subtipo histolégico (endometrioides grado 1, endometrioides grado 2, endometrioides grado 3,
serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas). E1l: carcinoma endometrioide grado 1. E2:
carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio
de células claras. CR: carcinosarcoma.

MSI
Tipo tumor MSS MSI MSI-L MSI-H
Tipo 1 7 (31.82%) | 15 (68.18%) | 6 (27.27%) 9 (40.91%)
Tipo 2 2(33.33%) @ 4 (66.67%) | 1(16.67%) 3 (50.00%)

Grado 1 3(30.00%) | 7 (70.00%) | 3(30.00%) 4 (40.00%)
Grado 2 4 (40.00%) = 6 (60.00%) | 2 (20.00%) 4 (40.00%)
Grado 3 2 (25.00%) @ 6 (75.00%) | 2 (25.00%) 4 (50.00%)

El 3(30.00%) | 7(70.00%) | 3(30.00%) 4 (40.00%)
E2 4 (40.00%) = 6 (60.00%) | 2 (20.00%) 4 (40.00%)
E3 0(0.00%) | 2(100.00%) | 1(50.00%) | 1 (50.00%)

Serosos 1(33.33%) @ 2(66.67%) | 1(33.33%) 1 (33.33%)

Mixtos 0(0.00%) | 1(100.00%) | 0 (0.00%) | 1 (100.00%)
CR 1(50.00%) | 1(50.00%) | 0(0.00%) | 1 (50.00%)

Los tumores tipo 1 o endometrioides presentan una incidencia de inestabilidad similar a
los tipo 2 0 no endometrioides. Sin embargo, dentro de la inestabilidad, los carcinomas no
endometrioides muestran un mayor nimero de marcadores inestables, siendo mas
frecuente la inestabilidad de alto grado en este grupo que en el de los endometrioides
(50.00% vs 40.91% respectivamente).

Los tumores de grado 2 resultan algo mas estables con respecto a los grado 1 y grado 3
(40% vs 30% y 25%) y los tumores grado 3 son los que presentan una mayor inestabilidad
(75%). Este dato es corroborado al realizar el desglose por subtipos histoldgicos en el que
se observa que el 100% de los tumores endometrioides grado 3 y de los carcinomas
mixtos, el 66.67% de los serosos y el 50.00% de los carcinosarcomas estudiados muestra
inestabilidad de microsatélites. Por tanto, parece que la inestabilidad de microsatélites se
correlaciona con el grado del tumor. No obstante, seria conveniente el estudio de una

muestra mas amplia para poder obtener unos resultados determinantes.
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3. EsTuDIO DE OTRAS ALTERACIONES EN EL MECANISMO DE

REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS (MMR)

En ocasiones, la pérdida de expresion de las proteinas implicadas en el mecanismo de
reparacién de emparejamientos erréneos, 0 su incorrecto funcionamiento, pueden ser
consecuencia de la aparicion de amplificaciones o deleciones de grandes fragmentos
cromosomicos y la metilacion de los promotores de los genes.

3.1 ANALISIS DE GRANDES REORDENAMIENTOS CROMOSOMICOS

EN LOS GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSH6

El estudio de grandes reordenamientos en los genes hMLH1 y hMSH2 se realiz6,
inicialmente, en los casos 1 a 41 independientemente de las caracteristicas
inmunohistoquimicas. Posteriormente, se decidié analizar tan sélo aquellas muestras con
inmunohistoquimica negativa y ausencia de mutaciones patogénicas en los genes por lo
que analizamos los casos 44, 45, 48, 55, 64, 67, 71, 75, 78, 82 y 84.

El andlisis de grandes reordenamientos en el gen hMSH®6 se realiz6 en el caso 76, Unico
con inmunohistoquimica negativa para la proteina hMSH6 y sin mutaciones puntuales

presentes en el gen.

De los 42 casos estudiados inicalmente, 4 (8, 14, 16 y 24) presentaron amplificaciones o
deleciones en los genes hMLH1 y/o hMSH2. Los casos 8 y 16 mostraron una amplificacién
y una delecion del gen hMLH1 respectivamente mientras que el caso 14 contenia una
amplificacién de los exones 8, 9 y 10 del gen hMSH2 y el 24 del gen hMSH2 completo. En
la muestra 16 se comprobd que la delecién no se encontraba en el DNA procedente de la

sangre periférica (figuras 95A, B, C, D y E)*"*.
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| A) MUESTRA TUMORAL 8 |

B) MUESTRA TUMORAL 14

C) MUESTRA TUMORAL 16

| D) MUESTRA GERMINAL 16 |

| E) MUESTRA TUMORAL 24 ‘

Figura 95: Gréficas con los resultados de las normalizaciones de los electroferogramas de los casos 8 (A), 14
(B), 16 (C: muestra tumoral y D: muestra germinal) y 24 (E) obtenidas en el estudio de los genes hMLH1 y
hMSH2 mediante MLPA. Las barras naranjas corresponden a los valores de los controles, las barras azul
oscuro a los valores del gen hMLH1 y las barras azul claro a los valores del gen hMSH2. En el caso 8 se
destaca la amplificacién del control 3 correspondiente a la region cromosémica 3p22.

En la muestra nimero 8 se observd ademdas de la amplificacion del gen hMLH1
completo, una amplificacion del control 3 del kit comercial de MLPA utilizado
correspondiente a la region cromosOmica 3p22, la misma donde se localiza el gen hMLH1
(figura 95a). Esto pudiera estar sugiriéndonos que se trata de una amplificacién no
limitada sélo al gen hMLH1, sino del cromosoma 3 completo o de parte de él. Este caso
ademas de la amplificacion completa, también presentaba una mutacion patogénica en el

gen hMLH1 (c.1852_1853AA>GC).

La técnica del MLPA requiere una confirmacion mediante PCR cuantitativa y por ello
realizamos las comprobaciones de dichos hallazgos utilizando como control una muestra
de DNA procedente de la sangre periférica de una persona sana. Realizamos las
amplificaciones de los exones 3 y 10 del gen hMLH1 en los tumores 8 y 16 (muestra
tumoral y muestra procedente de la sangre periférica) y de los exones 8 y 11 del gen
hMSH2 en los tumores 14 y 24 confirmando las alteraciones detectadas por MLPA. En las

figuras 96A, B, C y D se muestran las amplificaciones realizadas en los tumores 16 y 14.
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A) | hMLH1ex3 B hMLH1 ex10
! |
Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
tumoral 16  germina  control tumoral 16  germina  control
16 16
| hMSH2 ex8 D) hMSH2 ex11

C)

Muestra

tumoral 14

Figura 96: Gréficas donde se muestra en el eje de abscisas las muestras analizadas mediante PCR cuantitativa
relativa y en el eje de ordenadas la cuantificacién relativa (RQ) de los exones 3y 10 del gen hMLH1 (Ay B); y 8
y 11 de hMSH2 (C y D). Los valores de RQ=1+0.2 corresponden al control empleado y a muestras donde no hay
pérdidas o ganancias genéticas. Los valores de RQ=0.5+0.2 corresponden a muestras con pérdida genética y
los valores de RQ=1.5+0.2 a muestras con ganancia genética. También se muestran las barras de desviacion

estandar en cada caso.

Ninguno de los casos que presentaron inmunohistoquimicas negativas y ausencia de

Muestra
control

tumoral 14

Muestra
control

Muestra

mutaciones en hMLH1 mostré reordenamientos en los genes hMLH1 y hMSH2 (tabla 50).

Tabla 50: Alteraciones cromosdmicas detectadas en el estudio de grandes reordenamientos mediante

MLPA en los genes hMLH1 y hMSH2.

Caso Gen Alteraciéon Regidn

8 hMLH1 | Amplificacién | Gen completo
14 | hMSH2 | Amplificacion | Exones 8, 9y 10
16 hMLH1 Delecién Gen completo
24 | hMSH2 | Amplificacién | Gen completo
44 Ninguna

45 Ninguna

48 Ninguna

55 Ninguna

64 Ninguna

67 Ninguna

71 Ninguna

75 Ninguna

78 Ninguna

82 Ninguna

84 Ninguna

El estudio del gen hMSH6 mediante MLPA en el tumor 76 mostré la delecién del exén 1

del gen hMSH6 y la delecién del exon 1 del gen hMLH1 (figura 97, tabla 51).
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24 MUESTRA TUMORAL 76 hMSH6 |
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MSH6 E6
MYH E4
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MYH E5A
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Figura 97: Gréfica con los resultados de la normalizacién del electroferograma del caso 76 obtenida en el
estudio del gen hMSH6 mediante MLPA. Las barras naranjas corresponden a los valores de los controles y las
barras azul claro a los valores del gen hMSH6. Las barras rojas corresponden alos valores (alterados) del exén
1 de los genes hMSH6 y hMLH1.

Tabla 51: Posibles alteraciones cromosémicas detectadas a partir del estudio de grandes
reordenamientos en el gen hMSH6 mediante MLPA.
Caso Gen Alteracién Regidn

76 | hMSH6? | hMLH1? | Delecién? | Delecién? | Exén 1? | Exén 1?

Comprobamos mediante PCR cuantitativa si el exébn 1 de hMSH6 estaba realmente

delecionado observando que existe una delecion (figura 98).

Figura 98: Resultado de la PCR cuantitativa realizada para la amplificacion del exén 1 del gen hMSH®6 en la
muestra 76. A la muestra control se le asigné el valor RQ=1. Se muestran las barras de desviacién estandar en
cada caso.

La alteracién observada en el exon 1 del gen hMLH1, fue estudiada mediante MLPA
comprobando que no existia delecion ni amplificacién de los genes hMLH1 y hMSH2
(figura 99).
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| MUESTRA TUMORAL 76 hMLH1/hMsH2 |

oo

b}
-
T
]
=

c

MLH1 ES
C

MSH2 E9

MSH2 E1A
MLH1 E2
MSH2 E2
MLH1 E3
MSH2 E3
MLH1 E4
MSH2 E4

MSH2 E1B
MSH2 E5

MSH2 E1C
MLH1 E6
MSH2 E6
MLH1 E7
MSH2 E7
MLH1 E8
MSH2 E8
MLH1 E9

Figura 99: Grafica con los resultados de la normalizacién del electroferograma del caso 76 obtenida en el
estudio de los genes hMLH1 y hMSH2 mediante MLPA. Las barras naranjas corresponden a los valores de los
controles, las barras azul oscuro a los valores del gen hMLH1 y las barras azul claro a los valores del gen
hMSH2.

3.2 ESTUDIO DEL ESTADO DE LA METILACION DE LOS PROMOTORES
DE LoS GENES HMLH1, HMSH2 Y HMSH6

El andlisis del estado de la metilacién de la region promotora de los genes relacionados con la
magquinaria de MMR (hMLH1, hMSH2 y hMSH®6) se realizé en los 86 tumores (anexo 4).

42 tumores (48.84%) presentaron metilado al menos uno de los tres genes estudiados. De
ellos, 9 casos (10.47%) mostraron metilados los tres genes; 12 tumores (13.95%) presentaron
metilados dos de los genes: 7 hMLH1 y hMLH2, 5 hMLH1 y hMSH6 y ninguno hMSH2 y
hMSH6 al mismo tiempo; y 21 casos (24.42%) presentaron uno de los tres genes metilados: 9
(10.47%) hMLH1, ninguno (0%) hMLH2 y 12 (13.95%) hMSH6. Destacar, por tanto, que
hMSH2 apenas mostré metilacion y que siempre que lo hizo fue acompafiado de alguno de los

otros dos genes metilados. Lo mas frecuente fue encontrar inicamente hMSH6 metilado.

En general, hMLH1 aparecié metilado en 33 casos (38.37%) de los cuales 12 mostraban
parametros de metilacion superiores al resto de muestras también metiladas; hMSH2 en 13
(15.12%), de los cuales 7 mostraron una metilacion elevada; y hMSH6 en 26 (30.23%), de los
cuales también en 7 también se observé pardmetros de metilacion superiores al del resto de

tumores.

También analizamos el estado de metilacion de los promotores de los genes implicados
en el mecanismo de reparacion de emparejamientos erréneos en funcion de las
caracteristicas clinico-patoldégicas e histolégicas de los tumores. La presencia de
metilaciéon en uno de los genes no excluye el presentar alguno de los otros dos o, incluso
ambos, también alterados. Por ello, el porcentaje total de tumores de cada subgrupo no
corresponde al 100% (tabla 52).
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Tabla 52: Porcentaje de tumores con presencia y ausencia de metilacién en los genes hMLH1, hMSH2 y
hMSH6 en cada tipo de tumor segln clasificacion clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o
no endometrioides), grado (grado 1, 2 y 3) y subtipo histolégico (endometrioides grado 1,
endometrioides grado 2, endometrioides grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas).

E1l: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma
endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio de células claras. CR: carcinosarcoma.
Tipo"tic'm No metilado | Metilado | Met. hAMLH1 | Met. hAMSH2 | Met. hMSH6
Tipo 1 28 (44.44%) | 35 (55.56%) | 28 (44.44%) | 10 (15.87%) | 18 (19.05%)
Tipo 2 14 (60.87%) 9 (39.13%) 5 (21.74%) 3 (13.04%) 8 (34.88%)
Grado 1 14 (45.16%) | 17 (54.84%) | 11 (35.48%) 5 (16.13%) 9 (29.03%)
Grado 2 12 (50.00%) | 12 (50.00%) | 12 (50.00%) 5 (20.83%) 7 (26.17%)
Grado 3 17 (54.84%) | 14 (45.16%) | 10 (32.26%) 3 (9.68%) 10 (32.26%)
El 14 (45.16%) | 17 (54.84%) | 11 (35.48%) 5 (16.13%) 9 (29.03%)
E2 12 (50.00%) | 12 (50.00%) | 12 (50.00%) 5 (20.83%) 7 (26.17%)
E3 3 (37.50%) 5 (62.50%) 5 (62.50%) 0 (0.00%) 2 (25.00%)
Serosos 5 (62.50%) 3 (37.50%) 2 (25.00%) 1 (12.50%) 3 (37.50%)
C.C. 1 (100.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)
Mixtos 2 (100.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)
CR 6 (50.00%) 6 (50.00%) 3 (25.00%) 2 (16.67%) 5 (41.67%)

Los carcinomas endometrioides mostraron un mayor grado de metilacién de los genes
implicados en el mecanismo MMR que los carcinomas no endometrioides. En este
segundo grupo, mas de la mitad de los tumores no mostraron metilados ninguno de los
En gen mas
frecuentemente metilado fue hMLH1 (44.44%) seguido de hMSH6 (19.05%) y hMSH2

tres genes analizados (60.87%). los carcinomas endometrioides el
(15.87%). En los no endometrioides sin embargo, el gen que aparece metilado en un
mayor nimero de tumores es hMSH6 (34.88%), seguido de hMLH1 (21.72%) y hMSH2
(13.04%).

Sin embargo, al analizar la metilaciéon en funcion de los grados histolégicos observamos
que aproximadamente el mismo porcentaje de tumores presentaba ausencia de metilacion
en los tres genes analizados. En los carcinomas de endometrio grado 1 y 2 el gen mas
comunmente metilado fue hMLH1 destacando, por ejemplo, que en los carcinomas de
endometrio grado 2 estaba presente en un 50% de los tumores. El porcentaje de tumores
de grado 3 que mostraron hMLH1 y hMSH6 metilados fue similar (32.26%). hMSH2 fue el
gen menos metilado en este grupo (9.68%) encontrandose metilado sélo en los

carcinomas tipo seroso y carcinosarcomas.

Sefalar por ultimo que ninguno de los dos carcinomas mixtos estudiados ni el carcinoma

de células claras presentaron metilacion en ninguno de los genes MMR.

Al segmentar por grupos segun las caracteristicas clinico-patolégicas e histoldgicas
observamos diferencias en el nimero de tumores en los que ninguno de los tres genes
reparadores aparecia metilado y aquellos con 1, 2 y 3 de ellos metilados (figuras 100, 101
y 102).
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Tipo 1 o Endometrioides Tipo 2 o No endometrioides

=0 met
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Figura 100: Porcentaje de tumores con 1, 2, 3 o ninguno de los genes MMR metilados en cada tipo de
tumor segun clasificacion clinico-patolégica.

Los carcinomas endometrioides presentan un mayor nimero de tumores metilados
aungue la mayoria muestran metilacion en sélo uno de los tres genes MMR (31.75%). El
porcentaje de tumores con dos de los genes reparadores metilados es mayor en los
carcinomas endometrioides. Por el contrario, los porcentajes de casos que presentan
metilacidn en los tres genes son similares para ambos grupos, aunque algo mas elevado

en los carcinomas no endometrioides (9.52% vs 13.04%).

Grado 1 Grado 2

8,33%

Grado 3

9,68%

=0 met
=1 met
"2 met

=3 met

Figura 101: Porcentaje de tumores con 1, 2, 3 0 ninguno de los genes MMR metilados en cada grado
tumoral segln clasificacién histolégica.

Los tres grados histolégicos presentaron porcentajes de metilacién similares. Tan sélo se
observaron pequefias diferencias en el porcentaje de tumores con uno de los genes
reparadores, menor en el grupo de los carcinomas de endometrio de grado 3 (9.68%), y
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en el porcentaje de casos con los tres genes MMR metilados, que fue mayor en los

carcinomas de grado 1 (12.90%).

Endometrioides grado 1 Endometrioides grado 2 Endometrioides grado 3

12,90% 8,33%

Serosos Células claras Mixtos

12,50%

Carcinosarcomas

=0 met
=1 met
"2 met

=3 met

Figura 102: Porcentaje de tumores con 1, 2, 3 0 ninguno de los genes MMR metilados en cada subtipo de
tumor segun clasificacion histolégica.

Los grupos de los carcinomas endometrioides grado 3, carcinomas mixtos y carcinomas
de células claras no mostraron tumores con metilacion en los tres genes reparadores.
Ademas los carcinomas endometrioides grado 3 presentaron el mismo nimero de casos
no metilados que de casos con uno de los genes metilados (37.50%). El grupo de los
carcinomas serosos fue el subtipo histolégico que presenté un mayor nimero de muestras
con ausencia de metilaciéon en los tres genes (62.50%) y el grupo de los carcinosarcomas

el que consté de un mayor nimero de casos con los tres genes metilados (16.67%).
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4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS HISTONAS DESACETILASAS

(HDAC)1,2Y3

El estudio de la expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDACS se realiz6 en los

86 tumores y en las cuatro lineas celulares descritas anteriormente.

Las tres proteinas presentaron una expresion homogénea en las cuatro lineas celulares
lo cual concuerda con el hecho de que ninguna de ellas presente alteraciones en los
genes que codifican las tres histonas desacetilasas, aunque esta descrito que AN3CA y
SKUT1 presentan la mutacion p.K9fsX22 en heterocigosis en la region microsatélite A, de
HDAC2""? (figura 103).

HpAc 2 —> [N 55 kDa
Hpac3 —> [N 49 kDa

B-actina —> _ 53 kDa

Figura 103: Western blot con inmunodeteccién de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en cuatro lineas
celulares de carcinoma endometrial (HEC1B, AN3CA, KLE y SKUT1). La detecci6on de proteina B-actina
corresponde al control de carga.

Al tener tamafios muy parecidos, los ensayos de Western blot se realizaron por separado

para la deteccion de cada histona.

En la tabla 53 se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de Western blot
para las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en cada uno de los casos.

En los casos 2, 3, 6 y 13 no se observé expresion de las HDACs, pero tampoco de la B-
actina, lo que sugiere que habia surgido algin problema con los extractos proteicos bien
por cuestiones de cantidad, de calidad o de una mala manipulacion de los mismos. De los
82 casos restantes en los de los que si dispusimos de extracto proteico, 32 (39.02%)
presentaron ausencia de expresion de al menos una de las HDACs. So6lo 3 casos (3.66%)
mostraron pérdida de expresion de las tres HDACs; 16 tumores, pérdida de expresion de
dos de las HDACs (19.51%): 7 las HDAC1 y HDAC?2, 4 las HDAC2 y HDACS3, 5 las HDAC1
y HDACS3; y en 13 tumores, sélo existi6 ausencia de expresion de una de las proteinas: 1
tumor (1.22%) no expresé la HDAC1, 12 casos (14.63%) la HDAC2 y en ninguno (0%) se

dio la situacion de que sélo existiese ausencia de expresion de la proteina HDAC3.

Finalmente, debemos destacar que en 16 tumores (19.51%) no se detectd expresiéon de la
proteina HDAC1, en 26 (31.71%) no se detectd expresion de la proteina HDAC2 y en 12
(14.63%) no se detectd expresion de la proteina HDACS3.
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Tabla 53: Resultados del andlisis de expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en los 86 carcinomas
endometriales incluidos en nuestro estudio.

Caso Expresion Expresion Expresion Caso Expresion Expresion Expresién
HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC1 HDAC2 HDAC3

1 No No No 44 Si Si Si

2 ND ND ND 45 Si Si Si

3 ND ND ND 46 Si Si Si
4 Si Si Si 47 No No Si

5 Si Si Si 48 Si Si Si

6 ND ND ND 49 No No Si

7 Si Si Si 50 No No Si

8 Si No No 51 Si Si Si

9 Si Si Si 52 Si No Si
10 Si Si Si 53 Si Si Si
11 No Si No 54 Si No Si
12 No Si No 55 Si Si Si
13 ND ND ND 56 Si Si Si
14 No Si No 57 Si No Si
15 Si Si Si 58 Si No Si
16 Si Si Si 59 Si Si Si
17 Si No No 60 Si No Si
18 No No No 61 Si Si Si
19 No Si No 62 Si Si Si
20 Si Si Si 63 No No Si
21 Si Si Si 64 Si Si Si
22 Si Si Si 65 Si No Si
23 Si Si Si 66 Si Si Si
24 Si Si Si 67 Si Si Si
25 No Si No 68 Si Si Si
26 Si Si Si 69 Si Si Si
27 Si Si Si 70 Si No Si
28 Si Si Si 71 Si No Si
29 Si Si Si 72 Si Si Si
30 Si No No 73 Si No Si
31 No No Si 74 Si Si Si
32 Si Si Si 75 Si Si Si
33 Si Si Si 76 Si Si Si
34 No No No 77 Si Si Si
35 Si Si Si 78 Si Si Si
36 Si Si Si 79 Si Si Si
37 No Si Si 80 Si No Si
38 Si No Si 81 No No Si
39 Si Si Si 82 Si Si Si
40 No No Si 83 Si Si Si
41 Si Si Si 84 Si No Si
42 Si Si Si 85 Si No No
43 Si Si Si 86 Si No Si
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Tabla 54: Porcentaje de tumores con presencia y ausencia de expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2
y HDAC3 en cada tipo de tumor segun clasificacién clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o
no endometrioides), grado (grado 1, 2 y 3) y subtipo histolégico (endometrioides grado 1,
endometrioides grado 2, endometrioides grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas).

E1l: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma

endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio de células claras. CR: carcinosarcoma.

Tipo rtﬁs'on Todas expresadas | Ausencia de expresion | No HDAC1 No HDAC2 No HDAC3
Tipo 1 40 (63.49%) 23 (36.51%) 10 (15.87%) | 20 (31.74%) | 8 (12.70%)
Tipo 2 13 (56.52%) 10 (43.48%) 6 (26.09%) 7 (30.43%) 4 (17.39%)

Grado 1 19 (61.29%) 12 (38.71%) 7 (22.58%) | 11 (35.48%) | 5 (16.13%)
Grado 2 16 (66.67%) 8 (33.33%) 3 (12.50%) 6 (25.00%) 3 (12.50%)
Grado 3 18 (58.06%) 13 (41.94%) 6 (19.35%) | 10 (32.26%) | 4 (12.90%)
E1l 19 (61.29%) 12 (38.71%) 7 (22.58%) | 11 (35.48%) | 5 (16.13%)
E2 16 (66.67%) 8 (33.33%) 3 (12.50%) 6 (25.00%) 3 (12.50%)
E3 5 (62.50%) 3 (37.5%) 0 (0.00%) 3 (37.50%) 0 (0.00%)
Serosos 4 (50.00%) 4 (50.00%) 3 (37.50%) 2 (25.00%) 2 (25.00%)
C.C. 0 (0.00%) 1 (100.00%) 0 (0.00%) 1 (100.00%) | 1 (100.00%)
Mixtos 2 (100.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)
CR 7 (58.33%) 5 (41.67%) 3 (25.00%) 4 (33.33%) 1 (8.33%)

En los carcinomas endometrioides el porcentaje de tumores que presentaron expresion
de las tres proteinas HDACs fue algo mas elevado que en los carcinomas no
endometrioides (63.49% vs 56.52%). En ambos grupos HDAC2 fue la histona desacetilasa
que mostré mayor ausencia de expresion (31.74% y 30.43%), seguida de HDAC1, que en
los no endometrioides no se expresd en un elevado porcentaje de tumores (26.09%). Al
subdividir los tumores segun el grado histolégico observamos que el grupo de los
carcinomas de endometrio grado 3 presenté un mayor nimero de tumores con ausencia
de al menos una de las proteinas HDAC (41.94%). En los tres grados la histona
desacetilasa HDAC2 mostré mayor ausencia de expresién seguida de HDAC1 y HDACS3.
En el grupo de los carcinomas de endometrio grado 2 HDAC1 y HDAC3 no se expresaron

en el mismo numero de tumores (12.50%) (tabla 54).

Cuando subdivimos nuestros casos segun los subtipos histolégicos, detectamos que el
Unico carcinoma de células claras mostraba ausencia de expresién tanto en HDAC2 como
en HDAC3 y que los dos casos de carcinomas mixtos estudiados presentaban expresién
normal en las tres proteinas. Estos resultados no nos permiten generalizar debido al
pequefio tamafio muestral. Al analizar los carcinomas endometrioides detectamos tres
tumores de grado 3 (casos 38, 52 y 80) que no expresaban la proteina HDAC2. Los 5
tumores endometrioides de grado 3 restantes expresaban las tres histonas desacetilasas.
Los carcinomas serosos mostraron principalmente ausencia de expresion de la proteina
HDAC1 (37.50%). En el subtipo de los carcinosarcomas se hallaron unas caracteristicas
similares a las de los endometrioides aunque con una pequefia disminucion en el

porcentaje de tumores con ausencia de expresién de HDAC3 (8.33%).

Los tumores incluidos en nuestro estudio presentaron, con frecuencia, ausencia de

expresion de mas de una histona desacetilasa. A continuacidn se presenta el porcentaje
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de tumores en los que existi6 expresién de las tres proteinas HDAC y en los que no se

expresaron 1, 2 y 3 de las histonas desacetilasas analizadas (figura 104A, By C).

