VNIVERSITATG D VALENCIA

Facultad de Medicina y Odontologia

Departamento de Patologia

Tesis doctoral para optar al grado
de Doctor en Medicina.

IMPACTO DEL miRNA-200c SOBRE EL MECANISMO DE MIGRACION
CELULAR EN EL GLIOBLASTOMA. RELACION CON LOS PATRONES

DE AMPLIFICACION DE EGFR.

Presentada por
Lisandra Muioz Hidalgo

Dirigida
Prof. J. Miguel Cerda Nicolas
Profa. Concepcion Lopez Gines
Profa. Rosario Gil Benso

Valencia, diciembre de 2016






La tesis doctoral " Impacto del miRNA-200c sobre el mecanismo de
migracion celular en el glioblastoma. Relacién con los patrones de
amplificacion de EGFR." fue realizada en el Departamento de Patologia.
Facultad de Medicina y Odontologia. Universidad de Valencia, en
colaboracion con la Fundacién Investigacion Hospital Clinico de Valencia
(INCLIVA).

Presentada por: Lisandra Mufioz Hidalgo

Lic. en Bioguimica y Master en Investigacion en Biologia Molecular,
Celular y Genética.

Directores:
Prof. J. Miguel Cerda Nicolas. Catedratico Universitat de Valencia.
Profa. Concepcién Lépez Ginés. Catedratica Universitat de Valencia.
Profa. Rosario Gil Benso. Catedratica Universitat de Valencia.

Departamento de Patologia. Facultad de Medicina y Odontologia.

Los directores certifican que la tesis doctoral presentada por Lisandra
Mufioz Hidalgo con el titulo:" Impacto del miRNA-200c sobre el mecanismo
de migracién celular en el glioblastoma. Relacion con los patrones de
amplificacién de EGFR." relne los requisitos para su lectura y obtencion
del grado de doctor/a en Medicina. Y para que asi conste se firma el presente
certificado en Valencia a 12 de diciembre 2016.

Fdo: Prof. J. Miguel Cerda Nicolas Fdo: Profa. Concepcién Lopez Ginés

Fdo: Profa. Rosario Gil Benso.






A mi hijo Alejandro






La posibilidad de realizar un suefio es lo que hace que la vida sea
interesante... y hoy este es mi suefio.

Paulo Coelho.






AGRADECIMIENTOS

Quisiera que estas palabras sirvieran para mostrar el agradecimiento que
siento hacia todas las personas que me han ayudado en este largo camino
gue por supuesto no termina aqui y por cada dia tener el placer de compartir
con todos ellos.

Como no puede ser de otra forma primero agradecer a mis tutores
Miguel Cerda, Concha Lopez y Rosario Gil, por darme la oportunidad de
formar parte de este grupo de investigacién y haber confiado en mi para este
proyecto y apoyarme en todo momento para lograr mi superacion como
profesional.

A Miguel por ser siempre un jefe cercano, por ser un gran tutor y por
todo lo que he aprendido junto a él y que he podido poner en practica para
que todo fuera muy bien, y por el apoyo y los consejos que siempre he
recibido de su parte.

A Concha por la dedicacién que siempre ha tenido conmigo, con este
trabajo, por ser tan buena persona, siempre con un gesto amable y cercano,
con una palabra acertada y por ser una tutora y directora de tesis
excepcional, porque trabajar contigo es un privilegio y una gran satisfaccion.

A Rosario agradecerle siempre su apoyo incondicional y su sabiduria
para lograr que siempre el trabajo saliera adelante encontrando una solucion
a todo, ensefiandome en todo momento a mejorar y hacer mi trabajo mejor
cada dia.

A todos mis compafieros de trabajo, GRACIAS, por estar ahi:

A Ana Clari porque ha sido més que una comparfiera, de la cual he
aprendido mucho sobre todo de cultivos celulares y de otras técnicas del
laboratorio que me han servido para ser mejor profesional.

A Teresa San Miguel que desde mis comienzos ha sido un gran apoyo y
ayuda a la que acudir y en la cual guiarme, porque siempre he podido contar
contigo y porque te aprecio mucho.



A Lara Navarro, por su apoyo cuando siempre se le necesita, por
siempre estar ahi, por ayudarme y ensefiarme muchas cosas que sin su ayuda
y consejos no hubiese podido hacer, por ser una gran compariera.

A Eva Serna una excelente investigadora, por ayudarme tanto en mis
inicios y por ensefiarme a estudiar los miRNAs.

A Javier Megias por ser un gran compafiero, por su ayuda y por sus
magnificas correcciones.

A todas mis compafieras las técnicos de PROMETEO como
carifiosamente las recordaré, que codo a codo estuvimos trabajando en este
proyecto y en otros muchos. A Maria porque entramos juntas a este
laboratorio y aprendimos tantas cosas, y sobre todo yo de ti que eres una
profesional preparada y eficiente. A Amparo porque me ayudaste cuando
realmente lo estaba pasando mal con mi embarazo y gracias a ti el proyecto
pudo seguir adelante, en ese tiempo fuiste mi mano derecha y todo salié
genial. A Sandra que a pesar de lo joven que es admiro su dedicacion al
trabajo, su eficiencia y su ayuda, te mereces lo mejor. A Amara mi actual
compariera por todo su apoyo en la recta final y porque podamos seguir
compartiendo juntas.

A mis comparfieros de pasillo, de hora de comer, de departamento que
los admiro mucho, Beatriz Sanchez, Bea de Fisio, lrene, Susana, Maite,
Victor, Rebeca, Eli, Ana