1)0% 1 4,76% | 130%
90% o — 90%
14,29% 30,43%
80% — 80%
70% — . 70%
mAusencia 3
60% 60%
50% Ausencia 2 50%
40% =Ausencia 1l 40%
30% =Todas expresadas 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%
Tipo 1 Tipo 2 Grado 1 Grado 2 Grado 3

100% -
90% 1 25,00%
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% 6
20% -

10% A

0% -

E1l E2 E3 Serosos C.C. Mixtos CR

Figura 104: Porcentaje de tumores con ausencia de expresion de 0, 1, 2 6 3 proteinas HDACs en cada
tipo de tumor segln clasificacion clinico-patolégica (A: tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no
endometrioides), grado (B: grado 1, 2 y 3) y subtipo histolégico (C: endometrioides grado 1,
endometrioides grado 2, endometrioides grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas).
E1l: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado 2. E3: carcinoma
endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio de células claras. CR: carcinosarcoma.

Al dividir los tumores segun las caracteristicas clinico-patologicas se observo que en el
grupo de los carcinomas no endometrioides lo mas comun era que las tres proteinas
HDAC se expresasen (56.52%). Ninguno de ellos mostré ausencia de expresién de las
tres proteinas al mismo tiempo al contrario que los carcinomas endometrioides, en los

cuales alrededor de un 5% de los tumores no expresaron ninguna de ellas.

Alrededor de un 63% de los carcinomas de grado 1 y 2 expresaban las tres proteinas
incluidas en nuestro estudio. Los carcinomas de endometrio grado 3 mostraron un menor
porcentaje de tumores que expresaban las tres proteinas (58.06%) pero no presentaron
nigan caso en el que no se expresasen ninguna de ellas. Al dividir los tumores segun
subtipos histoldgicos observamos que los carcinomas endometrioides grado 3 sdélo

mostraban ausencia de una (37.50%) o de ninguna de las proteinas HDAC (62.50%).

Por dltimo, el 50% de los carcinomas serosos (porcentaje inferior a los observados en

los otros grupos) expresaron las tres proteinas HDACs y ninguno de ellos mostr6é ausencia
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de expresién de las tres al igual que ocurrié en los carcinosarcomas. El tumor de células
claras incluido en nuestro estudio mostrd ausencia de expresién de dos HDACs y los dos

carcinomas mixtos expresaron las tres proteinas.

5. EsTuDIO DE LA LONGITUD DE TELOMEROS

La longitud de los telobmeros se ha relacionado con diversos estados patoldgicos
incluidos la tumorigénesis. Sin estar claro si se trata de un evento que colabora con la

aparicién del tumor o si es tan sé6lo una consecuencia del proceso, ha sido vinculado a

diversos tipos de canceres humanos®'#3",

La longitud media relativa de cada tumor se observa en el anexo 5. La longitud
telomérica media, la desviacion estandar y los p valores obtenidos al comparar los
tumores de acuerdo con su clasificacion clinico-patologica, grado y subtipo histologico se
muestra en la tabla 55:

Tabla 55: Longitud telomérica media y desviacion estandar (DEVST) en cada tipo de tumor segin
clasificacién clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no endometrioides), grado (grado 1, 2
y 3) y subtipo histolégico (endometrioides grado 1, endometrioides grado 2, endometrioides grado 3,
serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas). p valores resultantes de la comparacién de las
longitudes teloméricas de los componentes de cada uno de las tres clasificaciones. G1: grado 1. G2:
grado 2. G3: grado 3. E1: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado 2. E3:
carcinoma endometrioide grado 3. C.C.. carcinoma de endometrio de células claras. CR:
carcinosarcoma.

Tipo Grado Subtipo
N° | Media | DEVST p N° | Media | DEVST | P N° | Media | DEVST | P

casos valor Casos valor Casos valor
G1 31 1.25 0.56 E1l 31 1.25 0.56
Tipo 1 63 1.23 0.61 G2 24 1.31 0.69 E2 24 1.31 0.69
E3 8 0.90 0.47

0.64 0.84 Serosos 8 1.48 0.67 0.51
G3 31 1.21 0.64 C.C. 1 1.54

Tipo 2 23 1.32 0.66

Mixtos 2 0.97 0.53
CR 12 1.25 0.71

Los carcinomas endometrioides y los carcinomas no endometrioides no presentaron
importantes diferencias en su longitud telomérica (1.32 vs 1.23). Sin embargo, al
subdividirlos segun grado histolégico, los carcinomas de grado 3 presentaron una longitud
de telomeros menor pero tampoco muy diferente de la media observada en los otros dos

grados (1.21 vs 1.25 en grado 1 y 1.31 en grado 2).

Por otra parte, los carcinomas endometrioides de grado 3 y los carcinomas mixtos
mostraron una menor longitud telomérica (0.90 y 0.97 respectivamente) mientras que los
carcinomas tipo seroso y de células claras presentaron la longitud telomérica mas elevada

de todos los grupos (1.48 y 1.54 respectivamente).
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Todas las distribuciones fueron no paramétricas y, por tanto, se aplicé un test de U Mann
Whitney para comparar grupos dos a dos y una Anova de una via para comparar mas de
dos grupos, por ejemplo al comparar los tipos de tumor y los grados. El grupo de tumores
de células claras fue apartado del estudio debido a que estaba compuesto de tan sélo una

muestra.

Al comparar la longitud relativa de los teldmeros segun el tipo de tumor, no se
observaron diferencias significativas (p=0.64) (figura 105A). De igual forma, el p valor
resultado de comparar los tres grados tumorales tampoco resulté ser significativo (p=0.84)
(figura 105B). Al agrupar segun subtipos histolégicos las diferencias no fueron
significativas (p=0.51) pero se observd que los carcinomas mixtos presentaban una

longitud telomérica menor que la del resto de los grupos (figura 105C).

A) )
B

18 18
18 18
14 14
12 12

1 1
08 08
08 08
04 04
02 02

0 0

I Tipo1 oendometrioides T Tipo I I Gr T Grado3 |

C)

18
16
14
12

08
06
0.4
02

= Endometrioides grado 2
I Endometrioides grado 3 “T_ Serosos
I Mixto Carcinosarcomas

Figura 105: Representacion grafica de la longitud telomérica media en cada tipo de tumor segln
clasificacidn clinico-patolégica (A: tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no endometrioides), grado (B:
grado 1, 2 y 3) y subtipo histoldgico (C: endometrioides grado 1, endometrioides grado 2,
endometrioides grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas).

En la tabla 56 se muestran los p valores resultantes al comparar los diferentes
subgrupos. En ella no se incluyen los grupos de los carcinomas endometrioides grado 1y

grado 2 porque son sinénimo de tumores grado 1 y tumores grado 2 respectivamente.
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Tabla 56: p valores resultantes de la comparacion dos a dos de las longitudes teloméricas medias de los
distintos tipos tumorales contenidos en la clasificacién clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y
tipo 2 o no endometrioides) e histolégica seglin grados (grado 1, 2 y 3) y subtipos (endometrioides
grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas). G1: carcinoma grado 1. G2: carcinoma
grado 2. G3: carcinoma grado 3. E3: carcinoma endometrioide grado 3. Mix.: carcinoma mixto. CR:
carcinosarcoma.

Serosos

Nuestros resultados mostraron diferencias significativas entre los carcinomas mixtos y el

resto de grupos.

6. EsTuDIO DE LOS POLIMORFISMOS TERT-1327C>TY TERC-
63G>A

Los polimorfismos -1327C>T y -63G>A se lo localizan en las regiones 5 -UTR de las
subunidades de la telomerasa TERT y TERC respectivamente. Ambos han sido
relacionados con una baja actividad de la telomerasa y, por tanto, con un acortamiento

39939 pecidimos analizar los dos polimorfismos mediante analisis de

telomérico prematuro
genotipado por PCR a tiempo real a fin de estudiar si existe una correlacién entre aquellos
grupos con teldbmeros mas cortos y y la presencia del alelo C en el caso de TERT-

1327C>T o el alelo G en el de TERC-63G>A.

Los resultados del genotipado se muestran en el anexo 5. En la tabla 57 se presentan
las frecuencias de aparicién de cada uno de los genotipos segun tipos, grados y subtipos

tumorales.
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Tabla 57: Distribucion de genotipos de los polimorfismos TERT-1327C>T y TERC-63G>A y los p valores
resultantes de comparar los diferentes tipos tumorales contenidos en la clasificacién clinico-patolégica
(tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no endometrioides), grado (grado 1, 2 y 3) y subtipo histolégico
(endometrioides grado 1, endometrioides grado 2, endometrioides grado 3, serosos, células claras,
mixtos y carcinosarcomas). E1: carcinoma endometrioide grado 1. E2: carcinoma endometrioide grado
2. E3: carcinoma endometrioide grado 3. C.C.: carcinoma de endometrio de células claras. CR:
carcinosarcoma.

; TERT-1327C>T TERC-63G>A
umor
c/C CIT TIT p valor G/IG G/A AlA p valor
Tivo 1 19 37 7 2 18 21
P 30.2% | 58.7% | 11.1% 6.3% | 28.6% | 65.1%
0.027 0.739
Tivo 2 13 6 4 1 5 17
P 56.5% | 26.1% | 17.4 43% | 21.7% | 73.9%
7 20 2 2 9 20
Gradol | 55606 | 64.5% | 12.9% 6.5% | 29.0% | 64.5%
8 15 1 1 5 18
Grado 2 | 3339 | 62.5% | 4.2% | 991 | 429 | 20.8% | 75.0% | 9929
rado 3 17 8 6 2 9 20
54.8% | 25.8% | 19.4% 6.5% | 29.0% | 64.5%
1 7 20 4 2 9 20
22.6% | 64.5% | 12.9% 6.5% | 29.0% | 64.5%
£ 8 15 1 1 5 18
33.3% | 62.5% | 4.2% 4.2% | 20.8% | 75.0%
£3 4 2 2 1 4 3
50.0% | 25.0% | 25.0% 12.5% | 50.0% | 37.5%
2 4 0 1 3 4
Serosos | 5o 00 | 50.0% | 0.0% | %% | 1250 | 37.5% | 50.00 | 0752
c o 1 0 0 0 0 1
“C | 100.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% | 0.0% | 100.0%
. 0 1 1 0 0 2
e 0.0% | 50.0% | 50.0% 0.0% | 0.0% | 100.0%
R 8 1 3 0 2 10
66.7% | 8.3% | 25.0% 0.0% | 16.7% | 83.3%

Se observa que el genotipo C/T del polimorfismo TERT-1327C>T aparece con una
mayor frecuencia en los tumores tipo 1 o endometrioides en comparacion con los tipo 2
(p=0.027). Ademas existen diferencias entre la distribucién de los genotipos segln el
grado (p=0.013) ya que el genotipo C/T es menos frecuente al aumentar el grado del
tumor, a diferencia del genotipo C/C que muestra un comportamiento contrario. Al analizar
el polimorfismo TERC-63G>A no se detectaron diferencias en la distribucién de los

genotipos.

Cuando agrupamos los genotipos que contenian el alelo C del polimorfismo TERT-
1327C>T, no observamos diferencias significativas entre los distintos grupos. Sin embargo

el ser portador del alelo T se asocia con los carcinomas tipo 1 o endometrioides (tabla 58).
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Tabla 58: Distribucion de la agrupacion de genotipos del polimorfismo TERT-1327C>T y los p valores
resultantes de la comparacion dos a dos segun la clasificacion clinico-patolégica (tipo 1 o
endometrioides y tipo 2 0 no endometrioides) e histolégica (grado 1, 2 y 3).

Tumor TERT-1327C>T
C/C+CIT TIT p valor TIT+CIT C/C p valor
Tivo 1 56 7 44 19
P 88.9% | 11.1% 69.8% | 30.2%
0.440 0.025
Tivo 2 19 4 10 13
P 82.6% | 17.4% 43.5% | 56.5%
27 4 24 7
Grado 1 | g719; | 12.9% 77.4% | 22.6%
= L 0.264 = o | 0375
Grado 2 | g5 805 | 420 66.7% | 33.3%
o . 0.094 = = 0.375
Grado 3 | g0 606 | 19.4% 54.8% | 45.2%

Cuando agrupamos los genotipos que contenian el alelo G y los genotipos que contenian
el alelo A en el polimorfismo TERC-63G>A no observamos asociacién con ninguno de los
grupos (tabla 59).

Tabla 59: Distribuciéon de la agrupaciéon de genotipos del polimorfismo TERC-63G>A y los p valores

resultantes de la comparacion dos a dos segln la clasificacion clinico-patolégica (tipo 1 o
endometrioides y tipo 2 0 no endometrioides) e histolégica (grado 1, 2 y 3).

Tumor TERC-63G>A
GIG+AIG A/A p valor A/A+AIG | G/G p valor
: o 41 59 4
Tipol 1 3190 | 65.1% 93.7% | 6.3%
s = 0.439 = a 0.726
Uiz 2 26.1% | 73.9% 95.7% | 4.3%
11 20 29 2
Grado 1 | 5550, | 64.5% 93.5% | 6.5%
- T 0.404 - S 0711
Grado 2 | 55 604 | 75.0% 95.8% | 4.2%
= 55 0.404 - > 0.711
Grado 3
35.5% | 64.5% 935% | 6.5%

No obstante realizamos una comprobacién dos a dos comparando los diferentes tipos y
grados histologicos a fin de estudiar las posibles diferencias entre la frecuencia de
aparicién del alelo C en el caso del polimorfismo en TERT-1327C>T y la frecuencia de

apariciéon del alelo G en el polimorfismo TERC-63G>A.

En el primer caso se destaca la significacién existente entre la frecuencia de aparicién
del alelo C cuando comparamos los carcinomas mixtos con los carcinomas grado 2
(p=0.019) y con los tipo seroso (p=0.035). Esta significacion seguramente sea debida al
reducido numero de muestras contenidas en el grupo de los carcinomas mixtos pero
coincide con la presencia de teldmeros cortos. Sin embargo, el alelo G tan sélo mostro
diferencias en la frecuencia de aparicion cuando se compararon los carcinosarcomas con

los carcinomas endometrioides de grado 3 (p=0.035) (tabla 60).
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Grupos
Tipolvs Tipo 2
Glvs G2vs G3
Subtipos
Elvs E2vs E3
E1+E2vs E3
G1+G2vs G3

TERC-63G>A :
GIG+GIA vs AIA upod _
i -]

Tipo 2

PTEN TP53 CDKN2A PPP2R1A ARID1A PIK3CA CTNNB1 KRAS BRAF hMLH1L

0.005
0.222
0.047
0.662
0.364
0.083
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Tabla 60: p valores resultantes de la comparacion dos a dos de los genotipos que contenian el alelo C
en el polimorfismo TERT-1327C>T y los genotipos que contenian el alelo G en el polimorfismo TERC-
63G>A de los distintos tipos tumorales contenidos en la clasificaciéon clinico-patolégica (tipo 1 o
endometrioides y tipo 2 o no endometrioides) e histolédgica seglin grados (grado 1, 2 y 3) y subtipos
(endometrioides grado 3, serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas). G1: carcinoma grado 1.
G2: carcinoma grado 2. G3: carcinoma grado 3. E3: carcinoma endometrioide grado 3. Mix.: carcinoma
mixto. CR: carcinosarcoma.

TERT-1327C>T

CIC+CIT vs T/T ‘ e i ‘ SEEE0S

Serosos
Mix.
CR

7. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS RESULTADOS

A continuacion analizamos los datos obtenidos mediante tablas de contingencia
comparando los grupos tipo 1 y tipo 2; grado 1, grado 2 y grado 3; y los diferentes
subtipos histolégicos entre si. Dado que el perfil molecular de los carcinomas
endometrioides de grado 3 diferia del de los endometrioides grado 1 y grado 2, al igual
que el perfil de los carcinomas de grado 3 del de los carcinomas de grado 1 y 2,
calculamos también los p-valores resultantes de confrontar los diferentes grupos (tabla
61).

Tabla 61: p valores obtenidos al comparar las frecuencias de aparicion de las diferentes alteraciones
analizadas segun la clasificacion clinico-patolégica (tipo 1 o endometrioides y tipo 2 o no
endometrioides) e histolégica segin grados (grado 1, 2 y 3) y subtipos (endometrioides grado 3,
serosos, células claras, mixtos y carcinosarcomas). G1: carcinoma grado 1. G2: carcinoma grado 2. G3:
carcinoma grado 3. E1l: carcinoma endometrioide grado 1; E2: carcinoma endometrioide grado 2; E3:
carcinoma endometrioide grado 3.

Met. Met. Met. NE
hMLH1 hMSH2 hMSH6 HDAC1

0.002 0.543 0.058 0.154 0.076 0.39%5 0.070 0.543 0.452 0.055 0.746 0.579 0.281
0.009 0.408 0.125 0.197 0.232 0.181 0.732 0.408 0.673 0.576 0.335 0.954 0.629
0.025 0.130 0.025 0.023 0.281 0.666 0.420 0.938 <0.001 0.428 0.744 0.881 0.465
0510 0.030 0.539 0.162 0.128 0.252 0.069 0.592 0.592 0.465 0.252 0.972 0.252
0.263 0.008 0.303 0.367 0.207 0.189 0.028 0.701 0.701 0.271 0.189 0811 0.189
0.002 0.180 0.042 0.544 0.810 0.132 0.977 0.450 0.678 0.381 0.290 0.759 0.893

Obtuvimos significacion en la frecuencia de aparicion de las alteraciones estudiadas en
varias de las comparaciones. Por una parte, el gen PTEN mostré diferencias significativas
al comparar los carcinomas endometrioides con los no endometrioides (p=0.005) asi como
los diferentes subtipos histoldgicos (p=0.047). En el caso del gen TP53, las diferencias
resultaron significativas en todas las comparaciones excepto las realizadas entre los
carcinomas endometrioides. Ambos genes aparecen claramente asociados a

determinados tipos histolégicos con grandes diferencias en la frecuencia de mutaciones
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entre unos y otros. Es por ello que las fue comun observar diferencias significativas en la
mayoria de los casos. CDKN2A tan solo presenté una mutacién en un carcinoma
endometrioide grado 3 y al comparar dicho grupo con los endometrioides grado 1 y grado
2, juntos o separados, se hallaron diferencias significativas como era de esperar. Por otra
parte PPP2R1A mutado con relativa frecuencia en los carcinomas serosos principalmente
mostré diferencias significativas cuando se compararon los diferentes subtipos
histolégicos. ARID1A se asocia principalmente en nuestro trabajo a los carcinomas
endometrioides pero sin mostrar grandes diferencias con respecto a los no
endometrioides. Sin embargo, no aparecié mutado en ninguno de los carcinomas serosos
y si en el de células claras y en los mixtos lo que causa la significacion observada al
comparar los diferentes subtipos histoldgicos. Por otra parte, el gen KRAS ha mostrado
diferencias en la frecuencia de mutabilidad entre los carcinomas endometrioides reflejando
una tendencia a mostrarse mas frecuentemente mutado con el aumento de grado. Por
Gltimo, hMLH1 tan sélo aparecié mutado en un carcinoma endometrioide de grado 1 y en
un carcinoma tipo seroso y la significacion en los resultados obtenidos al comparar los

distintos subgrupos histoldgicos era esperada por este motivo.

Finalmente, realizamos un analisis multivariante utilizando el programa MULTBiplot para
observar como cada una de las alteraciones estudiadas se asocia a los diferentes grados
y subtipos tumorales (figuras 106 y 107). En el caso de la clasificacién clinico-patoldgica,
no pudimos realizar el estudio ya que necesitdbamos tener mas de dos variables para el

andlisis y en nuestro caso s6lo contabamos con dos grupos: tipo 1y tipo 2.
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Figura 106: Biplot obtenido al comparar los diferentes grados histolégicos.
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Figura 107: Biplot obtenido al comparar los diferentes subtipos histolégicos.

Los anélisis multivariantes mediante el programa MULTBIiplot se suelen utilizar como
métodos de screening inicial para discriminar el estudio de aquellas variables/alteraciones

no relacionadas con nuestros subgrupos.

Nosotros lo realizamos a modo de representacion grafica para corroborar los resultados
obtenidos mediante tablas de contingencia. Eliminamos aquellas variables que no se
encontraban representadas en ninguno de los subgrupos: mutaciones en CDH1, EGFR,
hMSH2 y hMSHS6. El grupo de carcinomas de endometrio de células claras fue eliminado
por el propio programa ya que detect6 un bajo nimero de tumores que lo conformaban (en

realidad sélo contamos con un caso).

En la clasificacion por grados histolégicos, el Biplot nos sefiala una posible relacién entre
los tumores grado 2 y mutaciones en PTEN, metilacién del gen hMLH1 y la ausencia de
expresion de HDAC2 mientras que los grado 3 parecen verse asociados con mutaciones
en TP53. En el caso de los grado 1 no parece haber asociacién con ninguna de las
alteraciones en particular. Destacar que existe una tendencia a agrupar los tumores de
grado 1 y grado 2 mientras que ambos grupos se muestran apartados de los grado 3, lo
cual tiene légica teniendo en cuenta que los carcinomas de bajo grado y alto grado

manifiestan diferencias evidentes en sus caracteristicas moleculares

El Biplot obtenido de la comparacién entre subtipos nos proporciona una informacién
mas segmentada de tal forma que asocia los carcinomas endometrioides grado 1 y los
carcinosarcomas con la ausencia de expresion de HDAC2, los endometrioides grado 2 con
mutaciones en el gen PTEN y metilacion en el promotor de hMLH1 y los endometrioides
grado 3 con mutaciones en ARID1A. Ademas, los serosos parecen mostrar una fuerte
asociacion con mutaciones en TP53 y en menor grado con la metilacion de hMSH6 y

ausencia de expresion de HDAC1. Los mixtos no aparecen asociados con ninguna de las
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alteraciones aunque seria conveniente aumentar el tamafio de la muestra para poder

obtener resultados concluyentes.
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El carcinoma de endometrio es el tumor ginecolégico mas frecuente en los paises
industrializados con una tasa de incidencia del 5.8%. Aunque un 95% de los casos es de
origen esporadico, el 2-5% restante es de tipo hereditario®; en este caso, lo mas frecuente
es que se asocie a otras enfermedades hereditarias como el Sindrome de Lynch, en cuyo
caso aparecen alteraciones en los genes implicados en la maquinaria de reparacion de

55-60

emparejamientos erroneos (MMR) , 0 el Sindrome de Cowden, asociado a mutaciones

en el gen PTEN®*®,

En el caso de los carcinomas de endometrio esporadicos, la exposicion hormonal parece
constituir el principal factor de riesgo, aunque también desempefian un papel importante
otros factores asociados con variaciones fisioldgicas como el sobrepeso, la nuliparidad, la
menarquia temprana o la menopausia tardia, y con enfermedades como la diabetes
mellitus, la hipertensién, el sindrome del ovario poliquistico y tumores en la mama y el

ovario®”,

Existen diferentes criterios para clasificar a los carcinomas de endometrio esporadicos.
En 1983, Bokhman postuld6 un modelo dual que clasificaba a los carcinomas de
endometrio en dos grandes grupos segun sus caracteristicas clinico-patologicas:
endometrioides o tipo 1 y no endometrioides o tipo 2’. Posteriormente, se ha observado
gque ambos grupos poseen unas caracteristicas moleculares diferentes. Vogelstein, en
1988, propuso un modelo de progresion tumoral para el cancer colorrectal que fue
adoptado para intentar explicar el desarrollo del carcinoma de endometrio®*. Sugiere que
la transformacion del tejido de endometrio sano a carcinoma de endometrio se produce
debido a la acumulacion de mutaciones, de tal forma que los carcinomas de endometrio
tipo 1 o endometrioides, se asocian a MSI® y a la aparicién progresiva de mutaciones en
los genes PTEN, PIK3CA*, KRAS®*, CTNNB1%*, FGFR2* y en los genes MMR; y los tipo
2 o no endometrioides, a mutaciones en los genes TP53**** CDKN2A* y CDH1%*,
pérdidas de expresion de receptores hormonales y pérdidas de heterocigosidad (LOH) en
diferentes cromosomas®°.

Sin embargo, en la actualidad se busca refinar esta categorizacién y se han propuesto
dos clasificaciones diferentes dependiendo de las caracteristicas histolégicas de los
tumores. Por una parte, atendiendo al grado de diferenciacién celular, los carcinomas
endometrioides se dividen en carcinomas endometrioides grado 1, grado 2 y los grado 3,
siendo estos ultimos parte de un gran grupo denominado “alto grado o grado 3” en el que

se incluirian, ademas, todos los carcinomas no endometrioides**"*®

. Por otra parte, se ha
establecido una clasificacién segln los subtipos histoldgicos en la cual cada uno de ellos

presentaria unas caracteristicas determinadas no equiparables a las del resto de grupos.

En nuestro trabajo hemos analizado 14 genes involucrados en el desarrollo del
carcinoma de endometrio esporadico, de los cuales 6 eran supresores tumorales (PTEN,
TP53, CDKN2A, CDH1, PPP2R1A y ARID1A), 5 oncogenes (PIK3CA, CTNNB1A, KRAS,
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BRAF y EGFR) y 3 genes implicados en el mecanismo de reparacion de emparejamientos
erréneos (hMLH1, hMSH2 y hMSH6). Ademés, hemos estudiado las posibles pérdidas de
heterocigosidad (LOH) en aquellos casos en los que aparecieron mutaciones en
homocigosis no acompafiadas por otros cambios en heterocigosis y los grandes
reordenamientos que pudieran ser la causa de las pérdidas de expresion de los genes
reparadores. La inestabilidad de microsatélites (MSI) fue analizada en los 28 casos de los
que dispusimos DNA procedente del tumor y de la sangre periférica, y estudiamos la
epigenética del tumor analizando patrones de expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2
y HDAC3, asi como la metilacion de los promotores de los genes hMLH1, hMSH2 vy
hMSH6. Por dltimo, la longitud telomérica es un evento no esclarecido en los procesos
tumorales debido a la division de opiniones existente acerca de si se encuentra asociada
al tipo de tumor o al prondstico. Nosotros también la estudiamos y analizamos dos
polimorfismos asociados a una menor actividad de la telomerasa y, por tanto, a teldmeros
mas cortos: TERT-1327C>T y TERC-63G>A.

La puesta en conjunto de los resultados obtenidos en nuestro trabajo nos deberia
permitir comprobar si los criterios utilizados hasta el momento para catalogar los
carcinomas de endometrio esporadico son adecuados o si, por el contrario, se requiere

una clasificacién mas exhaustiva y detallada.

1. EsTuDIO DE NUEVOS GENES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO

DEL CARCINOMA DE ENDOMETRIO ESPORADICO

El carcinoma de endometrio esporadico se encuentra asociado a un elevado namero de
alteraciones tanto en el genoma como en el epigenoma. Al representar un 95% de los
carcinomas de endometrio, el estudio de sus caracteristicas moleculares resulta de
elevado interés a fin de realizar un adecuado diagnostico y encontrar terapias dirigidas

que puedan combatirlo.

En la actualidad, muchos trabajos buscan nuevos genes implicados en el desarrollo de
los carcinomas de endometrio. Recientes estudios, realizados mediante nuevas técnicas
de secuenciacién exdmica, han detectado dos nuevos genes candidatos en el carcinoma
de endometrio esporéadico: PPP2R1A y ARID1A.

En nuestro trabajo hemos considerado oportuno el analisis en profundidad de ambos

genes.
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1.1 ELGEN PPP2R1A

El gen PPP2R1A (protein phosphatase 2, regulatory subunit A, alpha) codifica la isoforma a
208,209

de la subunidad A del complejo PP2A , un heterodimero compuesto por tres
subunidades, de las cuales la C es la que desarrolla la funcién catalitica, la B la funcion
reguladora y la A mantiene la estructura, controlando el ensamblaje y la estabilidad del

complejo®*®.

El gen PPP2R1A se compone de 15 exones que codifican 15 motivos HEATs dando
lugar a una hélice en forma de garfio que proporciona un aspecto helicoidal al complejo®*®.
Los motivos H11 a H15 forman puentes de hidrégeno con la subunidad C de PP2A
mientras que los comprendidos entre el H2 y el H7 interaccionan con la subunidad
B209216.217 pe ellos, adquieren una elevada importancia los HEATs 5y 7 ya que es donde
se localizan todas las mutaciones patogénicas descritas hasta el momento en el cancer de

ovario?*%413

. Estos dos motivos, junto con el H6, son codificados por los exones 5y 6 del
gen y, por ello, actualmente son las Unicas regiones analizadas en el gen PPP2R1A a la

hora de la blisqueda de posibles mutaciones.

El gen PPP2R1A se estudid inicialmente en cancer de ovario, observandose que el
subtipo seroso era el que presentaba un mayor porcentaje de mutaciones, todas ellas
localizadas exclusivamente en los exones 5 y 6. Debido a la similitud clinico-patolégica
existente entre los carcinomas serosos de endometrio y ovario, al igual que ocurre con los
endometrioides de endometrio y ovario, el gen PPP2R1A fue estudiado en carcinoma de

endometrio y concretamente, en el de tipo seroso’".

El porcentaje de mutaciones descrito hasta el momento en el gen PPP2R1A es de un 5-
7% en el carcinoma endometrioide de bajo grado y un 10% en el de alto grado. Sin
embargo, cuando se estudia en carcinomas serosos este porcentaje aumenta a un 40-

45%51,54,210

En nuestro trabajo analizamos todas los exones y las regiones intrOnicas adyacentes del
gen PPP2R1A en 31 carcinomas de endometrio de alto grado. En los tumores de grado 1

y 2 s6lo analizamos los exones 5y 6 y las regiones intrénicas adyacentes.

Hemos detectado tres mutaciones patogénicas ya descritas’™**": p.S256T (caso 29),
p.R183Q (caso 37) y p.P179R (casos 48, 49 59 y 70). El estudio del gen en sangre
periférica de las pacientes 29, 37, 49 y 70 no mostré las mutaciones observadas en el
tumor confirmando su naturaleza somatica. Las mutaciones p.R183Q y p.P179R
correspondian a cambios de nucledtido en el exdn 5 que codifica para el HEAT5 mientras
gue la mutacion p.S256T se sitta en el HEAT7, codificado por el exdn 6. Destacar que las
muestras 37 y 48 correspondian a carcinomas endometrioides de grado 2 y 1

respectivamente.
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Se ha descrito que la distribucién de las mutaciones en el cancer de ovario presenta un
patron diferente al observado en el carcinoma de endometrio®>***%; mientras que en
cancer de ovario alrededor de un 70% de las mutaciones en el gen PPP2R1A se localizan
en los codones 182 y 183, en el 77% de los casos de carcinoma de endometrio estan
mutados los codones 179, 256 y 257. No obstante, en los carcinomas endometrioides se
ha detectado una mayor frecuencia de mutaciones en los codones 182/183 que en los
256/257. El motivo de esta diferente distribucién no es claro, aunque parece que pudiera
estar relacionada con los mecanismos de mutagénesis o con efectos funcionales

especificos de tejido**®.

En nuestro trabajo, los cuatro carcinomas tipo seroso que
presentaron mutaciones patogénicas en el gen PPP2R1A, mostraron alterados los
codones 179 o 256 coincidiendo con lo descrito por otros autores. Sin embargo, la Unica
mutacion encontrada en el codén 183 pertenecia a un carcinoma endometrioide de grado
2 (caso 37), aunque también observamos un cambio en el codén 256 en un carcinoma

endometrioide de grado 1 (caso 48).

Describimos por primera vez dos mutaciones localizadas en los exones 2 (p.R48Q) y 5
(p.K194N) del gen PPP2R1A en un carcinoma endometrioide de grado 3 y en un
carcinoma endometrioide de grado 2 respectivamente. Se trata de mutaciones somaticas
al no encontrarse en la sangre periférica de las pacientes que las portaban (casos 52 y
45). Los estudios in silico sugieren que el cambio encontrado en el codén 48 es una
mutacion patogénica. Su alta conservacién en la evolucion y el hecho de localizarse en el
HEAT 4, punto de interaccidon entre las subunidades A y B del complejo, son dos
evidencias de su posible patogenicidad. El andlisis de la mutacion p.K194N con los
programas de prediccion mostré que, a pesar de localizarse en el dominio H5 y mutar un
aminoacido altamente conservado en la evolucién, su caracter no es patogénico. Por
tanto, soélo consideramos como patogénico al cambio p.R48Q aparte de los ya
mencionados anteriormente, aunque son necesarios mas estudios para descartar la

patogenicidad de la mutaciéon p.K194N (figura 108).

p.R183Q
(37:E2)
p.P179R
p.RASQ (49,59, 70: Ser. , sp567
(52: E3) 48:E1)  (29:ser)
L1 | 2 | 3 | a4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 120 | 11 | 212 | 13 | 14 | 15 |
0pb 1770 pb

Figura 108: Mutaciones patogénicas observadas en el gen PPP2R1A en el estudio de los 86 carcinomas
de endometrio. Se sefiala el nimero y tipo de tumor que la porta. E1: carcinoma endometriode grado 1;
E2: carcinoma endometrioide grado 2; E3: carcinoma endometrioide grado 3; Ser: carcinoma de
endometrio tipo seroso.
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Por otra parte, en nuestro estudio identificamos por primera vez un grupo de mutaciones
en la regién 5 -UTR: ¢.-52A>G (7 casos), c.-73T>C (6 casos), c.-52insC (11 casos), C.-
44G>C (1 caso), c.-53C>T (1 caso), ¢.-52insCCC (1 caso) y c¢.-53insC (3 casos).

La region c.-53 a c.-60 es una zona rica en Citosinas. El encontrar frecuentes
inserciones de dicho nucleétido sugiere que se trata de una zona susceptible al
resbalamiento de la DNA polimerasa en el proceso de replicacién del DNA (figura 109).
Ademas de estas alteraciones, en nuestro trabajo observamos también dos mutaciones

contenidas en dicha regién: c.-52A>G y c.-53C>T.

TAGCGCGGCCAATGGCCGTGGAGCAGCCCCTGTAAACTGGCTCGGGCGCCCCCAC
-164
GCCCGCCCTTCCTTCTTCTCCCAGCATTGCCCCCCCCACGTTTCAGCACAGCGCTGGCCGCAGTCTGACAGGAAAG
-89 -73 -60 -53 -44
GGACGGAGCCAAGATG
-13

Figura 109: Secuencia de la regi6on 5°-UTR analizada en nuestro trabajo en el gen PPP2R1A donde se
observa, en verde, el codén de incio de la transcripcién; en morado, los nucleétidos en los cuales se
detectaron mutaciones tipo sustitucién; en rojo, la regién rica en citosinas comprendida entre los
nucleétidos -53 y -60; y en azul la secuencia del olignucledtido sentido (5°-3") utilizado para la
amplificacion de la regién analizada.

La Timina -73 no se localiza en ninguna regién repetitiva pero en nuestro trabajo
observamos hasta 6 tumores en los que es sustituida por una Citosina (casos 9, 20, 38,
39, 59 y 72). En todos ellos aparecia también el cambio c-52A>G sugiriendo la existencia
de un desequilibrio de ligamiento parcial, ya que no todos los tumores con la mutacién en
la posicién -52 presentaban el cambio en la posicion -73. Ademas, observamos que la
alteracién c.-73T>C daba lugar a una secuencia adecuada (uggaggagaaggaaggugaug) para
la union del miRNA hsa-miR-765 con un score de 75 segun la base de datos miRBASE.

Este resultado no fue validado por el programa microRNA.

Por otra parte, el estudio de la regién 5-UTR con el programa TFSEARCH mostré la
existencia de secuencias de unién para factores de transcripcion que se veian alteradas
cuando se producian estas mutaciones. En ocasiones la mutacién producia la aparicién o
desaparicién de estas secuencias o incluso la disminucion de la afinidad de unién del factor de
transcripcion. Los factores de transcripcion afectados por estos cambios son: MZF1, SP1,
RUNX1/AML-1A e IKAROS. Estas moléculas interaccionan con multitud de genes implicados
en procesos celulares, destacando la remodelacion de la cromatina. Por tanto, aunque las
mutaciones observadas en la region 5-UTR no produzcan efectos directos sobre la proteina
PPP2R1A y puedan ser consideradas polimorfismos a falta de la realizacion de estudios
funcionales, pueden alterar la unidon de factores de transcripcion fundamentales con la

consecuente desregulacion del proceso de transcripcion.

El andlisis por Western blot no mostré variacion en los niveles de la proteina PPP2R1A
independientemente de las mutaciones presentes en el tumor. Sin embargo, por primera vez en

nuestro trabajo, detectamos en algunos tumores una proteina de aproximadamente 110 kDa,
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frente a los 65 kDa esperados. Al ampliar el estudio, se encontraron tumores que mostraban
proteinas de ambos tamafos. Este fendmeno no esta descrito y no hemos encontrado
asociacién con ningn cambio en la secuencia gendmica. Hasta el momento, los estudios de
este gen se han centrado en el andlisis de los exones 5 y 6 del gen PPP2R1A pero no en el
estudio de la expresion de la proteina. Se ha descrito que la actividad de la proteina PPP2R1A
es regulada mediante su localizacion celular y modificaciones postraduccionales. Una
explicacion plausible para el patrén de expresion observado en nuestro trabajo podria ser la
existencia de modificaciones postraduccionales que estuvieran produciendo una alteracion en
el patrén de migracién de la proteina, siendo necesarios mas estudios para confirmar nuestra
hipétesis.

Nuestro estudio mostré mutaciones patogénicas en el gen PPP2R1A en 7 de los 86
carcinomas de endometrio (8.14%) de los cuales 4 eran carcinomas tipo seroso y 3 carcinomas
endometrioides. Esto supone que el 50% de los carcinomas serosos y el 4.76% de los tumores
endometrioides (E1: 3.23%, E2: 4.17% y E3: 12.50%) estudiados en nuestro trabajo mostré

mutaciones en el gen PPP2R1A, resultados similares a los descritos por otros grupos®*>*2*°.

Algunos autores han estudiado la posible asociacion entre la aparicibn de mutaciones en el
gen TP53, por aparecer también frecuentemente mutado en los carcinomas no endometrioides,

y mutaciones en PPP2R1A sin encontrar relacion®****

. Nosotros hemos encontrado que los
tumores portadores de mutaciones en PPP2R1A presentan principalmente mutaciones en los
genes TP53 y PTEN. La relacion entre mutaciones en PPP2R1A y TP53 no depende del tipo
de tumor ya que aparece en dos tumores serosos y dos endometrioides (uno de ellos de grado
3). Sin embargo, las mutaciones en PPP2R1A y PTEN se asocian a los carcinomas

endometrioides (tabla 62).
Tabla 62: Relacién de alteraciones genéticas en los tumores de endometrio con mutaciones en el gen

PPP2R1A. E1l: carcinoma endometrioide grado 1; E2: carcinoma endometrioide grado 2; E3: carcinoma
endometrioide grado 3. Ser.: carcinoma de endometrio tipo seroso.

Tipo OTROS GENES ALTERADOS
Casos de PPP2R1A
T PTEN TP53 ARID1A PIK3CA CTNNB1
29 Ser p.S256T - p.R248Q --- - -
37 E2 p.R183Q p.R130G
48 E1l p.P179R p.R335X p.G266R p.Q1614fsX20
49 Ser. p.P179R === === === === p.S37F
p.R130Q
52 E3 p.R48Q p.R142W p.R175C p.G1549D p'Eggiﬁ
p.R173Y p-
59 Ser. p.P179R
p.R175H
70 Ser. p.P179R b.G266R

Por tanto, nuestro trabajo confirma que un elevado porcentaje de los carcinomas de
endometrio de tipo seroso presentan mutaciones patogénicas en el gen PPP2R1A.
También muestran que los carcinomas endometrioides pueden contener mutaciones
patogénicas en el gen PPP2R1A en codones diferentes a los habituales 179, 256 y 257.

Es el caso de la mutacion patogénica p.R48Q, descrita por primera vez en nuestro trabajo
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y localizada en el ex6n 2 del gen PPP2R1A de un carcinoma endometrioide. Ademas,
hemos descrito por primera vez mutaciones situadas en la regién 5 -UTR, consideradas
en nuestro trabajo como polimorfismos que pueden alterar sitios de unién de factores de
transcripcion. Por otra parte, nuestros resultados sefalan que la expresion de la proteina
no se ve afectada por las mutaciones encontradas. Sin embargo, cabe destacar que
hemos detectado la expresiéon de una proteina de 110 kDa no descrita anteriormente.
Finalmente, mencionar que las mutaciones en el gen PPP2R1A suelen acompafiarse de
mutaciones en el gen PTEN en los carcinomas endometrioides, mientras que no se

relacionan con mutaciones en los genes TP53, KRAS y PIK3CA.

1.2 ELGENARIDIA

El gen ARID1A (AT-rich interactive domain 1A) codifica la proteina nuclear BAF250a que
forma parte del complejo remodelador de la cromatina dependiente de ATP: SWI/SNF. La
principal funcién de este complejo es movilizar nucleosomas y actuar como regulador de
la expresién y la dindmica de la cromatina*®. Debido a estas funciones, el complejo
SWI/SNF puede considerarse como un factor de regulacion epigenético, ya que juega un
importante papel en el control de la expresion génica, en la inhibicion del crecimiento celular,

en la diferenciacion celular y por tanto en el desarrollo tisular y supresién tumoral®?°3*°,

BAF250a es una proteina de gran tamafio que consta de al menos dos dominios conservados
e imprescindibles para llevar a cabo su funcién. Gracias a su dominio de union al DNA, el
complejo SWI/SNF se une a secuencias en el DNA ricas en los nucleétidos AT. Por otra parte,
el extremo carboxi-terminal activa la sefial transcripcional dependiente de receptor de
glucocorticoides“s. Ademas, existen zonas ricas en Glutaminas que constituyen una sefial de

localizacion nuclear (NLS) y una sefial de exportacion nuclear (NES).

ARID1A consta de 20 exones codificantes. Este gen aparece mutado en gran variedad de
canceres humanos, pero principalmente en los carcinomas de células claras y endometrioides
del ovario y en los carcinomas endometrioides uterinos. En otras enfermedades se observa una
pérdida de expresion debido a procesos de metilacion de su promotor o a pérdidas del nUmero

de copias®"**,

En nuestro estudio hemos analizado todas las regiones exdnicas e intrénicas adyacentes del
gen ARID1A en 86 carcinomas de endometrio detectando un total de 41 mutaciones
patogénicas repartidas por todo el gen, aunque hemos observado una tendencia a presentar
un mayor nimero de mutaciones en los exones de mayor tamafio. Tan s6lo una mutacién se
detectd en dos tumores diferentes: ¢.5547_5549delG, p.D1850fsX32 (casos 5 y 84). Se
trata de una delecién de una Guanina que habia sido observada por otros autores

previamente en carcinoma de colon y carcinoma géstricom. Nosotros la describimos por

181



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Discusion

primera vez en dos carcinosarcomas de endometrio. La mutacién se localiza en una region rica
en Guaninas en la que ya se habian descrito otras mutaciones tipo insercion (c.5548dupG) en

%32 Al igual que esta mutacién, hemos encontrado 12

cancer de colon, pancreas y prostata
mutaciones mas tipo insercion/deleciéon en secuencias repetitivas de nucleétidos. Este
evento sucede con frecuencia en el gen ARID1A y se ha asociado a posibles defectos en

el sistema MMR3%,

También hemos encontrado dos mutaciones inframe patogénicas, una ya descrita por
otros autores (p.Q1334_R1335dupQ)**'** y otra descrita por primera vez en este trabajo
(9.5346_5377del). La duplicacién de una Glutamina en el primer caso (tumor 26), se
produce en una zona poli-Q susceptible a ser alterada mediante inserciones y deleciones
de dichos residuos. Su andlisis ha mostrado que no afecta a la estabilidad de la proteina
significativamente, pero si a su afinidad por el promotor del gen CDKN1A. Ademas, esta region
rica en Glutaminas podria ser importante para la interaccion de BAF250a con otras
subunidades del complejo de remodelacién de la cromatina SWI/SNF, por lo que mutaciones
en estos aminoacidos podrian alterar la estabilidad de todo el complej0327. En el segundo caso,
la mutacion ¢g.5346 _5377del (caso 86) da lugar a la pérdida de 30 nucleétidos y a un
procesamiento aberrante del RNA que provoca la transcripcién de los intrones 18 y 19
generando un coddén de parada prematuro que excluye el exén 20. Por tanto, esta mutacion
afecta al dominio NLS, localizado en el exén 18, y da lugar a una pérdida del dominio NES y de
3 de los 4 motivos LXXLL que son caracteristicos de los coactivadores de receptores
nucleares; una alteracion en una de estas zonas podria hacer que el coactivador no se uniera a

su receptor nuclear y no se produjese la activacion*® (figura110).

Por otra parte, tan sélo dos de los cambios se localizaron en el dominio de union al DNA que
comprende desde los residuos 1017 al 1180 (p.E1019fsX12 y p.N1081fsX11). En la regi6n poli-
S también se detectd una mutacién patogénica tipo missense descrita por primera vez en
nuestro trabajo: p.S1000Y (figura 110).

Dominio
de unién
al DNA NLS
LXXLL $I_ | LXXLL | | LXXLL |
LALLM ¥ ¥ N4 Nd W v oV v _
1 2] 3 5[6 7 |8 901 1P 113 114 115 {16 (17 18 19 2i
A A A A M A A4 A A

| LXXLL NES

Figura 110: Distribucion de las mutaciones patogénicas observadas en el gen ARID1A y localizacion de los
principales dominios funcionales. NLS: sefial de localizacién nuclear. NES: sefial de exportacion nuclear.

Aparte del los dominios y motivos mencionados y de las sefiales NLS y NES, no se conoce la
funcién del resto de los residuos que componen la proteina pero se piensa que toda la regién

codificante es imprescindible para su funcién.
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La pérdida de expresién de BAF250a ha sido descrita en un 39% de los carcinomas
endometrioides grado 3 frente al 29% de los de grado 1 y 2. Estos porcentajes disminuyen
en los carcinomas de endometrio tipo seroso (18%) y los de células claras (26%). A
diferencia de otros tumores, en el carcinoma de endometrio la pérdida de expresion de la

proteina parece correlacionarse con las mutaciones encontradas ***.

En nuestro trabajo, un 43.02% de los tumores presentaron mutaciones patogénicas sin
mostrar diferencias significativas entre los carcinomas endometrioides (47.62%) y los no
endometrioides (30.43%) (p=0.154). Cuando comparamos los distintos grados histolégicos
tampoco observamos diferencias significativas, aunque el grupo de los carcinomas de
grado 2 mostraba un mayor porcentaje de tumores con mutaciones en ARID1A (G1:
35.48%, G2: 58.33% y G3: 38.71). Sin embargo, cuando comparamos los diferentes
subtipos histolégicos obtuvimos diferencias significativas ya que todos los carcinomas
mixtos y los tumores de células claras mostraron mutaciones en el gen ARID1A mientras
que ninguno de los carcinomas tipo seroso mostré mutaciones patogénicas en ARID1A.
Los resultados obtenidos por otros autores, que han analizado un niimero de carcinomas
de endometrio tipo seroso inferior al nuestro, reflejan una incidencia de mutaciones en el
gen ARID1A de entre el 0y el 11%%%°*,

Cuando comparamos los carcinomas endometrioides de grado 1, 2 y 3, observamos
como el nimero de tumores mutados en el gen ARID1A aumenta con el grado (E1:
35.48%, E2: 58.33%, E3: 62.50%). No obstante, aunque este aumento no es
estadisticamente significativo, sugiere que a medida que aumenta el grado de los tumores

endometrioides, el gen ARID1A presenta mas mutaciones.

En nuestro trabajo, las mutaciones en el gen ARID1A aparecen asociadas, la mayoria de
las veces, a mutaciones en los genes implicados en la ruta PI3K-AKT-mTOR.
Independientemente del grado del tumor, coexisten con alteraciones en PTEN en un
72.97% y con alteraciones en PIK3CA en un 18.92%. En un 24.32% de los casos
aparecen solas o acompafiadas de mutaciones en otros genes: con TP53 en 6 tumores
(16.21%), con KRAS en 8 tumores (21.62%) y con CTNNB1 en 5 tumores (13.51%).
Teniendo en cuenta que ARID1A aparece frecuentemente mutado en los carcinomas
endometrioides de grado 1 y que se ha descrito alterado desde etapas tempranas de la
tumorigénesis, no es de extrafiar que la coexistencia con mutaciones en el gen PIK3CA
sea inferior y la coexistencia con mutaciones en el gen PTEN, superior. Al tener en cuenta
s6lo el grupo de los carcinomas endometrioides, de los 30 tumores que presentaban
ARID1A mutado, 23 (76.67%) presentaban mutaciones en PTEN y 6 (20%) en PIK3CA.

Esta coexistencia ha sido descrita recientemente por Liang et al.*'’.

En su trabajo
realizaron un analisis en 222 tumores de endometrio de los genes implicados en la ruta
PI3K-AKT-mTOR y el gen ARID1A observando una fuerte coexistencia entre mutaciones
en el gen ARID1A y mutaciones en los genes PTEN o PIK3CA. Ademas, estudiaron 47

tumores que presentaban mutaciones en el gen ARID1A y mostraban los genes PTEN y
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PIK3CA germinales, detectando una desregulacion en los niveles proteicos y de
fosforilacion de los componentes implicados en la via PI3BK-AKT-mTOR y confirmando que

la interaccién de BAF250a y la ruta PI3BK-AKT-mTOR es directa y no es necesaria la

coexistencia de mutaciones de ARID1A y PTEN/PIK3CA para su desregulacion*!’.

Por otra parte, la elevada frecuencia de mutaciones en regiones repetitivas del gen
ARID1A sugiere una posible asociacién con alteraciones en los genes implicados en el

mecanismo de reparacion de emparejamientos erroneos (MMR) (tabla 63).

Tabla 63: Relaci6n de alteraciones observadas en el sistema MMR y la MSI en los tumores de endometrio
con mutaciones en el gen ARID1A. Se destacan en azul los tumores que presentaron mutaciones en
regiones repetitivas del gen. E1: carcinoma endometrioide grado 1; E2: carcinoma endometrioide grado
2; E3: carcinoma endometrioide grado 3. Ser.: carcinoma de endometrio tipo seroso; Mix.: carcinoma de
endometrio mixto; C.C.: carcinoma de endometrio de células claras; CR: carcinosarcoma; ND: no
determinado; Ampl: amplificado.

Tipo de hMLH1 hMSH2 hMSH6
tumor Exp. Mut. MLPA Met. Exp. Mut MLPA Met. Exp. Mut. MLPA Met.

E2 ND NO NO + ND | NO NO - ND ND ND -
El ND NO NO . ND | NO NO = ND ND ND -
CR ND NO NO + ND | NO NO + ND ND ND +
El ND NO NO + ND | NO NO + ND ND ND +
E2 ND NO NO - ND | NO | Ampl. - ND ND ND -
E2 ND NO NO - ND | NO NO - ND ND ND +
El ND NO NO + ND | NO NO - ND ND ND -
E2 ND NO NO - ND | NO NO - ND ND ND -
MIX. ND NO NO - ND | NO NO - ND ND ND -
E2 ND NO NO . ND | NO NO = ND ND ND -
CcC ND | IVS3+5GA NO - ND | NO NO - ND ND ND -
El ND NO NO . ND | NO NO = ND ND ND 4
E1l ND NO NO + ND | NO NO - ND ND ND +
E3 ND NO NO 5 ND | NO NO - ND ND ND -
CR ND NO NO - ND | NO NO - ND ND ND -
E1l ND NO NO - ND | NO NO - ND ND ND -
E1l ND NO NO + ND | NO NO + ND ND ND +
E2 NO NO NO + Si ND ND - Si ND ND -
E2 NO NO NO + Si ND ND + Si ND ND +
E1l NO NO NO + Si ND ND - Si ND ND -
E3 Sl ND ND + Si ND ND - Si ND ND -
E2 NO NO NO + Si ND ND = Si ND ND =
CR SI ND ND - Si ND ND - Si ND ND -
E2 Si ND ND = Si ND ND = Si ND ND

E2 Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND +
MIX. NO NO NO - Si ND ND = Si ND ND =
E3 Si ND ND + Si ND ND - Si ND ND -
El Si ND ND 3 Si ND ND = Si ND ND =
E2 Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND +
E2 NO NO NO + Si ND ND = Si ND ND +
E1l Si ND ND - Si ND ND - NO NO NO -
E2 NO NO NO - Si ND ND - Si ND ND -
El Si ND ND + Si ND ND - Si ND ND -
E3 Si ND ND - Si ND ND = Si ND ND =
E3 NO NO NO + Si ND ND - Si ND ND +
CR NO NO NO + Si ND ND = Si ND ND +
E2 Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND -

El estudio de la inestabilidad de microsatélites en 15 de los 37 pacientes con mutaciones
en ARID1A mostré que 12 tumores (80%) presentaron inestabilidad de microsatélites: 8
MSI-H y 4 MSI-L, lo que sugiere que las mutaciones en el gen ARID1A se relacionan con
la inestabilidad de microsatélites. De los 13 casos que mostraron mutaciones en el gen
ARID1A tipo insercion delecion en secuencias repetitivas, pudimos analizar la MSI en 5 de
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ellos y todos presentaron inestabilidad de microsatélites (100%): 4 MSI-H y 1 MSI-L. A
falta de un mayor nimero de muestras para corroborar estos resultados, podriamos
confirmar que las mutaciones en secuencias repetitivas el gen ARID1A pueden ser

consecuencia de alteraciones en el sistema MMR.

El analisis de los genes reparadores en los tumores portadores de mutaciones en el gen
ARID1A mostr6 que 16 (43.34%) de los tumores con mutaciéon en el gen ARID1A
presentaron metilacién en el promotor del gen hMLH1, 12 (32.43%) en el gen hMSH6 y 4
(10.81%) en hMSH2. 16 tumores (43.24%) no mostraron metilacién en ninguno de los
genes MMR pero el caso 14 mostro una amplificacion completa del gen hMSH2 y el caso
30 una mutacién patogénica en el gen hMLH1. Estos valores son algo superiores a los
observados en el carcinoma de endometrio en general y en los subtipos histolégicos
estudiados. De los 13 casos portadores de mutaciones en secuencias repetitivas, tres
mostraron ausencia de metilacion en los tres genes MMR (casos 23, 39 y 76); de ellos, el
tumor 23 mostraba inestabilidad de microsatélites pero no se encontré ninguna alteracién
relacionada con el mecanismo MMR. Lo mas frecuente fue que los tumores presentasen
uno o dos de los genes metilados (hMLH1 y hMSH6). Dos de los casos mostraron los tres
genes metilados. hMLH1 fue el gen que apareci6 metilado en un mayor nimero de
tumores portadores de este tipo de mutaciones (10 casos), seguido de hMSH6 (6 casos),
mientras que hMSH2 nunca aparecié metilado en solitario. Sin embargo, de los 13
tumores tan sélo 3 (casos 2, 5 y 79) mostraron mutaciones tipo insercion delecion en
regiones repetitivas de otros genes y 2 de ellos (casos 46 y 79) el patron de triple banda

observado en las secuencias de los exones 7y 8 en el gen PTEN.

Por tanto, en los 86 carcinomas de endometrio analizados en nuestro trabajo, hemos
observado 41 mutaciones patogénicas en el gen ARID1A de las cuales 32 han sido
descritas por primera vez en nuestro estudio. No hemos detectado puntos calientes y
hemos observado que la mayoria de las mutaciones son tipo nosense y frameshift. Estos
resultados confirman que el gen ARID1A presenta una elevada incidencia de mutaciones
en el carcinoma de endometrio, observando una leve asociaciéon con los carcinomas
endometrioides y ausencia de relacién con los carcinomas tipo seroso. Ademas, hemos
detectado una relacién entre las mutaciones patogénicas observadas en el gen ARID1A,
la inestabilidad de microsatélites y alteraciones en el sistema MMR, principalmente en
aquellos tumores en los que aparecen mutaciones tipo insercién/delecidon en secuencias

repetitivas del gen.
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2. PERFILES MOLECULARES ASOCIADOS A LA CLASIFICACION

CLINICO-PATOLOGICA

La clasificacion clinico-patolégica se basa en el modelo dualistico propuesto por
Bokhman en 1983 por el cual los carcinomas de endometrio esporadico se dividen en dos
grandes grupos: los estrogenos-dependientes, carcinomas endometrioides o de tipo 1, y

los no estrégeno-dependientes, carcinomas no endometrioides o de tipo 2.

Los adenocarcinomas endometrioides representan el 70-80% de los tumores de
endometrio; la mayoria de ellos son de bajo grado y su prondstico suele ser favorable ya
que se detectan en estadios tempranos debido a que normalmente son precedidos por
hiperplasias complejas atipicas que permiten una deteccidén precoz. Aparecen en edades
pre- y post-menopausicas y su tratamiento es sencillo ya que la intervencion quirdrgica

suele ser suficiente para su curacion®**

. El 20-30% de los tumores restantes pertenecen
al grupo de los carcinomas no endometrioides y son considerados carcinomas de alto
grado y peor pronéstico debido a su agresividad y a su deteccion en estadios mas
avanzados. Se desarrollan en etapas post-menopausicas y ocasionalmente aparecen
precedidos de lesiones precancerosas tipo pélipos endometriales o atrofia

endometrial***2.

Ademas de presentar caracteristicas clinico-patoldgicas diferentes, se ha observado que
ambos grupos muestran un perfil molecular diferente. Los carcinomas endometrioides
aparecen frecuentemente asociados a mutaciones en los genes PTEN, PIK3CA*, ARID1A
(BAF250A)*°, KRAS®*, CTNNB1*®*, FGFR2* y a genes implicados en el sistema de
reparacién de emparejamientos erréneos. Por ello, también es comun la inestabilidad de
microsatélites (MSI)*. En los tumores tipo 2 o no endometrioides es frecuente encontrar
mutaciones en los genes TP53*** PPP2R1A*, CDKN2A*®, CDH1***', pérdidas de
expresion de HER2/ERBB2*® y EGFR/ERBB1* y pérdidas de heterocigosidad (LOH) en

diferentes cromosomas®’.

Diferentes estudios han analizado la incidencia de las alteraciones moleculares presentes en
los carcinomas de endometrio tipo 1 y 2. En nuestro trabajo, el andlisis de 86 carcinomas de
endometrio esporadico (43 endometrioides y 23 no endometrioides) y 28 muestras de sangre
periférica (22 de pacientes con carcinoma endometrioide y 6 de pacientes con carcinoma no
endometrioide), nos ha permitido determinar la incidencia de alteraciones en ambos tipos de

tumor (tabla 64).
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Tabla 64: Porcentaje de incidencia de las alteraciones estudiadas en nuestro trabajo segin los estudios
publicados hasta el momento (Descrito) y segin lo observado en nuestros resultados (En este trabajo). Se
destaca en rojo los porcentajes observados en nuestro trabajo que difieren de los descritos por otros autores.

Tipo Tipo 1 o endometrioide Tipo 2 0 no endometrioide

Alteracion Descrito | En este trabajo | Descrito | En este trabajo
PTEN 37-61% 60% 5-13% 26%
TP53 10-25% 13% 50-90% 43%
CDKN2A 0-2% 2% 2-6% 0%
CDH1 0% 0% 0% 0%
PPP2R1A 5-10% 5% 20-40% 17%
ARID1A 30-40% 48% 15-30% 30%
MUTACIONES PIK3CA 35% 21% 30-35% 9%
CTNNB1 20-45% 17% 0-5% 9%
KRAS 15-30% 21% 0-5% 4%
BRAF 1-4% 2% 1-4% 0%
EGFR 0% 0% 0% 0%
hMLH1 0-4% 2% === 4%
hMSH2 0-4% 0% - 0%
hMSH6 0-1% 0% 0%
MSI 20-40% 68% 0-5% 67%
hMLH1 45% 44% --- 22%
METILACION hMSH2 16% 13%
hMSH6 --- 19% --- 35%
SENC HDAC1 --- 16% --- 26%
AUSENCIA DE [—ppres 329 30%
HDAC3 o 13% — 17%

En nuestro trabajo, el gen PTEN se encontr6 mutado en un porcentaje de tumores no

34,41,80,81,83-87

endometrioides superior al descrito hasta el momento . El gen TP53 mostré en

los carcinomas no endometrioides un porcentaje de tumores mutados menor al

4243184186 En ambos casos, al comparar el grupo de los carcinomas

descrito
endometrioides con los carcinomas no endometrioides, las diferencias fueron
estadisticamente significativas (tabla 61), lo que significa que existe una clara asociacién
entre mutaciones en los genes PTEN y TP53 y los carcinomas endometrioides y no

endometrioides, respectivamente.

Por otra parte, en nuestro trabajo, los genes BRAF y CDKN2A no aparecieron mutados

108,113-115,202,203,206
. En el

en los carcinomas no endometrioides, a diferencia de otras series
caso del gen BRAF, esta discrepancia puede deberse a las caracteristicas de la poblacién
estudiada ya que, aunque no ha sido corroborado, parecen existir diferencias en la
incidencia de mutaciones segun la etnia de la poblacion analizada. En un estudio
realizado en mujeres japonesas se han llegado a observar mutaciones en el gen BRAF en
un 23% de los tumores endometrioides y en un 11% de los no endometrioides
analizados'?, porcentajes mucho mas elevados que los descritos por otros autores'®®*
s y los observados en nuestro trabajo. Con respecto al gen CDKN2A, el nimero de
mutaciones observadas por otros autores en el carcinoma de endometrio no es

202,203,206

elevado y se han descrito otros procesos frecuentemente asociados a la pérdida

de expresion de pl6 tales como deleciones homocigotas del gen e hipermetilaciéon del
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prom otor?9%2%4

. De hecho las mutaciones en el gen CDKN2A no se incluyen en muchos
“paneles” de genes propuestos para la caracterizacion de los carcinomas endometrioides

y no endometrioides®”.

El gen EGFR no se observd mutado en ninguno de los carcinomas de endometrio
analizados en nuestro trabajo. Este dato confirma lo observado hasta ahora por otros
autores que no han detectado mutaciones patogénicas en el gen EGFR a pesar de existir
una elevada sobreexpresion de la proteina EGFR, principalmente en los carcinomas no
endometrioides (46%)*° y cuestiona la utilidad de tratamientos que incluyen inhibidores de
EGFR.

El porcentaje de tumores endometrioides y no endometrioides que presentaban mutado
el gen PIK3CA fue menor al descrito hasta el momento. Una causa plausible podria ser
que la técnica de CSGE-Heteroduplex no detecte todas las mutaciones presentes en los
exones analizados. La mayoria de los estudios realizados en la actualidad utilizan
técnicas de secuenciacibn masiva que permiten detectar todo tipo de mutaciones
contenidas en los genes involucrados en el desarrollo tumoral. Pero ademas, recientes
estudios han detectado una elevada frecuencia de mutaciones en los exones 1 al 7 del
gen PIK3CA®*, con lo cual no se descarta la presencia de mutaciones en otros exones no

incluidos en nuestro estudio.

El gen CTNNB1 apareci6 mutado en nuestro estudio en un porcentaje de tumores
endometrioides menor al descrito. Su causa puede residir en la existencia de mutaciones
redundantes en el gen KRAS. Estudios recientes han observado que en los carcinomas
endometrioides las alteraciones en los genes CTNNB1, KRAS y SOX17 son redundantes y
constituyen tres mecanismos independientes de activacion de la ruta WNT*®4* y
mutaciones en cualquier de los tres genes la sobreactivarian.

Nuestro estudio muestra un elevado numero de tumores de endometrio con MSI (67-
68%). Los porcentajes obtenidos son muy superiores a los descritos en otros trabajos,

38,260,261

especialmente en los tumores no endometrioides . Se aproximan a la frecuencia

observada en el carcinoma de endometrio asociado a Sindrome de Lynch (75%)2*° con la
diferencia de que en el Sindrome de Lynch el marcador mas inestable es BAT26 "% y en
nuestro trabajo fue D17S250. Existen posibles factores que pueden explicar estas
diferencias. Por una parte, la mayoria de los trabajos utilizan paneles de marcadores

diferentes a los propuestos por Bethesda®®’

y el numero de marcadores analizados es
menor al nuestro®®. Por otra parte, hay que tener en cuenta que nuestro trabajo cuenta
con un numero de muestras reducido, especialmente en el caso de los tumores no

endometrioides.

La observacion de un ndmero muy reducido de mutaciones en el gen hMLH1 (44%) y
nulo en los genes hMSH2 y hMSH6 es similar a lo descrito en otros trabajos®®?2°%4?,

Mientras que en el carcinoma de endometrio asociado al Sindrome de Lynch es frecuente
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la aparicion de mutaciones en los genes hMSH6 (73%), hMSH2 (29%) y hMLH1 (31%)
como causa principal de la MSI**°, en el carcinoma de endometrio esporadico, y
especialmente en los carcinomas endometrioides, se asocia principalmente a la

262,264,269

hipermetilacion del promotor del gen hMLH1 como evento secundario a otras

alteraciones. Nuestros resultados mostraron la metilacion del promotor del gen hMLH1 en

262266 4 diferencia de los

un porcentaje de tumores endometrioides similar al descrito
genes hMSH2 y hMSH®6, en los cuales se observd metilacién en un porcentaje de tumores
muy inferior (tabla 64); sin embargo, no hemos encontrado una correlacion entre la MSI| y

la metilacion de los promotores de los genes MMR.

En nuestro trabajo abordamos por primera vez el estudio de grandes reordenamientos
en los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6 en carcinoma de endometrio esporadico
observando esta alteracién en 4 carcinomas de endometrio (4.65%): 2 en carcinomas
endometrioides (3.63%) y 2 en carcinomas no endometrioides (6.45%). Estos datos se
ajustan a los descritos en el Sindrome de Lynch donde la incidencia de los grandes

reordenamientos se sitia entre el 1% y el 20%"***%

, dependiendo de las poblaciones
estudiadas, del método de andlisis utilizado y de heterogeneidad de los criterios de
seleccién de individuos. En nuestro trabajo dos de las alteraciones se localizaron en el
gen hMLH1 y las otras dos en el gen hMSH2 pero otros autores han descrito que hMSH2
es el gen MMR que presenta este tipo de aberraciones con una mayor frecuencia*?’

debido a que contiene una mayor densidad de secuencias Alu*?°.

La ausencia de expresion de las proteinas MMR no se relaciondé con mutaciones ni
grandes reordenamientos en los genes que las codifican. Tampoco guardé relacién con la
MSI observada. Estos resultados se muestran acordes con los obtenidos en otros estudios

y sugieren la necesidad de estudiar otros genes implicados en la reparacion del DNA.

Por otro lado, hemos estudiado la expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDAC3

en los diferentes tipos de tumor de endometrio esporadico.

Algunos autores han descrito una relacién directa entre la exposicién hormonal y el
aumento de expresion de las proteinas HDAC1 y HDAC2%'3  El tratamiento con
hormonas esteroideas induce la sobreexpresién de ambas proteinas en las células del
estroma del endometrio sano. Concretamente, la expresiéon de HDAC1 aumenta con el
tratamiento con progesterona y la expresion de HDAC2 con el tratamiento con estrégenos
y progesterona. Teniendo en cuenta que los carcinomas endometrioides se asocian a la
estimulaciéon previa de ambas hormonas, tendria sentido la sobreexpresion de ambas
proteinas en este grupo de tumores. Sin embargo nosotros observamos lo contrario. En
los carcinomas no endometrioides estudiados en nuestro trabajo, la proteina HDAC1
también pierde la expresién en un porcentaje de tumores similar al observado en la
proteina HDAC2 (tabla 64). Esto podria estar relacionado con la mayor agresividad y peor

pronéstico que presentan los carcinomas no endometriodes ya que la ausencia de

189



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Discusion

expresion de la proteina HDAC1 ha sido asociada a un peor pronéstico y una menor

supervivencia de las pacientes®" ",

Por tanto, segun nuestros resultados, los carcinomas endometrioides se encuentran
asociados a mutaciones en los genes PTEN y ARID1A, a inestabilidad de microsatélites,
metilacion del gen hMLH1 y ausencia de expresion de la proteina HDAC2 mientras que,
los carcinomas no endometrioides se relacionan con mutaciones en el gen TP53,

inestabilidad de microsatélites y metilacién en el gen hMSH6 (figura 111).

Para diferenciar los carcinomas endometrioides de los no endometrioides proponemos el
andlisis de mutaciones principalmente en los genes PTEN y TP53, pero también en los
genes PPP2R1A, KRAS y PIK3CA, asi como el estudio de la metilacién del gen hMLH1

como evento epigenético a tener en cuenta.

___ CDKN2A, BRAFY hMLH1 — KRASY hMLH1
P53 Y NE HDAC3 m%é PPPZRIA A Y N — % Merhws2
NEHDAC1 Y MET hMSH2 — CTNNB1 PPPZRIAY NEHDAC3 ——
PIK3CAY KRAS =/ MET hMSHE PTEN Y NE HDACL— MET hMLH1
 NEWDAC I —— ARIDIAY NE HDAC2
MET hMLH1 _ﬁ“— ARIDIA — TP53
| 60% — PTEN |- 60%
[ 70% — MSI | 70% — M
M 80% ). 80%
/ 90% ‘ 90%
A) L o B) [ oo

Figura 111: Representacion grafica de la frecuencia de aparicion de alteraciones en los diferentes
factores estudiados en nuestro trabajo segun la clasificacion clinico-patolégica. A) tipo 1 o
endometrioides y B) tipo 2 0 no endometrioides. NE: no expresion. MET: metilacion.

3. PERFILES MOLECULARES ASOCIADOS A LA CLASIFICACION POR

GRADOS HISTOLOGICOS

La clasificacion de los carcinomas de endometrio segun las caracteristicas clinico-
patoldgicas ha sido aceptada durante muchos afios como Unico criterio de categorizacién.
Sin embargo, los estudios moleculares plantean la necesidad de buscar otros criterios que

permitan establecer clasificaciones més concretas y definidas.

La teoria elaborada por Vogelstein, y perfilada posteriormente por otros autores, sugiere
qgue la génesis de los carcinomas de endometrio se deberia a una acumulacion de

mutaciones génicas y alteraciones epigenéticas**>°

. La progresién desde una hiperplasia
a adenocarcinoma endometrioide grado 1 no presentaria invasion epitelial y se asociaria

fundamentalmente con mutaciones en el gen PTEN, asi como inestabilidad de
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microsatélites y mutaciones en el gen KRAS. La progresion a grado 2 implicaria
mutaciones en los genes CTNNB1 y KRAS. El desarrollo hacia carcinoma endometrioide

grado 3 se asociaria con la aparicion de mutaciones en TP53 e invasion intraepitelial.

Posteriormente, algunos autores mostraron que los carcinomas endometrioides de grado
3 presentan caracteristicas moleculares y clinicas similares a las de los carcinomas de

428430 por ello, los carcinomas endometrioides de grado 3

endometrio tipo seroso
comenzaron a ser incluidos en el grupo de los carcinomas de alto grado formado
principalmente por los carcinomas de endometrio tipo seroso y los carcinomas de células

claras.

En nuestro trabajo hemos estudiado las caracteristicas genéticas y epigenéticas de los
carcinomas de endometrio clasificados segun su grado histolégico. Siguiendo los criterios

y recomendaciones de la FIGO y la OMS?™, los carcinomas se han dividido en tres grupos:

- Grado 1: cuando el 5% o menos de las células poseen un crecimiento sélido no
escamoso ni morular (carcinomas endometrioides de grado 1).

- Grado 2: cuando entre el 6% y el 50% de las células presentan un crecimiento soélido
no escamoso ni morular (carcinomas endometrioides de grado 2).

- Grado 3: cuando mas del 50% de las células tienen un crecimiento soélido no
escamosos ni morular (carcinomas endometrioides grado 3, carcinomas tipo seroso,

carcinomas de células claras, carcinomas mixtos y carcinosarcomas).

Hemos analizado 31 tumores de grado 1, 24 tumores de grado 2 y 31 tumores de grado
3. Las muestras procedentes de sangre periférica incluidas en nuestro estudio
correspondieron a 10 pacientes con carcinoma de grado 1, 10 pacientes con carcinoma de

grado 2 y 8 pacientes con carcinoma de grado 3.

La clasificacién segun grados histolégicos subdivide a los carcinomas endometrioides o
tipo 1 distinguiendo los carcinomas endometrioides de grado 1 y los carcinomas
endometrioides de grado 2 como grupos individuales (carcinomas de endometrio grado 1y
2 respectivamente), e incluyendo a los carcinomas endometrioides de grado 3 en el grupo

anteriormente nombrado como “carcinomas no endometrioides o tipo 2”.

En nuestra serie, hemos comparados las clasificaciones segin las caracteristicas
clinico-patoldgicas y los grados histolégicos en funcion de las alteraciones moleculares
(tabla 65).
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Tabla 65: Porcentaje de incidencia de las alteraciones estudiadas en nuestro trabajo dividiendo los tumores
segun caracteristicas clinico-patolégicas y segun el grado histolégico.

26% 58% 58% 39%
13% 43% 10% 13% 39%
2% 0% 0% 0% 3%
0% 0% 0% 0% 0%
5% 17% 3% 4% 16%
48% 30% 35% 59% 39%
21% 9% 26% 8% 16%
17% 9% 26% 13% 6%
21% 4% 13% 21% 16%
2% 0% 3% 0% 0%
0% 0% 0% 0% 0%
2% 4% 3% 0% 3%
0% 0% 0% 0% 0%
0% 0% 0% 0% 0%
68% 67% 70% 60% 75%
44% 22% 35% 50% 32%
16% 13% 16% 21% 10%
19% 35% 29% 26% 32%
16% 26% 23% 13% 19%
32% 30% 35% 25% 32%
13% 17% 16% 13% 13%

Observamos una gran similitud con los obtenidos al dividir los tumores segun

caracteristicas clinico-patoldgicas.

Por una parte, la clasificacion segun los grados histolégicos mostré que los carcinomas
de grado 1 y de grado 2 poseen unas caracteristicas moleculares similares. Tan soélo
encontramos diferencias en la incidencia de mutaciones en el gen ARID1A, PIK3CA y
CTNNB1 y en la metilacion en el gen hMLH1, caracteristicas que compartian con los

carcinomas tipo 1 o endometrioides.

Por otra parte, el grupo de los carcinomas de grado 3 mostré rasgos moleculares
diferentes a los carcinomas de grado 1 y grado 2 pero similares a los observados en los
carcinomas tipo 2 o no endometrioides. Estos resultados fueron confirmados en un
analisis multivariante con el programa MULTBIplot en el cual se observé una gran
proximidad en los ejes que representaban a los carcinomas de grado 1 y 2 y un
alejamiento del eje de los carcinomas de endometrio de grado 3 (figura 106).

Al igual que ocurria al comparar los carcinomas tipo 1 o endometrioides con los
carcinomas tipo 2 o no endometrioides, los carcinomas de bajo grado (G1+G2) mostraron
diferencias con respecto a los carcinomas de alto grado (G3) en el porcentaje de tumores
mutados en los genes PTEN, PPP2R1A y TP53. El subtipo histolégico de los carcinomas
endometrioides de grado 3 presenta caracteristicas moleculares intermedias de tal forma
gue es comun que muestren alteraciones genéticas y epigenéticas frecuentes tanto en los

carcinomas de tipo 1 o endometrioides como en los carcinomas tipo 2 o ho endometrioides

192



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Discusion

(figura 112). Al subdividir los tumores segun el grado histolégico, los carcinomas
endometrioides de grado 3, antes incluidos en los carcinomas tipo 1 o endometrioides
segun criterios clinico-patolégicos, fueron incorporados al grupo de los carcinomas de
endometrio de grado 3 el cual mostré algunas diferencias con el grupo de los carcinomas

tipo 2 0 no endometrioides dentro de la alta similitud molecular que presentaban (tabla 65)

Por tanto, nuestros resultados muestran que la clasificacién de los carcinomas de
endometrio segln el grado histolégico presenta una elevada similitud con la clasificacién
clinico-patoldgica, no aportando mejoras en la clasificacion molecular de los tumores de

endometrio.

¢Endometrioides
grado 3?

Grado 1

20diL

Grado 2

Figura 112: Representacion de la relacién existente entre los carcinomas de endometrio de grado 1, 2 y
3 segln las caracteristicas moleculares estudiadas en nuestro trabajo. En el area de interseccién de los
tres grupos se localizarian los carcinomas endometrioides de grado 3 al mostrar caracteristicas
comunes a los tres grados. Los carcinomas de grado 1 y 2 muestran caracteristicas practicamente
idénticas a los carcinomas tipo 1 o endometrioides mientras que los carcinomas de grado 3 podrian
considerarse el mismo grupo que los carcinomas tipo 2 o no endometrioides.

Dicha clasificacion no ha sido utilizada en ninglin estudio molecular ya que se ha
evolucionado directamente desde la clasificacién clinico-patolégica a la clasificacion
segun subtipos histolégicos. Algunos autores como McConechy et al.>® han propuesto que
los adenocarcinomas endometrioides grado 3 sean considerados un grupo aparte ya que,
aungue muestran caracteristicas similares a los endometrioides grado 1 y grado 2, difieren

en algunos aspectos y presentan una mayor incidencia de mutaciones en TP53.

En nuestro estudio comprobamos como las clasificaciones anteriormente expuestas no
resultan préacticas a la hora de establecer perfiles moleculares que puedan ser Utiles para
futuros avances clinicos y terapéuticos. Los criterios clinico-patoldgicos catalogan los
carcinomas de endometrio en dos grupos con caracteristicas moleculares muy diversas
entre ellos y entre los tumores incluidos en ellos. La clasificacion segun los grados
histolégicos podria parecer correcta en un principio por el hecho de incluir a los
carcinomas endometrioides de grado 3 en el grupo de los tumores de grado 3. Sin
embargo, los carcinomas (endometrioides) de grado 1 y 2 muestran caracteristicas

similares y podrian ser agrupados para su caracterizacion mientras que los carcinomas
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endometrioides de grado 3 deberian ser considerados un grupo aparte. Por otro lado, el
resto de subtipos incluidos en el grupo de los carcinomas de grado 3, posee unas
caracteristicas determinadas que en el caso de los carcinomas mixtos y carcinosarcomas,

dependen de los componentes epiteliales que los conforman.

Por ello, consideramos mas adecuada la clasificaciéon de los carcinomas de endometrio

segun los subtipos histolégicos.

4. PERFILES MOLECULARES ASOCIADOS A LA CLASIFICACION POR

SUBTIPOS HISTOLOGICOS

4.1 ADENOCARCINOMAS ENDOMETRIOIDES DE BAJO GRADO

En nuestro trabajo, estudiamos 55 adenocarcinomas endometrioides de bajo grado: 31
de grado 1 y 24 de grado 2. Ambos tipos presentaron una elevada frecuencia de
mutaciones en el gen PTEN mientras que el gen PIK3CA se mostr6 mutado con mas
frecuencia en los carcinomas endometrioides de grado 1 (tabla 46). La coexistencia de
mutaciones en ambos genes en un 12.73% de los casos confirma lo observado por otros

autoreSS4,41,80,81,83-87

y ha sido atribuida a la participacion del gen PTEN en otras rutas de
sefializacién celular encargadas, por ejemplo, del mantenimiento de la integridad

genémica®.

Los tumores 45 y 79 presentaron dos alteraciones que mostraban un patrén de triple
pico en las secuencias de los exones 7 y 8 respectivamente. Mediante las técnicas
utilizadas en nuestro estudio no fue posible esclarecer el tipo de alteracién presente en
ninguno de los dos casos pero podria tratarse de traslocaciones cromosémicas ya que en
el carcinoma de endometrio este tipo de eventos son frecuentes y afectan principalmente
a genes envueltos en las rutas de sefializacion PI3K-AKT-mTOR, WNT, EGFR-RAS-
MAPK, retinoblastoma y apoptosis (a través de alteraciones en la familia de las BCL)“B.
Seria conveniente estudiar estas muestras mediante otro tipo de técnicas que permiten
detectar dichas aberraciones, por ejemplo la técnica de FISH, ya que, de existir una
traslocacion, podrian verse afectados otros genes localizados en el cromosoma 10. Al
analizar el resto de alteraciones presentes en estos dos tumores se observé una alta

inestabilidad genética y epigenética (tabla 66).
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Tabla 66: Alteraciones genéticas y epigenéticas presentes en los tumores endometrioides de bajo grado
45 y 79. Exp.: expresién; Met: metilacién; MSI: inestabilidad de microsatélites; E1: carcinoma
endometrioide de grado 1; E2: carcinoma endometrioide de grado 2.

Tipo ALTERACIONES PRESENTADAS
Casos de Mutacién en Mutacion Mutacién en Mutacion Exp. Met. Met. Met. MSI
tumor PTEN en TP53 ARID1A en KRAS hMLH1 hMLH1 hMSH2 hMSH6
L p.Q546fsX72
2 R
E2 Traslocacion? p.R1528X p.G12D NO + + + MSI-L
. p.P1175fsX4 .
? - - R
E1l Traslocacion? p.C135Y p.E1864fsX35 S + MSI-H

La MSI también fue un evento frecuente en los carcinomas endometrioides de bajo grado
(tabla 67). En nuestro estudio pudimos analizar la MSI en 10 pacientes con carcinoma
endometrioide de grado 1 y en 10 pacientes con carcinoma endometrioide de grado 2. De
las 20 muestras analizadas, 13 casos (65%) mostraron MSI, valor superior al observado

por otros autores en los carcinomas endometrioides esporadicos (20-40%)3*%°°?%! pero

similar al descrito en el carcinoma de endometrio asociado a Sindrome de Lynch259

. Como ya
hemos comentado anteriormente, estas diferencias pueden ser debidas a la diferencia en
numero y tipo de marcadores analizados en otros trabajos o al reducido numero de

muestras estudiadas en nuestro trabajo.

Al igual que lo observado en otros estudios, las mutaciones y grandes reordenamientos
no explicaron la frecuente inestabilidad de microsatélites presente en los carcinomas
endometrioides de bajo grado. Sin embargo, fue frecuente la metilacién del promotor del
gen hMLH1 (35% de los casos) independientemente de la presencia o no de inestabilidad
de microsatélites. La metilacién del gen hMLH1 ha sido descrita por otros grupos en un

porcentaje de carcinomas endometrioides similar al observado por nosotros (45%)2°%%°°,

Aparece en etapas tempranas del desarrollo tumoral ya que se ha observado en las

hiperplasias atipicas (33%) y endometriales (3%)%°®

. En nuestro estudio, el porcentaje de
tumores endometrioides que mostraron metilado el gen hMLH1 aumenté con el grado del
tumor, siendo ya frecuente su aparicion en los carcinomas endometrioides de grado 1
(35% de los casos). Sin embargo, la metilacion del gen hMLH1 es propuesta como evento
secundario por lo que hacen falta otras alteraciones que, sumadas a la metilacién, den

lugar a una inactivacion de la proteina®'26%:263:265.266

De los 13 casos con inestabilidad de microsatélites, 7 casos (53.85%) presentaron
metilado el promotor de hMLH1 y en 6 de ellos la inestabilidad fue elevada. Sin embargo,
algunos tumores en los que existia MSS y expresion de las proteinas MMR, también

presentaron metilados los promotores de los genes MMR (tabla 67).
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Tabla 67: Muestras de adenocarcinomas endometrioides de bajo grado que mostraron alteraciones en
alguno de los factores asociados al mecanismo de reparacion de emparejamientos erréneos. Las
inmunohistoquimicas se empezaron a llevar a cabo a partir de la muestra 42 incluida. Se estudid la
metilacion de los promotores de los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6 en todos los tumores. Se realiz6
MLPA y andlisis mutacional de los genes hMLH1 y hMSH2 en todos los casos del 1 al 41y a partir del 42
s6lo en aquellos en los que la inmunohistoquimica era negativa. El estudio del gen hMSH6 se realizé
solo en la muestra 76. Exp.: expresion; Mut.: mutacién; Met.: metilado; ND: no determinada; Ampl.:
amplificacion; E1: carcinoma endometrioide de grado 1; E2: carcinoma endometrioide de grado 2.

Casos | Tipo de tumor G A ShE LA MSI
Exp. | Mut. | MLPA | Met. | Exp. | Mut. | MLPA | Met. | Exp. | Mut. | MLPA | Met.
2 E2 ND NO NO + ND NO NO - ND ND ND - ND
3 E1l ND NO NO - ND NO NO - ND ND ND - MSI-H
4 E2 ND NO NO + ND NO NO ++ ND ND ND - ND
6 E1l ND NO NO + ND NO NO ++ ND ND ND ++ ND
7 El ND NO NO ++ ND NO NO ++ ND ND ND ++ ND
8 E1l ND Si Ampl. ++ ND NO NO - ND ND ND - ND
12 El ND NO NO ++ ND NO NO + ND ND ND - ND
13 E2 ND NO NO ++ ND NO NO ++ ND ND ND ++ ND
14 E2 ND NO NO - ND NO | Ampl. - ND ND ND - ND
17 E2 ND NO NO - ND NO NO - ND ND ND 4 MSS
21 El ND NO NO + ND NO NO - ND ND ND - MSI-H
31 El ND NO NO - ND NO NO - ND ND ND 4 ND
34 El ND NO NO + ND NO NO + ND ND ND - ND
35 El ND NO NO + ND NO NO - ND ND ND + ND
37 E2 ND NO NO + ND NO NO - ND ND ND - MSI-H
40 El ND NO NO - ND NO NO - ND ND ND - MSI-H
41 El ND NO NO + ND NO NO + ND ND ND + MSS
42 El Si ND ND + Si ND ND + Si ND ND + MSS
43 El Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND - MSI-L
44 E2 NO NO NO ++ Si ND ND - Si ND ND - MSI-H
45 E2 NO NO NO - Si ND ND + S ND ND + MSI-L
50 El Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND - MSI-L
54 E2 Si ND ND + Si ND ND - Si ND ND + MSI-H
55 E2 NO NO NO ++ Si ND ND - Si ND ND - MSI-H
57 E2 Si ND ND + Si ND ND ++ Si ND ND - ND
61 E2 Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND + ND
64 El Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND + ND
68 El Si ND ND ++ Si ND ND - Si ND ND - MSI-L
69 E2 Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND + MSI-L
71 El NO NO NO - Si ND ND - Si ND ND - ND
73 El Si ND ND - Si ND ND - Si ND ND + ND
75 E2 NO NO NO + Si ND ND - Si ND ND + ND
76 El Si ND ND - Si ND ND - NO NO NO - ND
77 El Si ND ND + Si ND ND - Si ND ND - ND
78 E2 NO NO NO - Si ND ND - Si ND ND - ND
79 El Si ND ND + Si ND ND - Si ND ND - MSI-H

Nuestros resultados muestran que la metilacion de los genes MMR no se correlaciona
con la aparicion de MSI o la ausencia de expresiéon de las proteinas hMLH1, hMSH2 y
hMSH®6, sugiriendo que actia como second hit siendo necesaria la aparicion de otras

alteraciones en el sistema MMR para dar lugar a dichas alteraciones.

Por otro lado, nuestro estudio refleja un hecho no descrito por otros autores pero ya
observado anteriormente en nuestro laboratorio®”*: en los carcinomas endometrioides, las
mutaciones en el gen PTEN coinciden frecuentemente con la metilaciéon en los genes
MMR. De los 55 carcinomas endometrioides de bajo grado analizados en nuestro trabajo,
32 tumores mostraron mutado el gen PTEN. De esos 32 tumores, en 19 (59.38%) aparecio
al menos uno de los genes reparadores metilado y 17 de esos 19 tumores mostraron el
gen hMLH1 metilado. Teniendo en cuenta que la metilacion de los promotores de los

196




Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Discusion

genes MMR, y especialmente la del gen hMLH1, es un evento temprano en el proceso de
la tumorigenésis®®®, su funcionamiento defectuoso no permite corregir los errores
producidos durante la replicacién, lo que afectaria a los genes implicados en el desarrollo
del tumor y, segln lo observado en nuestro estudio, especialmente al gen PTEN. Sin
embargo, las mutaciones detectadas en el gen PTEN cuando existe metilacion de los
genes MMR no son de tipo insercién/delecion ni se localizan en zonas repetitivas de su
secuencia (tabla 17, anexo 6), lo que sugiere que la metilacion en los genes MMR no
afecta directamente a la aparicion de mutaciones en el gen PTEN sino que contribuye a la
alteracién de genes importantes implicados en otros sistemas de correccion de errores.
Por ejemplo, se han descrito mutaciones localizadas en secuencias repetitivas en el gen
BRCAL1 cuando existe MSI y alteraciones en el sistema MMR. Se ha observado que dichas
mutaciones, consecuencia de defectos en el mecanismo MMR, pueden afectar al correcto
funcionamiento de la proteina BRCA1, y por tanto, a la reparacion de errores en otros

genes implicados en el desarrollo tumoral*®*.

Por otra parte, se ha descrito la frecuente aparicion de mutaciones en el gen KRAS en
etapas tempranas del proceso de desarrollo tumoral, observandose alterado en

106-108 £ otros estudios se ha detectado mutado en

hiperplasias endometriales atipicas
aproximadamente un 14% de los carcinomas de endometrio esporadico existiendo una
distribucién diferencial segun subtiposl‘”. En nuestro caso, el 14% de los carcinomas
endometrioides de bajo grado mostré6 mutaciones en el gen KRAS. Todas ellas fueron tipo
missense siendo la mas frecuente c.G35A (p.G12D). Ademas, el porcentaje de tumores
con mutaciones en KRAS fue menor en el grupo de tumores endometrioides grado 1 que
en el de grado 2 (tabla 46), lo que apoya las teorias que afirman que la progresion de los
tumores endometrioides hacia un mayor grado se acompafia de mutaciones en el gen

KRAS entre otras™.

De los 9 de carcinomas endometrioides de bajo grado que mostraron el gen KRAS
mutado pudimos estudiar la MSI en 5 (casos 15, 45, 54, 65 y 68) y analizamos también la
presencia de mutaciones en otros genes relacionados con el desarrollo del carcinoma de

endometrio esporadico (tabla 68).
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Tabla 68: Relacion de alteraciones genéticas en los tumores endometrioides de bajo grado con
mutaciones en el gen KRAS. Met.: metilacién; Exp.: expresiéon; ND: no determinado; E1l: carcinoma
endometrioide grado 1; E2: carcinoma endometrioide grado 2.

Tipo OTROS FACTORES

Casos de KRAS PTEN MSI Met. Met. Met. Exp. Exp. Exp.
tumor ARIBIA CTNNBL | vips | nwmsH2 | hmsHs | HDACL | HDAC2 | HDAC3

15 E2 p.Gl2v MSS ; ; : si si si

28 E2 p.G12Vv ND : : - si si si

34 El p.G12D ND p.G34R + + - No No No

35 El p.G13D | p.R233X (H) ND | p.Q758fsx75 + ; + si si si

— - P.Q5A6ISX72 - - - -

45 E2 p.G12D Traslocacion? MSI-L b.R1528X + + Si Si Si

54 E2 p.G12D | p.N323fsX1 | MSI-H + ] + si No si

p.R130G/ ] ] ] - -

60 E2 p.G12D D LA0L ND p.R1446X si No si

65 El p.G12v | Ivse+1G>A | Mss - - - si No si

. p.S37F - -
68 El p.G13D msi-L | pTiassisxe | POCTC + si Si Si

Nuestros resultados muestran que en los carcinomas endometrioides de bajo grado las
mutaciones en el gen KRAS no siempre se acompafian de mutaciones en el gen PTEN y
de MSI, pudiéndose tratar de un evento mas temprano en el proceso del desarrollo
tumoral y desencadenante del tumor. Esto apoya algunos estudios recientes en los que se
ha descrito que tan sdélo el 50% de los tumores con mutaciones en el gen KRAS muestran
el gen PTEN mutado, un 14%, MSI-H y otro 14%, MSS*?. Sin embargo, refutan la teoria
mantenida por otros autores que defienden que las mutaciones en el gen KRAS aparecen
en etapas tempranas de la tumorigénesis pero nunca son el evento desencadenante del
proceso. Aquellos casos en los que hay coexistencia de mutaciones en los genes PTEN y
KRAS''% nodrian ser tratados con terapias combinadas que actuasen sobre las dos
rutas afectadas. No detectamos ningln tumor con mutaciones concomitantes en los genes
KRAS y BRAF, lo cual ha sido descrito por otros autores que sostienen la teoria de que

mutaciones en ambos genes son excluyentes**®.

Por otra parte, detectamos que las mutaciones en el gen KRAS aparecen acompafiadas
con frecuencia de alteraciones epigenéticas como la metilacion de los genes MMR y/o la
ausencia de expresién de alguna de las histonas desacetilasas, especialmente de la
proteina HDAC?2. Por tanto, segun lo observado en nuestro estudio, las mutaciones en el
gen KRAS podrian producirse en etapas tempranas de la tumorigénesis asociadas a

alteraciones epigenéticas que colaborarian en el proceso de desarrollo tumoral.

A fin de completar el analisis de la ruta RAS-RAF-MEK-ERK, seria interesante el estudio
de otros factores implicados en la desregulacion de la misma cuyas alteraciones han sido
asociadas a los carcinomas endometrioides, como por ejemplo las proteinas RASSF1A,
RASSF2A, hDAB2IP, BLU, SPROUTY-2 y RSK4 en las que la principal causa de la
pérdida de su expresion es la metilacion de los promotores de los genes que las

codifican*3*4%¢,

Las mutaciones en el gen CTNBB1, al igual que en KRAS, se han descrito en etapas

tempranas de la tumorigénesis y constituyen otro de los factores que participa en la
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adquisiciéon de un mayor grado tumoral*****®

. En nuestro trabajo hemos observado que un
18% de los carcinomas endometrioides de bajo grado presentan mutaciones en el gen

CTNNBL, valor similar al observado en otros estudios en este tipo de tumores®”.

De los 10 tumores endometrioides de bajo grado con mutacion en CTNNB1 sélo se
obtuvo sangre periférica de 4 de ellos (casos 41, 50, 68 y 69) (tabla 69).
Tabla 69: Relacion de alteraciones genéticas en los tumores endometrioides de bajo grado con

mutaciones en el gen CTNNB1. Met.: metilacion; Exp.: expresidon; ND: no determinado; E1l: carcinoma
endometrioide grado 1; E2: carcinoma endometrioide grado 2.

e OTROS FACTORES
casos tuifor cTNEet FTEN M ARIDIA PIEER || RS hmtﬁl hmgtﬁz hmgtﬁe HE),(APG HED);p(':z HE);(ApéS
4 E1 p.D32N p'nglfi"z‘g%llx ND + + - si si si
10 E1 p.S37F p;ﬁggéz ND p.M1043V - - - si si si
12 E1 p.T41A 'Efflsaf%z ND p.NL1044K + + : No si No
22 E2 p.G34R Ejgigﬁﬁ ND | p.E2250fsX27 | p.H1047R - . . si si si
31 E1 p.S37F p.D300fsX6 ND p.Q450X p.H1047R ; . + No No si
34 El p.G34R === ND === === p.G12D + + - No No No
M E1 p.S33C MSS p.E1783X + + + si si si
50 E1 p.S37F MSS p.T1025A - - - No No si
56 E2 p.S45F S:Eiggi ND . : : si si si
68 E1 ‘f_ggzg MSI-L | p.T1438fsX6 p.G13D + - - si si si
69 E2 p.S37F MSI-L | p.w2091X - ! + si si si

Sin poder obtener resultados concluyentes a la hora de analizar si mutaciones en
CTNNB1 se asocian con inestabilidad de microsatélites, si podemos afirmar que las
mutaciones en el gen CTNNB1 se acompafan principalmente de alteraciones en los genes
PTEN y PIK3CA. Ademas, fueron frecuentes las mutaciones en el gen ARID1A incluso
cuando PTEN o PIK3CA no aparecian alterados. Las modificaciones epigenéticas también
fueron frecuentes pero no guardaron relacion con el grado del tumor ni con el nUmero de

genes mutados.

Por tanto, las mutaciones en el gen CTNNB1 tendrian lugar en estadios mas tardios de
la tumorigénesis y acompafarian principalmente a mutaciones en los genes PTEN,
PIK3CA y ARID1A.

El gen TP53 mostré mutaciones en un 11% de los tumores analizados en nuestro
trabajo, porcentaje de incidencia similar al observado en otros estudios para los

carcinomas de bajo grad054.

Cuatro de los seis tumores que mostraron el gen TP53 mutado mostraron mutaciones en

otros genes, principalmente en PTEN y ARID1A (tabla 70).
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Tabla 70: Relacion de alteraciones genéticas en los tumores endometrioides de bajo grado con
mutaciones en el gen TP53. Met.: metilacién; Exp.: expresién; ND: no determinado; E1l: carcinoma
endometrioide grado 1; E2: carcinoma endometrioide grado 2.

e OTROS FACTORES
Casos de TP53 Met. Met. Met. EXp. EXp. Exp.
tumor PtE PAPEIRIV ARIIA BRAP MSI | pmiks | nmshz | hvske | HDACL | HDAC2 | HDAC3
26 E2 | p.R248Q | p.Ci3sfsxi p.Q1334_R1335dupQ ND : : : si si si
48 El | p.G266R | p.R335X p.P179R p.Q1614sX20 ND - + + si si si
57 E2 | p.p151S ND + + : si No si
62 E2 | p.A223D ND : : : si si si
73 El | p.R248Q p.G469A | ND . R + si No si
: PLL757s%4 ) ) )
2| P . - B R R
79 E1 p.C135Y | Traslocacion? p.E1864fsX35 MSI-H + Si Si Si

Por otro lado, 6 carcinomas endometrioides de bajo (10%) no mostraron ninguna
mutacion en los genes analizados en nuestro trabajo. En ellos se observaron alteraciones
epigenéticas como la metilaciéon del gen hMLH1 o la ausencia de expresion de la proteina
HDAC2 (anexo 6); sin embargo, todo proceso tumoral conlleva una acumulacién de
cambios genéticos y epigenéticos que alteran el mecanismo de la célula y facilitan su
perpetuacion, convirtiéndola finalmente en célula tumoral. Las alteraciones en los
procesos epigenéticos participan en la tumorigénesis pero no constituyen el origen de la
misma®?®, sin tener claro si son causa o consecuencia del proceso tumoral. Por tanto, los
tumores en los que no observamos mutaciones en los genes estudiados en nuestro
trabajo, pueden presentar otro tipo de alteraciones como grandes reordenamientos o
pérdidas de heterocigosidad o mostrar alteradas otras rutas o genes no estudiados en
nuestro trabajo y caracterizados recientemente como factores implicados en el desarrollo

del carcinoma endometrioide.

Nos referimos por ejemplo a los genes PIK3R1 y PIK3R2, mutados en un 20-43% y 5%

41437 - codifican las

de las casos respectivamente segln lo descrito en otros trabajos
isoformas a y [, respectivamente, de la subunidad reguladora del complejo PI3K: p85. Se
unen a proteinas tirosin-kinasas a través del dominio SH2 y median la asociacion entre la
subunidad catalitica p100 y la membrana plasmatica. Mutaciones en ambas isoformas
producen una ganancia de funciéon que mantiene a la proteina PI3K unida a la membrana
plasmética llevando a cabo, de forma permanente, la formacion de PIP3 y por tanto
manteniendo activada la ruta de sefalizacion*’. Se ha descrito que las mutaciones en el
gen PIK3R1 aparecen en estadios tempranos del tumor y no coexisten con mutaciones en
el gen PIK3CA™ con lo cual, de demostrar que aparecen en tan elevado porcentaje, se
podrian incluir en el estudio de los carcinomas endometrioides de bajo grado al mismo

nivel que PTEN y ARID1A.

Por ultimo, segun nuestros resultados, HDAC2 no se expresa en un elevado namero de
tumores endometrioides de bajo grado, seguida de las proteinas HDAC1 y HDAC3. Estas
diferencias se mantienen en los carcinomas endometrioides de grado 1 pero no en los
carcinomas endometrioides de grado 2 en los que la expresiéon de HDAC1 y de HDAC3
aparece ausente en un mismo porcentaje de tumores (tabla 54). Los carcinomas

endometrioides de grado 2 también mostraron un ndmero menor de tumores con
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disminucion de la expresién de las tres HDACs e incluso de tumores en los que existia

ausencia de expresion de dos de ellas.

Estos resultados difieren de lo observado en otros trabajos ya que, como ya hemos
comentado anteriormente, la proteina HDAC1l ha sido descrita como la histona
desacetilasa mas alterada en los carcinomas endometrioides y tanto su sobreexpresion
como la ausencia de ella son indicativos de mal prondstico y menor supervivencia de las

pacientes®'132,

Los carcinomas endometricides de bajo grado no son tumores que
presenten una alta malignidad y el prondéstico de las pacientes suele ser favorable. Por
tanto cobra sentido que la expresion de la proteina HDACL1 se encuentre alterada en un

bajo porcentaje de tumores.

Por tanto, segun lo observado en nuestro trabajo, los carcinomas endometrioides de bajo
grado presentan mutaciones principalmente en los genes PTEN, ARID1A, PIK3CA,
CTNNB1 y KRAS acompafiadas de MSI, metilacion del gen hMLH1 y ausencia de
expresion de la proteina HDAC2. Ademas, nuestros resultados sugieren que las
mutaciones en los genes PTEN y KRAS, la MSI y la metilacion del gen hMLH1 son
eventos tempranos en el desarrollo tumoral sucedidos por mutaciones en los genes
ARID1A, PIK3CA y CTNNBL1 (figura 113).

Endometrioides:
grado 3

Endometrioides Endometrioides:

grado1 grado 2

NE HDACT, 1
NE HDAC3 y !
met. hMSH2 CTNNFI

i
|
NE HDAC2'y '
met. hMSHE i

MSI

'
I
]
i
]
'
1
!

'
T
'
i
]
i

ARIDIA } TP53  PPP2RIA
KRAS PIK3CA ! i

PTEN
met. h(MLH1

Figura 113: Variaciones observadas en las alteraciones genéticas y epigenéticas analizadas en nuestro
trabajo con el aumento del grado del carcinoma endometrioide. El tamafio de letra utilizado se
correlaciona con el grado incidencia de la alteracién. Met.: metilacién; NE: no expresion.
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4.2 ADENOCARCINOMAS ENDOMETRIOIDES DE ALTO GRADO

Los carcinomas endometrioides de grado 3 han sido definidos desde un punto de vista
histolégico como tumores endometriocides con mas de un 50% de componente sdlido
glandular®®. Al presentar un comportamiento clinico similar al de los carcinomas no

endometrioides*?®**°

y poder coexistir con los carcinomas serosos, muchos autores han
considerado que ambos tipos de tumor comparten las mismas caracteristicas moleculares.
Sin embargo, se ha comprobado que los carcinomas endometrioides de grado 3 poseen
un pronéstico mas favorable y caracteristicas moleculares que difieren con respecto a las
de los carcinomas serosos. A pesar de ello, la informacién acerca de las alteraciones
moleculares asociadas al carcinoma endometrioide de grado 3 es limitada y no se ha

establecido un perfil molecular que las caracterice.

En nuestro estudio analizamos 8 muestras de carcinoma endometrioide de grado 3 (tabla
71).

Tabla 71: Relacion de alteraciones genéticas en los tumores endometrioides de alto grado estudiados en
nuestro trabajo. Met.: metilacion; Exp.: expresion; ND: no determinado; E3: carcinoma endometrioide
grado 3.

ALTERACIONES PRESENTADAS

Met. Met. Met. Exp.
PTEN TP53 CDKN2A  PPP2RIA ARIDIA PIK3CA KRAS MSI VIR e A e
- p.R110C p.A73T - - p.R992X - ND - - - si
p.Y176fsX2 = - — p.S337fsX143 - - ND a o - si
p.P248fsX5 - - - - - p.G12v ND + - B S
p-R130Q
pRUZW  pRL7SC — pRASQ p.G154D S'Eggiﬁ - MSHL + . + si
p.R173Y !
— - - — p.P146sX253 - p.G13D ND + - . si
p.R130Q - - - - - — ND + - - Si
pp('gsglffszfz - - - p.N1081fsX11 - p.G12A MSI-H - - . Si
%'%882( - — - p.P2114fsX20  pMI1043V  pGl2D ND + = + si

En nuestro trabajo, PTEN fue el gen que aparecié6 mutado en un mayor nimero de
tumores endometrioides de grado 3 seguido de los genes ARID1A, KRAS y PIK3CA (tabla
46).

El porcentaje de carcinomas endometrioides de grado 3 que mostraron los genes PTEN
y PIK3CA mutados fue mayor que en los carcinomas endometrioides de bajo grado pero
sin mostrar diferencias significativas (tablas 46 y 61). Algunos autores han llegado a
observar en este tipo de tumores una incidencia de mutaciones en los genes PTEN y
PIK3CA de hasta un 90% y un 57% respectivamente. Nuestros resultados discrepan de lo
descrito principalmente en el gen PIK3CA pero, como hemos comentado anteriormente,
estas diferencias puede deberse a la baja sensibilidad de la técnica que utilizamos para la

deteccibn de mutaciones en este gen (CSGE-Heteroduplex), al mayor numero de
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muestras analizadas en otros trabajos o al estudio de los exones 1 al 7 del gen PIK3CA en

los que también se han observado mutaciones patogénicas con elevada frecuencia®*%*.

Tan s6lo obtuvimos muestras de sangre periférica de dos pacientes (casos 52 y 80), lo
gue no nos permiti6 establecer correlaciones entre la MSI y alteraciones en el sistema
MMR. No obstante, observamos que el gen hMLH1, al igual que ocurria en los carcinomas
endometrioides de bajo grado, fue el componente del sistema MMR que aparecié metilado
en un mayor porcentaje de tumores, superior al presentado por los carcinomas
endometrioides de bajo grado pero sin mostrar diferencias significativas al comparar
ambos grupos (tablas 46 y 61). Sin embargo, de nuevo no observamos asociacion entre la
metilaciéon de los genes implicados en el sistema MMR y la ausencia de expresion de sus

proteinas

Nuestros resultados mostraron que la relacién entre mutaciones en el gen PTEN y la
metilacion de los genes MMR observada en los carcinomas endometrioides de bajo grado,
se mantuvo en los carcinomas endometrioides de grado 3. Un 67% de los tumores que
mostraron el gen PTEN mutado, presentaron metilado como minimo el gen hMLHL1.
Unificando estos datos con los observados en los endometrioides de bajo grado,
obtendriamos que un 61% de los carcinoma endometrioides con mutaciones en el gen
PTEN presentan metilaciéon en sus genes reparadores, y en concreto, un 55% en el gen
hMLH1.

El gen KRAS apareci6 alterado en un elevado porcentaje de carcinomas endometrioides
de grado 3 (50%), superando a los porcentajes descritos por otros autores™ y lo
observado en nuestro trabajo en los carcinomas endometrioides de bajo grado. Las
diferencias al comparar ambos grupos fueron significativas (tablas 46 y 61). Esta elevada
incidencia de mutaciones en el gen KRAS coincide con la ausencia de mutaciones en los
genes BRAF y CTNNB1 en este grupo ya que las mutaciones en el gen KRAS y en los

genes BRAF y CTNNB1 parecen son excluyentes*'®*%,

Por otra parte, las mutaciones en los genes TP53 y PPP2R1A aparecieron en un
porcentaje mayor que en el grupo de los carcinomas endometrioides de bajo grado sin
presentar diferencias significativas entre ambos grupos (tablas 46 y 61), y similar al

4254 | as alteraciones en estos

detectado en otros trabajos para este subtipo histologico
dos genes se encuentran principalmente en carcinomas no endometrioides y es esta una
de las principales caracteristicas que diferencian a los carcinomas endometrioides de
grado 3 de los carcinomas endometrioides de bajo grado invalidando el modelo dualistico
propuesto por Bokhman et al. en el cual los carcinomas endometrioides de grado 3 eran
incluidos en el grupo de los carcinomas endometrioides aln presentando caracteristicas

diferentes’.

Finalmente, en nuestro estudio observamos expresion de las tres proteinas HDACs en

un mayor nimero de tumores que en el grupo de los carcinomas endometrioides de bajo
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grado. La histona desacetilasa cuya expresidn se observd ausente en un mayor nimero
de carcinomas endometrioides de grado 3, fue HDAC2 al igual que en el grupo de los

carcinomas endometrioides.

Por tanto, nuestros resultados muestran que los carcinomas endometrioides de grado 3
presentan principalmente alterados los genes PTEN, ARID1A, KRAS, PIK3CA, TP53 y
PPP2R1A (de mayor a menor incidencia de mutaciones) acompafiadas de MSI, metilacion
del gen hMLH1 y ausencia de expresién de la proteina HDAC2. Al unificar estos
resultados con los obtenidos en los carcinomas endometrioides de bajo grado se observa
con el aumento de grado un aumento en la incidencia de mutaciones en los citados genes
y de la metilacién del gen hMLH1 y una disminucién en el porcentaje de tumores con el
gen CTNNB1 alterado, con metilacion en el gen hMSH2 y con ausencia de expresién en
las proteinas HDAC1 y HDACS3. El porcentaje de tumores con ausencia de expresion de la
proteina HDAC2, con metilaciéon en el gen hMSH6 y de pacientes con MSI no varia de

unos grados a otros (figura 113).

4.3 ADENOCARCINOMAS SEROSOS

El adenocarcinoma seroso representa un 10% de los tumores uterinos y se trata de un
tumor de alto grado con mal prondstico y con tendencia a la infiltracién vascular. Aparece
precedido de pdlipos endometriales o atrofia endometrial y, por tanto, se suele detectar en
estadios avanzados. Debido a esto, es comun la apariciéon de metastasis convirtiéndolo en

uno de los tumores uterinos més agresivos y dificiles de controlar?’.

Nuestra cohorte conté con 8 carcinomas tipo seroso de los cuales el 50% presenté
mutaciones patogénicas en el gen TP53. Estos resultados coinciden con lo expuesto en
otros trabajos en los cuales la incidencia de mutaciones patogénicas en dicho gen en los

carcinomas serosos se sitlia entre el 50% y el 90%*#120185189191 (1|5 72).

Tabla 72: Relacion de alteraciones genéticas en los carcinomas tipo seroso con mutaciones en el gen
TP53. Met.: metilacion; Exp.: expresion; ND: no determinado; Ser.: carcinoma tipo seroso.

Tipo OTROS FACTORES

coses Tudnfor 1 FAPARIVS ST 8 || i s Lueis | o | Lo || i
19 Ser - - ND - - - No Si No

20(H) | ser. | p.R273H ND - - - si si si
25 Ser. - - MSI-H + + + No Si No
29 Ser. | p.G248Q p.S256T ND - - - si si si
32 Ser. p.V274A - - ND + - + Si Si Si
49 Ser. p.P179R p.S37F MSS - - - No No Si
59 Ser. p.P179R --- ND - - + Si Si Si
70 Ser. S:g%g: p.P179R MSI-L - - . si No si

Por otro lado, observamos que el gen PPP2R1A apareci6 mutado en un 50% de los

tumores tipo seroso estudiados, ajustandose también a lo descrito por otros autores en
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51,54,210

estudios recientes . Fue frecuente la coexistencia con mutaciones en el gen TP53 y

tan s6lo uno de los tumores mostrg alteraciones en otro gen, CTNNBL1.

En nuestro trabajo no observamos mutaciones en los genes CDH1l y CDKN2A,
comunmente relacionados con el desarrollo de carcinomas no endometrioides. Numerosos
estudios han descrito una frecuente disminucion o ausencia de expresion de la proteina E-
cadherina en los carcinomas de endometrio tipo seroso y de células claras. Sin embargo,
se ha observado que dicha alteraciéon no se corresponde con la tasa de mutaciones en el
gen CDH1. El mecanismo que lo origina no se ha esclarecido aunque se piensa que
puede deberse a pérdidas de heterocigosidad del gen o a un silenciamiento del mismo via

139,141,142

metilacion del promotor . De igual manera, la expresiéon de la proteina p16 también

aparece alterada con elevada frecuencia en los carcinomas serosos Yy, especialmente, en

27,202-206

los de tipo seroso papilar . Su disminuciéon o pérdida se asocia a tumores mas

agresivos y de peor pronostico y su origen se atribuye principalmente a deleciones

202204 por estos motivos, no

homocigotas e hipermetilaciéon del promotor del gen CDKN2A
resulta inusual que en nuestro trabajo no hayamos observado mutaciones en ninguno de

los dos genes.

Dos de los carcinomas tipo seroso incluidos en nuestro estudio (casos 19 y 25) no
presentaron mutaciones en ninguno de los genes analizados. Existe la posibilidad de que
presenten alteraciones en otros genes asociados al desarrollo de los carcinomas de
endometrio tipo seroso. Por ejemplo, estudios recientes realizados mediante cDNA arrays
han mostrado que, en los carcinomas no endometrioides, existe una elevada
sobreexpresion de algunas proteinas implicadas en la regulacién del checkpoint durante la
mitosis. Es el caso de la proteina STK15, la cual se ha detectado amplificada en el 55.5%
de los carcinomas no endometrioides y ausente en todas las muestras de carcinoma

endometrioide analizadas*®®.

Asi mismo, la técnica de la secuenciacion masiva esta
identificando nuevos genes frecuentemente alterados en numerosos tipos de tumores,
incluidos los carcinomas de endometrio. Mediante secuenciacion exémica se ha
observado que el 36.5% de los carcinomas de endometrio serosos presentan mutado al
menos un gen implicado en la remodelacién de la cromatina y un 35% algin gen miembro
de complejos ubiquitin ligasa. Los genes mas frecuentemente mutados y por tanto de
recomendable estudio en futuros analisis moleculares, son CHD4 (17%), FBXW7 (29%) y
SPOP (8%). CHD4 codifica la unidad catalitica del complejo NuRD mientras que las
proteinas codificadas por los genes FBXW7 y SPOP, forman parte de complejos ubiquitin

Iigasasz.

Tan solo obtuvimos muestras de sangre periférica de tres pacientes (casos 25, 49 y 70)
y por tanto no pudimos establecer correlaciones entre la MSI y alteraciones en el sistema
MMR. No obstante, no detectamos una elevada frecuencia de metilacion en los

promotores de los genes MMR (tabla 52) aunque, a diferencia de los carcinomas
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endometrioides, el gen MMR que aparecié metilado en un mayor namero de tumores tipo
seroso fue hMSH6.

Finalmente, nuestros resultados mostraron una ausencia de expresion de al menos una
de las proteinas HDAC analizadas en el 50% de los tumores tipo seroso. Ninguno de los
casos presentd ausencia de expresion de las tres proteinas y, a diferencia de lo
observado por nosotros en los carcinomas endometrioides, la histona desacetilasa que
mostré pérdida de expresién en un mayor nimero de tumores fue HDAC1, lo cual tiene
sentido si tenemos en cuenta que los carcinomas de endometrio tipo seroso son tumores
mas agresivos y de peor prondstico y la ausencia de expresion de la proteina HDAC1 ha
sido descrita como un indicativo de mal prondstico y menor supervivencia de las

pacientes®!3"3

Por tanto, los carcinomas serosos muestran un perfil molecular especifico del subtipo en
el que son frecuentes las mutaciones en los genes TP53 y PPP2R1A, acompafadas de
fenbmenos epigenéticos como la metilacion en el gen hMSH®6 y la ausencia de expresién
de la proteina HDACL1. Es poco comun la aparicion de mutaciones en el resto de genes
analizados en nuestro trabajo y seria conveniente la inclusion del estudio de nuevos
factores genéticos asi como la blusqueda de otro tipo de alteraciones (amplificaciones o
pérdidas de heterocigosidad) para un completo estudio de la patogénesis del tumor. Por
otra parte, el aumento del tamafio muestral y la obtencién de un mayor nimero de
muestras de sangre periférica, nos permitiria corroborar los hallazgos epigenéticos

observados en nuestro estudio y propios de este subtipo de tumor.

4.4 ADENOCARCINOMAS DE CELULAS CLARAS

El adenocarcinoma de células claras representa un 4% de los tumores uterinos y se trata
de un tumor de alto grado, con peor prondéstico que los carcinomas endometrioides pero

menos agresivo que los serosos en fases tempranas del desarrollo tumoral?®%,

Hasta el momento, los carcinomas de células claras han sido incluidos en la misma
categoria que los carcinomas serosos. El motivo ha sido principalmente el hecho de que
ambos sean tumores de alto grado con un comportamiento agresivo. Sin embargo, se ha
observado que no son equiparables debido a que exhiben caracteristicas clinicas,

inmunohistoquimicas y moleculares muy diferentes**®.

En nuestro estudio contamos con un caso de carcinoma de endometrio de células claras
(caso 30) (tabla 73).
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Tabla 73: Relacion de alteraciones presentes en el carcinoma de células claras estudiado en nuestro
trabajo. Met.: metilacion; Exp.: expresién; ND: no determinado; CC: carcinoma de células claras.

Tipo ALTERACIONES PRESENTADAS
Caso de Met. Met. Met. Exp. Exp. Exp.
tumor CIRIDEA (R MSI | yMLH1 | hMsH2 | hMSHE | HDACL | HDAC2 | HDAC3

30 cC p.G276fsX86 IVS3+5G>A ND - - - Si No No

Al no obtener la muestra de sangre periférica de la paciente, no pudimos comprobar si

se trataba de un carcinoma de endometrio asociado a Sindrome de Lynch.

Nuestros resultados no son extrapolables pero concuerdan con el hecho de que se haya
descrito que en un 35% de los carcinomas de endometrio de células claras aparezcan
mutaciones en los genes implicados en la remodelacion de cromatina y en los complejos
ubiquitin ligasa®. La proteina BAF250a, codificada por el gen ARID1A, forma parte del
complejo SWI/SNF implicado en la remodelacién de la cromatina dependiente de ATP y en
nuestro caso presenté una mutacién patogénica tipo frameshift descrita anteriormente por
otros autores®*’. En otros trabajos se ha observado una pérdida de expresion en un 26%
de los carcinomas de células claras, tasa que supera a la de los serosos (18%)340. Sin
embargo las mutaciones detectadas en el gen ARID1A en ambos subtipos son muy
escasas. Ademas, se han descrito otros genes candidatos asociados al carcinoma de
endometrio de células claras implicados de igual forma en la tumorigénesis de los
carcinomas serosos: FBXW7, mutado en un 13% de los casos; SPOP, en un 9%; y CHD4,

en un 4%°2.

En el carcinoma de endometrio de células claras también han sido descritas mutaciones
en el gen TP53, (9%)™* y pérdidas de expresiéon de la proteina E-cadherina debidas a
LOH en el gen CDH1'%%_ sin embargo, la presencia de una mutacién en el gen hMLH1
resulta un tanto inusual si se tiene en cuenta que en el carcinoma de endometrio

esporadico no es muy comun la aparicion de mutaciones en los genes MMR?°.

Con respecto a la ausencia de expresion de las histonas desacetilasas HDAC2 y
HDAC3, no se ha descrito nada al respecto. Tan sdlo se ha observado que la
sobreexpresion de las tres proteinas es mas frecuente en los tumores serosos y de

células claras que en los carcinomas endometrioides®.

4.5 ADENOCARCINOMAS MIXTOS

Los adenocarcinomas mixtos representan un 10% de los carcinomas endometriales. Son
tumores de alto grado y mal prondstico formados generalmente de una mezcla de

carcinoma de bajo y alto grado con diferenciacion endometrioide y no endometrioide®”.

Debido a su perfil heterogéneo, sus caracteristicas moleculares son muy variadas

dependiendo de su composicion.

207



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico
Discusion

En nuestro trabajo estudiamos dos muestras de carcinoma de endometrio mixto. En el
tumor 23, el 50% era componente endometrioide de grado 2 y el otro 50%, carcinoma de
células claras y seroso. El tumor 66 estaba formado por una mezcla de dos componentes

de alto grado: seroso y endometrioide 3.

Las caracteristicas que mostraron ambos casos se aproximan al perfil molecular

caracteristico de los carcinomas endometrioide (tabla 74).

Tabla 74: Relacién de alteraciones genéticas presentes en los carcinomas mixtos estudiados en nuestro
trabajo. Met.: metilacion; Exp.: expresion; ND: no determinado.

Tiio ALTERACIONES PRESENTADAS
Casos de Met. Met. Met. Exp. Exp. Exp.
tumor PtE ARIIA MRS MSI | MLHL | hmsH2 | nhmsHe | HDACL | HDAC2 | HDAC3
. p.EL779fsX3 ] ] - - ) ) )
23 Mixto p.R130G eriiieay] p.G13D | MSI-H Si Si Si
66 Mixto p.N106fsX5 ND ; . . si si si

El tumor 23 presenté un perfil molecular idéntico al descrito en nuestro trabajo en los
carcinomas endometrioides de bajo grado, en el que coexisten mutaciones en los genes
PTEN, ARID1A y KRAS acompafadas de inestabilidad de microsatélites. Este resultado
sugiere que en dicho caso, el componente endometrioide enmascara, molecularmente
hablando, al no endometrioide aunque las mutaciones en los genes KRAS y ARID1A

podrian ser aportadas, pero con menor probabilidad, por el componente seroso.

En el tumor 66 tan s6lo observamos una mutacion en el gen ARID1A, lo cual resulta
inusual al tratarse de un tumor formado por componentes de alto grado en los que la

frecuencia de aparicion de mutaciones es bastante elevada.

En ambos tumores seria conveniente ampliar el estudio de su perfil molecular
introduciendo el analisis de nuevos genes, como los ya mencionados, asociados al

desarrollo de carcinomas endometrioides y carcinomas de endometrio tipo seroso.

Por tanto, los carcinomas de endometrio mixtos son tumores de alto grado y mal
prondstico cuyas caracteristicas moleculares atienden a las propias de cada uno de sus
componentes. Para su caracterizacion seria conveniente realizar, en primer lugar, un
estudio anatomopatolégico y una vez descrita su composicién, analizar aquellos factores

moleculares asociados al desarrollo de los carcinomas que lo integran.

4.6 CARCINOSARCOMAS

Los carcinosarcomas o tumores Millerianos malignos mixtos constituyen la variante mas
frecuente del grupo de los sarcomas (50%) y son tumores formados por epitelio maligno
(generalmente adenocarcinoma endometrioide) y componente estromal. Representan un
5% de todos los carcinomas de endometrio y se postula que se desarrollan a partir de

células de carcinoma de endometrio que se diferencian a células mesenquimales. Este
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proceso requiere una pérdida de polaridad y contacto célula-célula acompafada una
reorganizacion en el citoesqueleto y expresién de marcadores mesenquimales adquiriendo

un fenotipo migratorio439.

A pesar de su similitud con el carcinoma endometrioide grado 3, se ha observado
variedad en su comportamiento clinico. Las pacientes que desarrollan carcinosacormas
presentan peor prondstico que las pacientes con carcinoma endometrioide de grado 3 con
una tasa de supervivencia de 5 afios en un 35% de los casos aproximadamente*®***,

Este hecho podria acompafiarse de diferencias a nivel molecular.

Nuestra cohorte conté con 12 muestras de carcinosarcoma, lo que representa un 14% de

los carcinomas de endometrio incluidos en nuestro trabajo y constituye un porcentaje mas

33439 sy composicion fue muy heterogénea y en

elevado que el descrito por otros autores
ocasiones no obtuvimos informacién acerca de las caracteristicas de sus componentes

(tabla 75).
Tabla 75: Relacion de alteraciones genéticas en los carcinosarcomas estudiados en nuestro trabajo y

las caracteristicas histolégicas de su componente epitelial. Met.: metilacién; Exp.: expresién; ND: no
determinado.

ALTERACIONES PRESENTADAS
Casos Com[_)or|1'erllte Met Met Met ExXp Exp Exp
epitelial . . . R R .
P PTEN TP53 ARID1A PIK3CA CTNNB1 MSI hMLHL hMSH2 hMSH6 HDAC1 HDAC2 HDAC3
- p.G889fsX2 ] ] ]
5 Endometrioide p.R172fsX5 p.D1850fsX32 ND + + + Si Si Si
11 ? p.S241F(LOH) ND - - - No Si No
16 Seroso p.C176fsX180 --- --- --- MSI-H - - - Si Si Si
24 Endometrioide - - - p.T41A ND - - + Si Si Sif
p.Q171H p.P153fsX179 . . . . . .
27 Seroso (H) p.P2785 ND Si Si Si
Py . p.11173fsX6 - - _ _ _ - i "
39 ? p.E256X p.02115X ND Si Si Si
Endometrioide . . .
46 grado 1 --- - p.M1043V --- ND - - + Si Si Si
53 Seroso p-N239D - --- - MSS + + + Si Si Si
58 Epidermoide p.R213X p.S1000Y p.M1043I --- ND - - - Si No Si
Endometrioide a
63 grado 3 p.344delK --- - --- --- ND - - + No No Si
81 Seroso --- --- --- --- ND - - - No No Si
84 E"dg"rrzggg'de p.W274X p.R249S p.D1850fsX32 ND + - + si No si

Los genes que aparecieron alterados en un mayor nimero de tumores fueron PTEN,
TP53 y ARID1A.

Atendiendo a las mutaciones halladas, observamos que todos los tumores con
componente endometrioide (casos 5, 24, 46, 63 y 84) presentaban mutaciones en los
genes asociados a carcinomas endometrioides PTEN, PIK3CA, ARID1A y CTNNB1. De
igual forma, todos los carcinosarcomas con componente seroso excepto uno (casos 16, 27
y 53 pero no el 81), presentaron mutaciones en el gen TP53, asociado a carcinoma tipo
seroso. Esta relacién ya ha sido descrita por otros autores que han propuesto la existencia
de dos tipos de carcinosarcomas: los carcinosarcomas con un patrén mutacional similar al

de los carcinomas endometrioides, con presencia de mutaciones en los genes ARID1A,
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PTEN, PIK3CA y KRAS, y los carcinosarcomas con un patron mutacional similar al de los

carcinomas serosos, con presencia de mutaciones en los genes TP53 y PPP2R1A>.

La muestra 58 era un carcinosarcoma con componente epidermoide con presencia de
mutaciones en los genes TP53, ARID1A y PIK3CA. La muestra 81 era un carcinosarcoma
con componente epitelial seroso y estroma de alto grado con ausencia de mutaciones en
todos los genes analizados, incluido PPP2R1A. Estos casos constituyeron dos
excepciones dentro del grupo de los carcinosarcomas. En el primero, el componente no
era un adenocarcinoma sino un carcinoma de células escamosas o epidermoide. Este tipo
de tumores son poco frecuentes y sus principales caracteristicas son su rapido
crecimiento, alto poder infiltrante, destruccién tisular local y su elevada capacidad
metastasica. Tal vez debido a su origen queratinocitico se trate de un tumor que cumpla
un patrén mutacional diferente al observado hasta el momento para los adenocarcinomas.
Se ha descrito que el gen PIK3CA aparece mutado en un 9% de los tumores epidermoides

de cabeza y cuello**?.

El caso 81 no mostré ninguna mutacién. Su componente epitelial es carcinoma tipo
seroso y, por tanto, seria conveniente el estudio de otros genes implicados en el
desarrollo de los carcinomas de endometrio tipo seroso como STK15, CHD4, FBXW7 y
SPOP®?. Por tanto, dado gue las caracteristicas moleculares de los carcinosarcomas
parecen depender de las que presenta su elemento epitelial, seria conveniente el estudio
de estos genes en el tumor 81 a fin de buscar otros mecanismos alterados que puedan

estar implicados en su desarrollo.

Por otro lado, no obtuvimos informacién acerca del componente epitelial de los tumores
11 y 39; sin embargo, el perfil molecular que presentan sugiere la presencia de
componente seroso en el caso 11 y de componente endometrioide en el caso 39 por las
razones ya expuestas, aunque seria necesario el analisis de mas genes implicados en el
desarrollo de ambos subtipos histolégicos para poder obtener unos resultados

concluyentes.

El numero de mutaciones observadas en los carcinosarcomas estudiados en nuestro
trabajo no fue muy elevado, siendo frecuente la apariciéon de tan sélo una mutacion. Estos
resultados se ajustan a lo descrito por otros autores**® pero discrepan de lo observado en
trabajos posteriores realizados mediante secuenciacion exémica, en los que la frecuencia

de mutaciones en los carcinosarcomas fue moderada®”.

Tan sélo obtuvimos muestras de sangre periférica de dos pacientes (casos 16 y 53) y por
tanto no pudimos establecer correlaciones entre la MSI y alteraciones en el sistema MMR
aunque observamos que el caso 16, mostré una elevada MSI que podria ser consecuencia

de la delecion completa observada en el hMLH1.
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Al igual que lo observado en los carcinomas de endometrio tipo seroso analizados en
nuestro trabajo, hMSH6 fue el gen MMR que se mostr6 metilado en un mayor namero de
carcinosarcomas. Si diferenciamos dos grupos segun el tipo de componente epitelial, en el
grupo de los carcinosarcomas con componente endometrioide el gen hMSH6 sigue siendo
el gen metilado en un mayor nimero de muestras. De los 4 casos que presentaban
componente seroso, tan sélo uno de ellos mostraba metilacion y lo hacia en los tres

genes.

Por otra parte, la histona desacetilasa que mostré pérdida de expresiéon en un mayor
nimero de los carcinosarcomas estudiados fue HDAC2, seguida de HDAC1 y HDAC3, lo
que corresponde a un patrén similar al presentado por los carcinomas endometrioides. Al
dividir segun el tipo de componente epitelial, los que contenian elemento endometrioide
mostraron principalmente ausencia de la proteina HDAC2 mientras que tan sélo un
carcinosarcoma con componente seroso presentd pérdida de expresion de las proteinas
HDAC1 y HDAC2.

Por tanto, de acuerdo con los resultados observados en nuestro trabajo, los
carcinosarcomas presentan un perfil mutacional correspondiente al del componente
epitelial que lo conforma mientras que las alteraciones epigenéticas no se ajustan a
ningun patron histologico. Al ser tumores en constante proceso de transformacion, podrian
estar sometidos a continuos cambios en su mecanismo epigenético ya que su evolucién
de células epiteliales a células mesenquimales requiere una activacion y silenciamiento

continuo de la transcripcion génica (figura 114).
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Figura 114: Representacion de las alteraciones moleculares asociadas a los carcinosarcomas de
endometrio dependiendo de las caracteristicas histolégicas de sus componentes. El tamafio de letra
utilizado se correlaciona con el grado incidencia de la alteracion. MET.: metilacién; NE: no expresién.

A la vista de nuestros resultados, la clasificacién mas adecuada para la determinacion de
perfiles moleculares en el carcinoma de endometrio esporadico es aquella que tiene en
cuenta las caracteristicas moleculares especificas de cada subtipo histoloégico. Las
clasificaciones segun criterios clinico-patologicos y grados histolégicos resultan poco
especificas e incorrectas ya que agrupan tipos de tumores que difieren tanto en su perfil

genético como epigenético. La clasificacion segin los subtipos histolégicos resulta mas
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concreta y permite obtener informacién mas detallada acerca del perfil molecular de cada

tumor, facilitando asi la busqueda de tratamientos mas adecuados.

Las nuevas técnicas moleculares permiten el estudio de un mayor nimero de factores
implicados en la tumorigénesis. Para poder encontrar terapias mas eficaces que combatan
el desarrollo tumoral, es primordial el conocimiento de aquellos procesos que se
encuentran alterados; estudios recientes, realizados mediante analisis gendmicos y
proteémicos, han propuesto una clasificacion diferente a las expuestas en nuestro trabajo
en la cual los carcinomas de endometrio esporadico se dividen en cuatro grupos: los que
presentan una alta incidencia de mutaciones en el gen POLE, los que muestran una alta
inestabilidad de microsatélites, los carcinomas de endometrio con una baja incidencia de

444 | os futuros

SCNAs y los carcinomas de endometrio con una alta incidencia de SCNAs
estudios se centraran en la optimizacién de dicha clasificacion comprobando a su vez la
utilidad de la misma a la hora de buscar tratamientos especificos para los diferentes tipos

de carcinoma de endometrio esporadico.

5. ANALISIS DE Los TELOMEROS EN CARCINOMAS DE

ENDOMETRIO ESPORADICO

Los teldmeros son regiones de DNA no codificante situados en los extremos de los
cromosomas eucariotas y formados por repeticiones en tandem de secuencias cortas de
nucleétidos. Su principal funciéon es el mantenimiento de la integridad y la estabilidad
genomica®*3**,

En cada ciclo de division celular, el mecanismo de replicacién de la célula no es capaz
de completar la replicacion de los telé6meros y se produce un acortamiento de los mismos
correspondiente al fragmento de Okazaki. En las células somaticas, donde no existe un
mecanismo de mantenimiento de la longitud telomérica, los telé6meros se acortan hasta
alcanzar un tamafo critico (2.5 kb) en el que el cromosoma pierde su protecciéon y las

células entran en estado de senescencia muriendo finalmente por apoptosi5351.

Este
proceso se considera un mecanismo de supresion tumoral ya que evita la inmortalizacién

de las células.

La telomerasa es un complejo enzimatico formado por tres componentes principales:

TERT con actividad transcriptasa inversa, TERC, un acido ribonucleico y DKC1 que actla

361,362

como proteina auxiliar . Su funcioén principal es la de llevar a cabo el alargamiento de

los telémeros en las células germinales®® y en los tejidos en desarrollo®?®

aunque se ha
comprobado que también esta presente en las células endometriales®>*, la capa basal de

la epidermis355 y el sistema hematopoyéticoaSG.
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En las células tumorales, se ha observado que la telomerasa es sobreexpresada, lo que
da lugar a una reversién del proceso de acortamiento y las convierte en células

inmortales®®®

. Sin embargo, existe una gran controversia debido a que en algunos tumores
no se ha observado relacién entre la longitud de los telémeros y la actividad telomerasa.
En algunos tipos de tumores ginecologicos, como el cancer de mama, el cancer de ovario,
el carcinoma de endometrio y el cancer de cérvix, el estadio de la enfermedad no parece
asociarse a la longitud telomérica a pesar de que la actividad de la telomerasa se ve
incrementada progresivamente desde el estadio 1 al 3 del desarrollo tumoral. Una vez

tratado con quimioterapia, la actividad de la telomerasa disminuye*"*3"2,

En nuestro estudio analizamos la relacion entre la longitud telomérica y los diferentes
tipos de tumor, grados y subtipos histologicos. El grupo de tumores de endometrio de

células claras fue apartado del estudio ya que contaba con tan sélo una muestra.

Al comparar los tres grados tumorales, independientemente del subtipo histolégico,
observamos que las longitudes de los telémeros no diferian de forma significativa entre los

diferentes grupos.

Los grupos de los carcinomas endometrioides de grado 1 y grado 2 mostraron
longitudes teloméricas medias similares; sin embargo, el grupo de los carcinomas
endometrioides de grado 3 mostré una longitud telomérica media muy inferior a la de los
otros dos grupos aunque no llegé a alcanzar significacién estadistica. Este hecho podria
sugerir que el aumento del grado del tumor endometrioide se asocia a un silenciamiento
de la telomerasa en vez de a una sobreexpresion y, por tanto, a una mayor inestabilidad
cromosdmica que concordaria con su mayor agresividad y peor prondstico. Las
caracteristicas moleculares de los carcinomas endometrioides de grado 3 son intermedias
entre las de los carcinomas endometrioides de bajo grado y las de los carcinomas tipo
seroso. Sin embargo, en ambos casos su longitud telomérica fue inferior a pesar de que

los carcinomas tipo seroso también son tumores de alto grado.

Algunos autores han elaborado la teoria de la sobreactivacion de la telomerasa asociada

a la presencia de telomeros més largos y a una mayor supervivencia celular®®®

. Segun
esto, podriamos pensar que los carcinomas no endometrioides deberian presentar
teldomeros mas largos; sin embargo, se ha descrito un acortamiento telomérico en los
carcinomas no endometrioides cuando existe la inactivacion de al menos uno de los alelos
de TP53. Experimentos realizados en ratones han mostrado que cuando se inactivan los
dos alelos del gen PTEN se desarrollan carcinomas endometrioides**®; sin embargo, la
inactivacion de uno de los dos alelos del gen TP53 no produce desarrollo de tumores no
endometrioides**® por lo que es necesaria la participacién de mas factores que den lugar a
dicho desarrollo. Como la principal funcién de los teloémeros es el mantenimiento de la
estabilidad cromosomica y ésta se ve altamente alterada en los procesos tumorales*’, se

ha propuesto el acortamiento telomérico, y la consecuente desproteccion de los
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telémeros, como otro de los factores desencadenantes de la tumorigénesis en los

carcinomas no endometrioides**®

. En nuestro estudio observamos longitudes teloméricas
medias similares en los carcinomas endometrioides y en los no endometrioides. Por tanto

nuestros resultados no apoyan dicha teoria.

Los carcinomas mixtos son tumores compuestos por componentes tipo endometrioide y
no endometrioide. En nuestro trabajo mostraron una longitud telomérica relativa media

inferior a la del resto de grupos a excepcion de los endometrioides grado 3.

Por otra parte, los carcinosarcomas, pudiéndose clasificar como los carcinomas de
endometrio mas agresivos y de peor pronostico, no mostraron diferencias significativas en
su longitud telomérica en comparacion con el resto de grupos. De hecho su longitud
telomérica media fue idéntica al grupo con el que podria mostrar mas diferencias: los

carcinomas endometrioides grado 1.

Por tanto, nuestros resultados muestran la ausencia de diferencias entre la longitud
media relativa de los telémeros de los carcinomas endometrioides y los no endometrioides
al igual que cuando comparamos los diferentes grados tumorales. Al segmentar la
muestra por subgrupos histolégicos tampoco se observan diferencias significativas aunque
se advierte una longitud telomérica menor en los grupos de los carcinomas

endometrioides de grado 3y en el grupo de los carcinomas mixtos.

El DNA telomérico (tDNA) se encuentra formando dos hebras desiguales. La hebra en
sentido 5-3’se denomina hebra G debido al alto porcentaje de Guninas contenidas
mientras que la hebra 3°-5" se encuentra enriquecida en Citosinas. La hebra G en su
extremo no se encuentra apareada con la otra hebra dando lugar a un segmento
monofibrilar que constituye el extremo 5° del cromosoma. Adopta una estructura
secundaria en forma de lazo que es estabilizada por proteinas especificas como POT1,
TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, TNKS2 o Tpp134346:347.348.449.450

Diversos estudios han analizado polimorfismos contenidos en las proteinas POT1, TNKS2,
TERF1, TERF2 y TERT y su posible implicacion en una menor proteccion de los extremos
teloméricos y por tanto en una mayor degradacién de los mismos. Tan sélo se ha hallado una
minima relacién con los polimorfismos rs2736122 (TERT) y rs12412538 (TNKS2)™'. Sin
embargo, se limitan a analizar el riesgo existente a desarrollar carcinoma de endometrio, sin
diferenciar subtipo ni grado de malignidad. En nuestro trabajo hemos analizado dos
polimorfismos asociados a un mayor acortamiento telomérico y consecuente pérdida de la
estabilidad cromosomica: TERT-1327C>T y TERC-63G>A. En concreto, los alelos C y G,
respectivamente, han sido relacionados con una menor actividad de la enzima telomerasa

debido a una disminucion en la actividad promotora cuando éstos estaban presentes395’396. E

n
nuestro estudio analizamos las diferencias existentes en la distribucién de los genotipos segin
los tipos establecidos por la clasificacion clinico-patoldgica y los grados y subtipos histologicos.

Tan solo observamos diferencias significativas en la distribucion de genotipos en el
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polimorfismo TERT-1327C>T cuando comparamos todos los subgrupos contenidos en cada
clasificaciébn seglin las caracteristicas clinico-patoldgicas e histoldgicas. La frecuencia de
aparicién del genotipo C/C era mayor en los carcinomas no endometrioides, aumentaba con el
grado, y presentaba valores muy elevados en los subtipos histolégicos de mayor grado
(endometrioides grado 3, serosos, células claras y carcinosarcomas principalmente). Por otra
parte, este aumento conllevaba una disminucion en la frecuencia de apariciéon del genotipo C/T.
Dado que el alelo C ha sido relacionado con una menor actividad de la telomerasa y por tanto
con teldmeros mas cortos, realizamos una agrupacién por alelos. Cuando agrupamos los
genotipos que contenian el alelo C, no observamos diferencias significativas al comparar los
carcinomas endometrioides con los no endometrioides ni al comparar los distintos grados entre
si. Sin embargo, cuando agrupamos los genotipos que contenian el alelo T, hallamos
diferencias significativas entre el grupo de los carcinomas endometrioides y los no
endometrioides. En los carcinomas no endometrioides el porcentaje de tumores que
presentaban el genotipo C/C superaba al porcentaje de tumores que contenian el alelo T
(T/T+C/T). Esto no ocurria en los carcinomas endometrioides y de ahi la significacion obtenida
al comparar ambos grupos. Por tanto, aunque el alelo C ha sido asociado a una menor
actividad de la telomerasa®”, en nuestro trabajo observamos que el genotipo C/C se relaciona
con los carcinomas no endometrioides, tumores mas agresivos y de peor pronéstico, pero no
con una menor longitud telomérica. Cuando agrupamos los genotipos que contenian el alelo C
(C/IC+C/T) y comparamos los diferentes subtipos, tan so6lo obtuvimos diferencias significativas
al equiparar los carcinomas mixtos con los carcinomas grado 2 y los carcinomas serosos. Este
hecho se ajustaria a la menor longitud telomérica detectada en el grupo de los carcinomas
mixtos pero al contar con tan sélo dos casos, seria conveniente aumentar el tamafio muestral

para poder corroborarlo.

La distribucién de genotipos en el polimorfismo TERC-63G>A no mostré diferencias
significativas. Tan so6lo se observé un p-valor significativo cuando se agrup6 el alelo G
(GIG+G/A vs A/A) y se equiparé el grupo de los carcinosarcomas con el de los carcinomas
endometrioides de grado 3. Ademas, se observd una tendencia a la significacion cuando se
compar6é el grupo de los carcinomas endometrioides de grado 3 con los carcinomas no
endometrioides y con los carcinomas endometrioides de grado 2. En un 75% de carcinomas
endometrioides de grado 3 estaba presente el alelo G mientras que en el resto de grupos el
alelo A fue el mas frecuente. Teniendo en cuenta que alelo G ha sido asociado a una menor
actividad de la telomerasa, estos resultados podrian estar relacionados con el hecho de que el
grupo de los carcinomas endometrioides de grado 3 presente una longitud telomérica menor a

la del resto de grupos.

Por tanto, en nuestro trabajo no hemos observado una relacion clara entre la longitud
telomérica media y los diferentes tipos de tumores observando que tan sélo los carcinomas
endometrioides de grado 3 y los carcinomas mixtos presentaban teldmeros méas cortos. El

estudio de los polimorfismos TERT-1327C>T y TERC-63G>A presenté una leve asociacion
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Discusion

entre el alelo C y los carcinomas mixtos y el alelo G y los carcinomas endometrioides de grado
3.

Finalmente, seria conveniente el estudio de determinados aspectos epigenéticos en las
regiones teloméricas y subteloméricas. Recientemente, se ha demostrado que la metilacién y la
desacetilacion de las histonas localizadas en dichas zonas constituyen un importante represor

452453 cuando la metilacion es reducida en las

de la recombinacion del DNA telomérico
secuencias subteloméricas y teloméricas la cromatina telomérica se encuentra en un estado
“abierto” permitiendo que la telomerasa y las proteinas del complejo accedan mas facilmente a
la estructura para llevar a cabo la elongacién de telomeros. De igual forma, un aumento en la
acetilacion favorece la conformacion “abierta” y por tanto la elongacion telomérica®®. Teniendo
en cuenta que los tumores estan sometidos a frecuentes cambios epigenéticos, esta hipétesis

resulta factible y estos eventos podrian jugar un papel importante en el desarrollo del tumor.
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Conclusiones

1. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo confirman la alta incidencia de mutaciones
patogénicas en el gen PPP2R1A en los carcinomas de endometrio esporadico tipo seroso,
aunque, el hecho de que lo hayamos observado mutado en otros grupos histoldgicos, sugiere

la necesidad de estudiar este gen en otros subtipos tumorales.

2. La demostracion de mutaciones en diferentes exones del gen PPP2R1A justifica el estudio
completo del mismo, en lugar del andlisis de exones seleccionados, para la realizacion de un
correcto diagnostico molecular. Por otra parte, nuestro trabajo muestra por primera vez que en
algunos tumores de endometrio se detectan variantes de la proteina PPP2R1A de mayor
tamafio, probablemente resultado de un procesamiento post-transduccional, siendo necesario
profundizar en el estudio de estas variantes para determinar su posible papel en el desarrollo

tumoral.

3. El gen ARID1A presenta una elevada tasa de mutaciones en el carcinoma de endometrio
esporéadico, sin observarse puntos calientes (hotspots), siendo necesaria su inclusién en los

estudios genéticos de rutina de este tipo de tumores.

4. La longitud telomérica de los carcinomas de endometrio esporadico no guarda asociacion

con los diferentes grados y tipos histoldgicos.

5. En nuestro estudio, la inestabilidad de microsatélites y la ausencia de expresion de las
proteinas hMLH1, hMSH2 y hMSH6 detectada mediante inmunohistoquimica, no se
corresponde con la presencia de mutaciones, grandes reordenamientos ni metilacién en dichos
genes reparadores, por lo que parece necesaria la presencia de otros factores genéticos o
epigenéticos que puedan estar implicados en la aparicion de estas alteraciones en cancer de

endometrio esporadico.

6. En nuestro trabajo hemos observado que las mutaciones en el gen PTEN se correlacionan
con la metilacion de los genes MMR y principalmente del gen hMLH1 en los carcinomas
endometrioides, lo que sugiere que la alteracion de los sistemas de reparacién del DNA

favorece las mutaciones en el gen PTEN en este tipo de tumores.

7. Finalmente, nuestro andlisis de las alteraciones moleculares en tumores de endometrio
esporadico muestra que, de las diferentes clasificaciones propuestas hasta el momento, la mas
adecuada, concreta y especifica es aquella que tiene en cuenta el subtipo histologico del tumor
y sus alteraciones moleculares, confirmando que el andlisis histologico y molecular de un tumor
facilita informacion acerca de su progresion y permitira disefiar tratamientos especificos

dirigidos.
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Conclusiones

1. The results of our study confirm the high incidence of the pathogenic mutations in the
PPP2R1A gene in serous sporadic endometrial carcinoma, though, as it appears mutated in
other histological groups, it is suggested the necessity of studying this gene in other tumour

subtypes

2. The demonstration of mutations in different exons of the PPP2R1A gene justifies its full
study, instead the analysis of only some selected exons, to perform a correct molecular
diagnosis. On the other hand, our work shows for the first time that in some endometrial
tumours it is detected larger PPP2R1A protein variants, probably because of a
posttranscriptional processing, and therefore, it would be convenient further analysis of these

variants to determine their possible role in tumour development.

3. The ARID1A gene shows a high rate of pathogenic mutations in sporadic endometrial
carcinoma without observing hotspots, being necessary its study in routine genetic studies of

these tumours.

4. The telomere length of the sporadic endometrial carcinomas is not associated with the

different histological grades and subtypes.

5. In our study, the microsatellite instability and the lack of the hMLH1, hMSH2, and hMSH6
proteins expression, detected by immunohistochemistry, do not correspond to the presence of
mutations, gross rearrangements and methylation of these MMR genes. Therefore, it seems to
be necessary the presence of other genetic or epigenetic factors that can be implicated in the

appearance of these alterations in sporadic endometrial carcinoma.

6. In our work, we have observed that the mutations in the PTEN gene correlate with the
methylation of the MMR genes and mainly with the hMLH1 gene in the endometrioid
carcinomas, suggesting that alterations in the DNA repair systems favors mutations in the PTEN

gene in this type of tumours.

7. Finally, our analysis of the molecular alterations in sporadic endometrial carcinoma shows
that of the different classifications purposed so far, the most appropriate, accurate and specific
is one that takes into account the histological subtype of the tumour and its molecular
alterations. This confirms that histological and molecular analysis of the tumour provides

information about its progression and they will allow designing specific and targeted treatments.
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Anexos

ANEXO 1: Condiciones de las reacciones de amplificacién, secuencias de los

oligonucleétidos empleados y tamafo del producto de PCR obtenido en cada gen

estudiado. Anill.: anillamiento; Ext.: extension.

ANEXO 2: Sondas utilizadas para el analisis de grandes reordenamientos mediante en los

genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6 mediante la técnica de MLPA.

ANEXO 3: Sondas utilizadas para el analisis de la metilacién de los promotores de los

genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6 mediante la técnica de MS-MLPA.

ANEXO 4: Resultados por pacientes del andlisis de la metilacion de los promotores de los

genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6.

ANEXO 5: Resultados por pacientes de la medida de la longitud telomérica y el ensayo de

discriminacién alélica realizado para los polimorfismos TERT-1327C>T y TERC-63G>A.

ANEXO 6: Relacién de las alteraciones genéticas y epigenéticas encontradas en los 86

carcinomas de endometrio estudiados. E1l: carcinoma endometrioide de grado 1; E2:
carcinoma endometrioide de grado 2; E3: carcinoma endometrioide de grado 3; SER:
carcinoma de endometrio tipo seroso; CC: carcinoma de endometrio de células claras; CR:
carcinosarcoma; LOH: pérdida de heterozigosidad; Exp.: expresién; Mut.: mutacion; Met.:
metilacion; MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; MSI: Inestabilidad de

microsatélites; Amp.: amplificado; Delec.: delecionado.
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Anexo 1

1. GENES SUPRESORES DE TUMORES

1.1 PTEN

TCC TCC TTT TTC TTC AGC CAC GAA AGG TAA AGA GGA GCA GCC 147 54
GCT GCA TAT TTC AAA CTA A ACA TCA ATA TTT GAA ATA GAA AAT C 116 54
TGT TAA TGG TGG CTT TTT G GCA AGC ATA CAA ATA AGA AAA C 114 50
TTC CTA AGT GCA AAA GAT AAC TAC AGT CTA TCG GGT TTA AGT 147 54
TTT TTT TTT CTT ATT CTG AGG TTATC | GAA GAG GAA AGG AAA AAC ATC 312 50 30 30
AGT GAA ATA ACT ATA ATG GAA CA GAA GGA TGA GAA TTT CAA GC 232 55
AAT ACT GGT ATG TAT TTA ACC AT TCT CCC AAT GAA AGT AAA GTA 220 55
TTT TTA GGA CAA AAT GTT TCA C CCC ACA AAA TGT TTA ATT TAA C 258 55
GTT TTC ATT TTA AAT TTT CTT TC TGG TGT TTT ATC CCT CTT G 245 54
1.2 TP53

CAA CGT TCT GGT AAG GAC AA GCC AGG CAT TGA AGT CTC AT 445 58
GCC GTG TTC CAG TTG CTT TA AGG AGG GGC CAG ACC TAA GA 351 58
AGC GCT GCT CAG ATA GCG AT TAA GCA GCA GGA GAG AAA GCC C 331 58
AAG GCG CAC TGG CCT CAT CTT GAG GTG GAT GGG TAG TAG 266 58 30 30
GAC CTG ATT TCC TTA CTG CCT TCT CCT CCA CCG CTT CTT 219 56
GGA GAC CAA GGG TGC AGT AT GCC CCA ATT GCA GGT AAA AC 233 58
GGT ACT TGA AGT GCA GTT TCT CAG CTG CCT TTG ACC ATG AA 344 58
1.3 CDKNZ2A

GAA GAA AGA GGA GGG GCT G GCG CTA CCT GAT TCC AAT TC 340

58 30 60

GCT CTA CAA GCT TCC TTT CCG TCA GAC CGG AGA CTG GTC TCC CGG GTG 481

255



Caracterizacion de nuevos perfiles moleculares en carcinoma de endometrio esporadico

1.4 CDH1

Anexo 1

GTG AAC CCT CAG CCA ATC AG AAT GCG TCC CTC GCA AGT CA 271 52
TCA CCC GGT TCC ATC TAC CAA CCT CCT CTT CTT TAT 201 50
GCT CTT GTCTTT AAT CTG TC CTA CCA AGG CTG AGA AAC CT 339 55
CTT GTT CCT CATCTTCTT TC CCCTTT CTCTCCTTG GTACT 260 55
GTT GGCATC CTT CTT TAC TA AAA TCC TGG ATG GAT GTT AC 398 55
CTCACTTGG TTC TTT CAG CT AAC CTT CGG CCT TGG ACA 313 55
AGC TTG TCT AAACCT TCATC GCT TAG ACCATCACT GTAT 288 55
TTG GTT GTG TCG ATCTCT CT GTCTCATGG TACATT TTT AT 262 55
GTA CTT GTA ATG ACA CAT CTC TGC CAG TTT CTG CAT CTT GC 356 55
ACTTCATTGTTT CTG CTCTC AAC CAG TTG CTG CAA GTC AG 488 55
GTT GTT TGC TGG TCC TAT TC GAA CTA GCT AGG AGG TCG AG 248 55
TG GGA TTC ATT ACT GTT GC GCA TGG CAG TTG GAG CAA AG 312 55
TTT CCT CCCCTG GTCTCATC TGA GTC ACT TGC CAG CTG GA 386 55
CTCTCAACACTTGCTCTGTC AGA GAT CAC CACTGA GCT AC 206 55
CAT AGC CCT GTG TGT ATG AC CGG ATG CTT TGG CTT TCC AC 270 55
AGA TGA CAG GTG TGC CCT TC ATT TCT GCATTT CCCAGC AC 390 55

30

30

1.5 PPP2R1A

AAC GCG AGC TTA GCC CTG GG ACC CCT CCG CGT CTT CCC CAA 283 58
GTA ACC AAG CAA GGCTTC CAG CTG CACTTC TCT GAA TCC CT 351 55
GAA GAA CTG AGT GCT GAC AG TGT TCT GAC GTG ATC CCC A 327 55
TCT CTG AGG AGA TGA GCC CAT GGC TTT AGA GAA GGT TGG AGC T 394 56
ACA CAA CTG CAG AGT CTG TGC GCT CTG GGA TTC TCT TTC ATG 299 56
CAT GAA AGA GAA TCC CAG AGC ACC TCA GCT CCT ATATGC TTC 303 56
TTA GCA CTG CTT CCA AGG ATC CCC AAA GCCTTG TCT CCA 502 62
TGCTTA GCCACTTGCTGCTGCAG | GCA GAT TCCTGG TCA ATCTAG G 293 58
GTT GAT GCA GCT GAG CTCTT TCA CAG CCT CCA CTA AGCCTT 365 56
TGT AGG TTC CAT GGG ATG TG TGA CTC TAG CCT CCT CCA CT 245 55
TAA GCC ATG GTG AGT GTG ACCT GAT GCA CTC CAT GTC TCC ATT 363 55
ATG AGA GTT AGC CAG GAG C GGC TCT ACC TTC AAA GGT CA 277 56
GAG CCCTGT GCCCACCTGTT GAA CCA GAG CCCTCT CTC TG 294 55
GAC TTT GAG GACAGG CACTG TTCCTCCCAAGGTCACTGT 369 56

30

30

30

30

30

30

30

90

30

30

30

30

30

30

30

*afiadir 0.5 uL de Betaina 0.5M
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1.6 ARID1A

Anexo 1

TCA TTC CCA GGC AAG GGC TTG ACC TGA AGA ACT CGA ACG GG 599 60
GGG AAA GGA GCT GCA GGA CTG AGC TCC CCG AGA GGT 502 64
CAG CAG AAC TCT CAC GAC CAG GTA CAC AGC TGA GTG GG 560 58
ACC CTC AAC CAACTG CTCAC GCCATT GTCTGG CTCTTCTC 399 60
AGG TTG GTC TCATTG CTCTTT C GAA TGT ATC CTT GGC TTC CAA 442 55
ACC CTG GGC CTC CTA AGT ATG CCT CCA CCG CAG GTA AGA TAT 598 55
ACA ACC AGC AAA GTC CTC ACC CAG AGT GGT TCT CTAACG TGCA 495 58
CAG TCC CAT AACCCT TTCACA GTT CTG TCT CCCTGCCCA G 375 62
AAA GAA CGT GTG TGA TGT ATT TGC GGC TCA TGC CTG CAT AGT TTC 484 66
TTG GCT GGA TCT CTT TGT GTG GGA GAG CTG TTT GAC CAT GAA 319 55
TCC CAG GAT AAG GAT GGA GAG CTT GTG AGA GAA GGG CTG TCC 349 55
TTG AAT GAC ATT GTT TGG TGT TC GAT TAT TGA GAT GCT TCT GGA CC 486 55
CAC AGC ACT ATT TGG CTC CAG CAG CCA GCCCAG AGATGAT 343 54
GCC AAC AAT TCT GCA GGT AAG GAG AGT GAC AAG ATC CCA GCC 309 56
CAA GAG ACT TCT GAG ACC CTT AGC CTG GCT TCA TGT GGT ACCATG 369 55
GAA TAC CTT ACA GCCTGATGG G CCA ACA GGA TAT GCC AAG GAT 403 58
GGC CTT AGG AAG AACTTT CCC GACTCCTGC GTG TCCTTT GTT 368 55
GGC TGA AGA TAA GTG CAT GGG GAG AAT GGCTCA GGG TTCTTG 409 55
GAA CTC TGA AGA GGG CCT GG GCT CAATCT GCC TCT CCA ATT 313 57
CAG AGT GAG GTA AGCATG ACCC CAATCA GTT CTC CAC CCA AGG 366 55
GTG AGT AAA GCC TGG TCT CGG CTG AAG AGC CAC GTC CTC AAT 342 60
GGA AGA AAG AGT GGT GGT TGC CCA ATT TCC ATT CCA GTT TGG 458 60
GGA GAT GTA CAG CGT GCC ATA CTATCA TGG CGT GAACCG A 427 55
GCT CAG CAAGGCACCATGT AGT ACC TGC CTC GCA CAT AGC 402 64
CCT CCA TCT AAC TAC CAG CCC CTC CTT CAT TGC CAT GCA AT 473 54
AGA CAG AAA CTG CCT TCCACC GGG AAT GTCTCATCT TTAGCCA 332 60
GGA GAA CCT TTG GGA AAG GAG GAC CCA CTT CGA GAG CAA GAC 599 59
CAG GCA AGG ACA AGC CAG TGT CCA ATA CCATTC GAA GCC 600 64
GCT AAG AGT TCA GAG GCCATCA AACACCTTG GTT ACA CTC GCC 417 58
GCT AAG AGT TCA GAG GCCATCA TAG TGT GGA CAT GAT GCG G 918 60
CCT TGG TTA CACTCG CCA AC TAC TCT GTA CGA ATC ACG GCT G 598 55
CTCA GTG ACC GAAAGA ACCC TCT CTCTCCTCCTTC CACCTC 567 64

30

60

*afladir 0.5 pL de DMSO
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2. ONCOGENES

2.1 PIK3CA

Anexo 1

CCT TTT GGG GAA GAA AAG TG GAG AGA AGG TTT GAC TGC CAT AA 284 54
TGA AAATGT ATT TGCTTT TTC TGT | CCA CAA ATA TCA ATT TAC AAC CAT TG 401 51 30 60
TGG GGT AAA GGG AAT CAA AAG CCT ATG CAATCG GTCTTT GC 525 54

TGCTTTTCT TGG CTG TCT TTC

| CTG ACT TTC AGT AAG GCAATG A

400

54

30 30

2.3 KRAS

GAT ACA CGT CTG CAGTCAACT G

GGT CCT GCA CCA GTAATA TG

340

GGT GCA CTG AAT AAT TCC AGA CT

CAT GGC ATT AGC AAA GACTCA

300

57

30 | 30

2.4 BRAF

TCC CTC TCA GGC ATA AGG TAA

TAA CACTGT TCAGTATTAT

231

53

AAA CCT CTT CAT AAT GCT TGC TCT G

GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG

231

55

30 30

2.5 EGFR

CAA ATG AGC TGG CAAGTG CCGTGTC | GAG TTT CCC AAACACTCA GTG AAAC 400 55
ATC ACT GGG CAG CAT GTG GCA AC AGA CAT GAG AAA AGG TGG GCC TGA 234 55
CCA TGA GTA CGT ATT TTG AAA CTC CAT ATC CCC ATG GCA AACTCT TGC 408 53
CTA ACG TTC GCC AGC CAT AAG TCC GCT GCG AGC TCA CCC AGA ATG TCT GG 415 55

30 30
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3. GENES REPARADORES

3.1 HMLH1

TTC GAC ATG GCG GTG C GTC CCT CCC CAG CACG 285 56
ATG TAC ATT AGA GTA GTT GCA GAC TGA TAA ATT AGTTTCCAGAACAGAGAAAGGTCC 221 56
CAA GAA AAT GGG AAT TCA AAG AGA T CTA ACA AAT GAC AGA CAA TGT CAT CAC 241 55
CCT TTG GTG AGG TGA CAG TGG CAG GAT TAC TCT GAG ACC TAG GCA A 221 56
TTT TCC CCT TGG GAT TAG TAT CTATC CCC TGA AAA CTT AGA AGC AAT TTT ATT T 227 53
GGA CAT CTT GGG TTT TAT TTT CAA G TGT TCA ATG TAT GAG CAC TAG AAC ACA 235 56
GGG CTC TGA CAT CTA GTG TGT GTT AAA ATA ATG TGA TGG AAT GAT AAA CCA 417 56
TCT GAT TCT TTT GTAATG TTT GAG TTT TG CAT AAA ATT CCC TGT GGG TGT TTC 241 55
CTG AGG TGA TTT CAT GACTTT GTG T GAG GAG AGC CTG ATAGAACATCTIG T 251 56 45 30
GTG GGCTTT TTCTCC CCC T CTC TCA CGT CTG GCC GG 281 56
TTT TTT AAT ACA GAC TTT GCT ACC AGG AC GTT TTA TTA CAG AAT AAA GGA GGT AGG CTG 346 55
CCA AAA TGC AAC CCA CAAAAT T AAC CTT GGC AGT TGA GGC C 282 56
GGT GTC TCT AGT TCA GGT GCC TG TGC CTG TGC TCC CTG GA 271 56
CCCATT TTG TCC CAA CTG GTT GAG AGC TAC TAT TTT CAG AAA CGATCA G 203 56
TGG GAA TTC AGG CTT CAT TTG GCA CCCGGC TGG AAATT 292 56
GCA CTG GAG AAA TGG GAT TTG CCT CCA GCA CACATG CAT G 221 56
AGT CTG TGA TCT CCG TTT AGA ATG AG TTG TAT GAG GTCCTG TCCTAGTCCT 241 56
CAT CAG CCA GGA CAC CAG TG CGG AAT ACA GAG AAA GAA GAA CACA 288 56
3.2 HMSH2

TTC GAC ATG GCG GTG C GTC CCT CCC CAG CACG 258 56
GAA GTC CAG CTA ATACAGTGCTTG A AAA CAC AAT TAA ATT CTT CACATT TTT ATT TT 301 53
AGA GTT TGG ATT TTT CCT TTT TGC TCA TGT CAATTA AAG AGC CTT TCC 241 56
TTCATT TTT GCT TTT CTT ATT CCT TTT ATA TGA CAG AAA TAT CCT TCT AAAAAG TCACTA T 316 50
ACT GGA TCC AGT GGT ATA GAA ATC TTC GCT TCT TCA GTA TAT GTC AAT GAA AACA 285 53
GCG TAG TAA GGT TTT CAC TAA TGA GC CAT GTG GGT AAC TGC AGG TTA CA 256 56
TGA GAC TTA CGT GCT TAG TTG ATA AATTT GCA CAT TGC CAA GTATAT ATT GTATGA G 341 53
TGATGC TTG TTT ATC TCA GTC AAATT AAT CTA CAA ACT TTC TTA AAG TGG CCT T 257 53
GTC TTT ACC CAT TAT TTA TAG GAT TTT GTC A GTA TAG ACA AAA GAA TTA TTC CAA CCT CC 217 56 45 30
ATT GAA AAA TGG TAG TAG GTA TTT ATG GAA CAC ATC ATG TTA GAG CAT TTA GGG A 274 54
ATA TGT TTC ACG TAG TAC ACATTG CTT CTA TCA AAT ATC ATG ATT TTT CTT CTG TTA CC 249 54
GGG TTT TGA ATT CCC AAA TG ACA AAA CGT TAC CCC CAC AA 393 53
TGG GGG TAA TAT GGG CAG TA TCC TTC TCA CAG GAC AGA GACA 442 48
TGT GGC ATA TCC TTC CCA ATG AAT AATT TATA CTA ACT TAG AAT AAG GCA ATT 452 55
ACT GA
TAC ATA AAT TGC TGT CTC TTC TCA TGC AAA AAC CTT CAT CTT AGT GTCCTG TT 311 56
TAA TTA CTA ATG GGA CAT TCA CAT GTG T TAC CTT CAT TCC ATT ACT GGG ATT T 230 55
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3.3 HMSH6

TGT TGA TTG GCC ACT GGG CAA CCC CCT GTG CGA GCC TC 463 62
TAA CTG CCT TTA AGG AAA CTT GAC CA TCA TAT AGA AAA AAG TCT GCC TGT CTG 330 60
CTG GTC TTG AAC TGC TGG GAT CCCCTT TCT TCC CCC ATC 289 58
TGC ACG GGT ACC ATT ATA AAG TCA GTATTCTTG GTT TCT GAT GAA ATG CTA G 450 58
GAA GGA AAC GCC CTCAGC CAG TTG CCT TTC ATG AAT ACC AG 420 58
CCA CAT GGA TGC TCT TAT TGG A TCA TCT GAA AAC TGA CCT ATG AAAAACT 420 58
TTT GTT GAT ACT TCA CTG GGA AAG TT CTC CTG ATC AAT AAGGCATTTTTT G 420 57
CTCTAG GTG GTT GTG TCT TCT ACCTC TGA GTA GCC TCT CAA GAT CTG GAA 420 57
CGA AGT TGT AGA GCT TCT AAA GAA GCT GTC CTA CAG CCAATTCTGTTIGC 480 57
AGC CTC CTG GAA TAC CTA GAG AAAC ACT TAT TTT TAG GGA TAA TAT ACA GCT GGC 420 58 45 30
CACTTA GGC TGA TAA AACCCCC GTA TGT TAT TCCTAATGT CACAAATGACTT T 386 57
zéS:CA AAA GTTTAT GAAACT GTT ACT AGA AGC AAA TAT CTT TTA TCA CAT CTA AAT G 250 56
¥22 ('I:'gTT AGA AGATGA ATT TAT GTA ATA TTC AGATAATCT TCT ATA AAA ATA GTT ATT TGT 224 53
TGA GTT ACT TCCTTATGC ATATTT TAC T AAT ATT AGC GAT ACA TGT GCT AGCA 275 57
TGC TAG CAC ATG TAT CGC TAATAT T GCATCATCCCTT CCCCTT TTA 320 56
GAA GGG ATG ATG CAC TAT GAA AAA 1(:;I'A GAA GGT AGATAA GAATTA AAA GGG TTT AAT 296 52
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1. Estubio DE HMLH1Y HMSHZ2

Gen Ex6n Prueba Referencia Sonda Posicion cromosémica Tamaiio (pb)
SART1 4 Si 04158-L03513 11q13.1 130
EPCAM 3 NO 04249-1L03604 02p21 136
MSH6 7 NO 04243-1L03598 02p16.3 142
MLH1 1 NO 01685-L01265 03p22.2 148
VPS13B 5 Si 10051-L10475 08qg22.2 154
MSH6 8 NO 04244-1.03599 02p16.3 160
MLH1 1 NO 01686-L01266 03p22.2 167
MSH6 9 NO 04245-L04021 02p16.3 174
KCNE2 1 Si 05072-L04472 21g22.11 184
EPCAM 8 NO 11983-L12811 02p21 190
MSH6 10 NO 04246-1L03601 02p16.3 196
MSH2 5°-UTR NO 12006-L12810 02p21 202
MSH6 1 NO 06230-L05733 02p16.3 208
MSH6 3 NO 12009-L13477 02p16.3 222
CHEK1 7 Si 08023-L07804 11q24.2 229
MSH6 5 NO 12010-L12846 02p16.3 238
MSH6 4 NO 12011-L12847 02p16.3 247
NTNG1 2 Si 06480-L06006 01p13.3 256
MSH6 2 NO 12012-L12848 02p16.3 265
MSH6 5 NO 12005-L00909 02p16.3 274

RDX 11 Si 01633-L01171 11g22.3 281
MUTYH 18 NO 04677-L03353 01p34.1 292
MSH6 1 NO 06229-L05732 02p16.3 301
EPCAM 9 NO 13131-L03603 02p21 310
MLH1 1 NO 07186-L13476 03p22.2 319
MSH6 1 NO 01250-L00798 02p16.3 328
KCNK12 2 NO 08663-L13228 02p21 337
MSH6 2 NO 04247-103602 02p16.3 346
MSH2 1 NO 02735-L02162 02p21 355
MSH6 4 NO 01252-L00902 02p16.3 364
PANK2 8 Si 09563-L10017 20p13 373
MSH6 6 NO 01253-L00801 02p16.3 382
MUTYH 4 NO 04323-L01368 01p34.1 402
EPCAM 3’-UTR NO 13146-L14626 02p21 412
MUTYH 5 NO 03964-L03351 01p34.1 418
EPCAM 9 NO 13215-L14404 02p21 427
JAG1 19 Si 09614-L09909 20p12.2 436
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2. EsTuDiO DE HMISH6

Gen
L4
CREM
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MSH2
SLC26A3
MLH1
MSH2
MSH2
MLH1
MSH2
SCN1A
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
CPOX
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
CASP6
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MSH2
MLH1
MLH1
MLH1
UPF2
EPCAM
EPCAM
LATS2
RPGRIP1

Exon

[

P A D WWNNER RO

19

Prueba Referencia
Si
Si
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
Si
NO
NO
NO
NO
NO
Si
NO
NO
NO
NO
NO
Si
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
Si
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
si
NO
NO
s
si

Anexo 2

Sonda
00797-L21056
00981-L00566
14701-L19726
12036-L02162
01008-L00577
00906-L00494
00888-L00476
01029-L00601
00889-L23928
00908-L00496
11287-L12006
17056-L20134
00890-L06064
00909-L00497
13145-L14624
14702-L16353
15298-L17064
15941-L18067
00892-L16355
11634-L16356
00893-L00481
00912-L00582
00894-1.00482
14828-L16536
00913-L00583
00895-L00483
11288-L12007
00896-L00484
00915-L00503
14703-L16354
18133-L23925
00898-L23926
01013-L00575
00681-L11147
00899-L00586
00918-L00506
00900-L00488
00919-L00585
01009-L00576
01053-L14623
01030-L00602
01031-L00603
12094-L12994
00979-L00568
13147-L14404
18132-L24050
04274-124051
14882-L21050

264

Posicion cromosémica
05¢31.1
10p11.21
03p22.2

02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
02p21
07g31.1
03p22.2
02p21
02p21
03p22.2
02p21
02024.3
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
03g12.1
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
04q25
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
02p21
03p22.2
03p22.2
03p22.2
10p14
02p21
02p21
13912.11
14q11.2

Tamaiio (pb)
130
136
142
148
154
160
166
172
178
184
190
196
202
211
217
221
231
236
242
249
256
265
274
283
292
301
310
319
329
337
346
355
364
375
382
391
401
409
418
427
436
445
454
463
472
481
490
499
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Anexo 3
, Prueba ., P ~
Gen Exon . Sonda Posicion cromosémica Tamaiio (pb)
Referencia

CTTN 16 Si 03896-L00020 11913.3 130
KCNJ6 4 Si 03797-L04594 21g22.13 136
PMS2 1 NO 07935-L16571 07p22.1 142
MLH1 1 Si 01685-L01265 03p22.2 148
PMS2 1 NO 11966-L13112 07p22.1 154
MSH6 1 NO 06228-L05731 02p16.3 160
MLH1 1 NO 01686-L15580 03p22.2 166
MGMT 1 NO 14133-L15736 10926.3 172
TNFRSF1A 1 Si 00554-L13113 12p13.31 178
MSH2 1 NO 06227-L07711 02p21 184
PROKR2 1 Si 11954-L12774 20p12.3 190
MLH1 1 NO 06222-L07712 03p22.2 196
MGMT 1 NO 05670-L14276 10926.3 202
MSH6 1 NO 06230-L05733 02p16.3 208
MGMT 1 NO 12250-L14205 10926.3 214
MSH3 1 NO 07940-L14208 05q14.1 220
PAH 4 Si 02334-L13114 12g23 232
MLH1 1 NO 07187-L07710 03p22.2 238
MSH2 7 Si 11634-112398 02p21 247
SEPTIN9 8 Si 09646-L09804 17925.3 256
MLH1 1 NO 06221-L01747 03p22.2 265
MSH2 1 NO 06142-L00599 02p21 274
MSH3 1 Si 11947-L00795 05q14.1 283
MLH1 1 NO 02258-L01745 03p22.2 292
MSH6 1 NO 06229-L05732 02p16.3 301
CACNAIA 11 Si 09065-L15938 19p13.2 310
TSC1 18 Si 04324-L03897 09g34.13 319
KCNQ1 7 Si 15055-L04802 11p15.5 328
PMS2 1 NO 07934-L16147 07p22.1 339
MGMT 1 NO 13716-L15582 10926.3 346
MLH3 1 NO 07941-L07722 14924.3 355
CUGBP2 6 Si 01234-L00781 10p14 364
ABCB4 17 Si 04727-L04144 07qg21.12 373
FBN1 23 Si 02459-L01903 15¢g21.1 382
MGMT 1 NO 14136-L12791 10926.3 391
MSH2 1 NO 06141-113115 02p21 400
MGMT 1 NO 14135-L16573 10926.3 409
TSC2 18 Si 13553-L12763 16p13.3 418
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B i 0 i el e e i s H S KB R R R

Anexo 4

0.611 - -
0.500 + 1.001 ++ -
0.965 ++ 0.940 ++ 1.590 ++
0.690 + 0.950 ++ 1.330 ++
1.410 ++ 1.001 ++ 1.010 ++
0.983 ++ -
0.890 ++ 0.385 +
1.130 ++ 1.002 ++ 3.380 ++
- 0.630 +
0.620 + -
- - 0.400 +
0.430 + 0.540 + 0.560 +
- - 0.360 +
0.325 + - 0.320 +
0.460 + 0.420 + =
0.345 + - 0.350 +
0.715 + -
1.015 ++ - -
0.670 + 0.510 + 1.140 ++
0.520 + 0.465 + 0.750 +
1.220 ++ - -
0.645 + 0.430 + 0.485 +
- 0.970 ++
0.370 + =
0.395 + - 0.460 +
0.810 ++ 1.000 ++ 1.000 ++
0.285 + - 0.500 +
0.800 ++ -
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0.330 + 0.920 ++ -
- - 0.400 +
- - 0.400 +
- - 0.350 +
- - 0.530 +
1.215 ++ - -
1.985 ++ - -
- - 0.490 +
0.330 + - =
- - 0.500 +
0.440 + - 0.310 +
0.375 + - -
0.435 + - -
1.005 ++ - 0.560 +
0.665 + - 0.520 +
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2.0076139721 1 4 7 T/T A/A
0.515679465400003 1 4 7 T/T A/A
0.955814173599999 1 3 6 T/T G/A
0.735209936599999 1 3 6 C/T A/A
0.815955918600001 2 5 12 c/c A/A

1.4066236185 1 3 6 C/T A/A

1.6598747496 1 3 6 c/T A/A

2.4389832994 1 3 6 C/T A/A

1.0998733679 1 5 8 T/T G/A
0.891607660599998 1 3 6 C/T A/A

1.8650800418 2 5 12 T/T G/A

1.0844065 1 3 6 c/c A/A

1.4720299007 1 4 7 c/C A/A
0.462639188899998 1 4 7 T/T A/A

1.0165934525 1 4 7 Cc/T A/A
0.937015717399997 2 5 12 T/T A/A

1.4191234566 1 4 7 C/T A/A

1.0695897954 1 3 6 c/c A/A

1.7737159497 2 5 9 T/T G/A

2.0177099812 2 5 9 c/T A/A

0.9131306781 1 3 6 Cc/T A/A
0.916435956300003 1 4 7 C/T G/A
0.592092102599997 2 5 11 c/C A/A

0.0908619251999964 2 5 12 C/T A/A

2.0490732536 2 5 9 T/T A/A
0.620777135400001 1 4 7 T/T G/G
0.970984522600003 2 5 12 c/C A/A
0.104352048699997 1 4 7 C/T A/A

1.3767964559 2 5 9 T/T A/A

1.5411812297 2 5 10 T/T A/A

1.1851571508 1 3 6 C/T G/A
0.762065060999998 2 5 9 C/T G/A

1.6954838481 1 4 7 C/T A/A

1.3921348354 1 3 6 c/C A/A

1.5444474804 1 3 6 T/T A/A

1.1681200699 1 5 8 T/T A/A

0.9514832608 1 4 7 Cc/T A/A

1.3986065566 1 5 8 C/T A/A

1.0951736901 2 5 12 T/T A/A
0.827495083100003 1 3 6 Cc/T A/A
0.708557909800001 1 3 6 C/T A/A

1.7256444865 1 3 6 Cc/T A/A

2.7018634561 1 3 6 Cc/T A/A

1.2008232875 1 4 7 Cc/T A/A

2.084584804 1 4 7 Cc/T A/A

2.2471250298 2 5 12 T/T G/A

1.3961629868 1 3 6 T/T A/A
0.294694403900001 1 3 6 C/T G/A

2.3710699026 2 5 9 Cc/T G/A

1.1641774974 1 3 6 C/T G/A

2.0403689406 1 3 6 Cc/T A/A

0.6099430767 1 5 8 T/T G/A
0.577732630100001 2 5 12 T/T A/A

1.5005921634 1 4 7 C/T A/A

2.7974254068 1 4 7 C/T A/A

1.0166911343 1 4 7 Cc/T G/A

1.7850179989 1 4 7 T/T A/A

1.5872546195 2 5 12 T/T A/A
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0.968921242300003 2 5 9 C/T G/G
1.111499801 1 4 7 T/T A/A
1.3237341316 1 4 7 c/T G/A
2.5628350768 1 4 7 C/T G/A
0.745056911700004 2 5 12 T/T A/A
1.2379464965 1 3 6 T/T G/G
1.4663703056 1 3 6 c/T G/A
1.3439362778 2 5 11 C/T A/A
0.749983979799999 1 5 8 c/C G/G
0.792578563499999 1 3 6 T/T A/A
0.892811783300002 1 4 7 c/T A/A
0.549417356400005 2 5 9 T/T A/A
1.2128476719 1 3 6 T/T A/A
0.760830467499996 1 5 8 c/C A/A
1.3793141086 1 3 6 Cc/T A/A
1.61679017 1 3 6 c/C G/G
2.3892792088 1 4 7 C/T G/A
1.374557385 1 3 6 C/T G/A
1.8506862334 1 3 6 c/T G/A
1.0976471551 1 4 7 T/T A/A
0.809394303800001 1 3 6 Cc/T G/A
1.3916687735 1 5 8 T/T G/A
1.6862085414 2 5 12 c/C A/A

0* 1 5 8 C/T G/A
0.0311174049000014 1 3 6 C/T G/A
2.4378122394 2 5 12 T/T A/A
0.8334123657 1 3 6 T/T A/A
0.581491237000002 1 4 7 T/T A/A
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MMR

GENES SUPRESORES DE TUMORES ONCOGENES EXPRESION HDACs
hMLH1 hMSH2 hMSH6
C E E E M M
CASO 1_:3’:‘:: PTEN TP53 CDKN2A '[: PPP2R1A ARID1A PIK3CA CTNNB1 KRAS BRAF g LOH : Mut. (=3 MLPA ; et MLPA u et :; MSI 1 2 3
1 R t A
1 E2 - - - MSS No No No
p.C136fsX1 i i | |
2 E2 pT319fX24 p.Y651fsX72 +
3 E1 p.Q214_K221del p.R1276X p.G451_460del - - - MSI-H — — —
p.P95T/p.Q111X . ; . ]
4 E1 PAI26T p.D32N + + Si Si Si
5 R R172f5X5 PGESIfX2 ++ ++ ++ si si | i
p- p.D1850fsX32
6 (= p.R130fsX16 p.Y215fsX17 + + + — — —
7 (= p.R130P + + + Si Si Si
8 E1 p.Y1021H pK618A ++ Amp. s s Si No | No
9 E3 p.R110C p.A73T p.R992X - - - Si Si Si
p.1253fsX2 . . . ) ) .
10 E1 p13205 p.M1043V p.S37F Si Si Si
11 CR p.S241F (H) P53 - - - No si No
p.1253fsX2 . )
12 E1 p.G132D p.N1044K p.T41A + + No Si No
13 E2 p.R130G + + + — — —
14 E2 p.G132A p.G86fsX14 - - Amp. - No Si No
15 E2 p.G12V - - - MSS Si Si Si
16 CR p.C176fsX180 - Delec. - - MSI-H Si Si Si
p.P248R .
17 E2 G251V p.E1019fsX12 - - + MSS Si No No
18 (= p.R130G - - - No No No
19 SER - - - No Si No
20 SER p.R273H (H) - - - Si Si Si
21 (= p.R130P p.M1564fsX7 + - - MSI-H Si Si Si
p.G132A . . .
22 E2 p.GI65R p.E2250fsX27 p.H1047R p.G34R - - - Si Si Si
p.E1779fsX3 i ) .
23 MIX p.R130G pP1326fsX11 p.G13D - - - MSI-H Si Si Si
24 R p.TA1A - - Amp. + Si Si Si
25 SER + + + MSI-H No Si No
26 E2 p.C136fsX1 p.R248Q p.Q1334_R1335dupQ - - Si Si Si
p.P153fsX179 . . .
27 CR p.Q171H (H) pP2785 Si Si Si
28 E2 p.G12V - - - si si_| s
29 SER p.R248Q p.5256T - - - si si_ | si
30 CcC p.G276fsX86 IVS3+5G>A - - Si No No
31 El p.D300fsX6 p.Q450X p.H1047R p.S37F - - + No No Si
32 SER p.V274A + - + Si Si Si
33 E2 - - Si Si Si
34 E1 p.G34R p.G12D + + - No No No
35 E1 Pp.R233X (H) p.Q758fsX75 p.G13D + - + Si Si Si
36 E3 p.Y176fsX2 p.D337fsX143 - - Si Si Si
37 E2 p.R130G p.R183Q + - - MSI-H No Si Si
38 E3 p.P248fsX5 p.G12V + - - Si No Si
p.11173fsX6 " . "
39 CR p.E256X p.Q2115X Si Si Si
40 E1 p.P729fsX12 p.E545D - - - MSI-H No No Si
41 El p.E1783X p.S33C + + + MSS Si Si Si
42 El p.R130G p.H1065L + + + + + MSS Si Si Si
43 E1 + - + - MSI-L Si Si Si
p.R130Q " . 2
a4 E2 pT131P p.P1326fsX11 + + MSI-H Si Si Si
a5 E2 Traslocacién pgiigfzs;()zz p.G12D - + + + + MSI-L Si Si Si




MMR

GENES SUPRESORES DE TUMORES ONCOGENES EXPRESION HDACs
hMLH1 hVISH2 hVISH6
C 3 E Ef ™
CASO 1:3’:‘:: PTEN 53 CDKN2A z PPP2R1A ARIDIA PIK3CA CTNNB1 KRAS BRAF ‘F; LOH Mut. Met | mipea ; Met | pipa : o || B :; M| 1 2 3
1 R - A
46 R p.M1043V , + 7 T o+ Si s | s
47 EL p.N323fX1 7 T 7 T , No | No | si
48 EL p.R335X p.G266R pPL79R p.Q161415X20 B + g B g S s | s
49 SER pPI79R pS37F , T - 5 , MISS No | No | si
50 EL pTI025A pS37F g - 7 + g ML | No | No | i
51 EL D.E299X - T E T E S s | s
RI3
52 £3 ;’.ng\% PRI75C pRASQ p.G1549D pT10Z5A + + : + + ML st | no | s
173y pK1024N
53 R p.N239D ++ - - 5 VIS S s | s
54 £2 p.N323fX1 p.G12D T T g B T MSiH S | no | s
55 £2 DELT76X + + E T MSiH S s | s
56 2] ’;ﬁgg'i p.S4SF - + - + - si si | s
57 £2 pPI51S T - - T , S | No | s
58 R p.R213X p.51000Y p.M1043] g - 7 N g s | no | s
59 SER pPI79R - - T S S | s
60 £2 ‘;';g%f p.R1446X pG12D - + - + - s | no | s
61 2 p.V132f5X99 - T - T T S S | s
62 £2 p.A223D 7 T 7 T S s | s
63 CR p.344delk - + - + + No No Si
64 EL p.Q87fEX2 . T . N T S S | s
65 EL VS6+1G>A pGLV - T - T MSS s | no | s
66 MIX p.N106fsX5 g - . N g S s | s
67 £3 pP146fX253 p.G13D + T . T - S S | s
68 E1 p.T1438fsX6 pS37F p.G13D ++ + : + : MSIL s s | osi
p.G34R
69 £2 p.W2091X pS37F - T . T T MSIL S S | s
70 SER 2:2;7622 PPI79R - + - . - ML | si | No | s
71 E1 = + = + = Si No Si
72 £3 PRI30Q N - . T - S s | s
73 E1l p.R248Q p.G469A - i3 - + i3 Si No Si
74 £ P ASGfsX4 . T . N g Si S | s
75 E2 PR233X p.G371fX19 T T E T T S s | s
76 EL zggj pP1115fsX44 - + - - - si s | s
77 EL T E T E S s | s
78 £2 P T319fX5 pPIS8fX65 p.D10S6N g - . N g Si S | s
79 Bl Traslocacién pC135Y ;’: ;Zf’:)éi . + : . : miH | s | s | s
80 £3 p?tf;;fi)?z p.N1081fsX11 pGI2A - + - + - MSHH s | no | s
81 R E T E B E No | No | i
82 B %izesgs: PP211455X20 PM1043V PG12D - + - . + s | s | si
83 El - + - + - Si Si Si
84 R . W274X p.R2495 p.D1850fsX32 T B . T + s | no | s
85 EL p.R308fsX8 E T E T E s. | No | No
p.D92H
86 E2 PT318fsXL g.5346_5377dkel - + - + - Mss s | no | s
pL42P
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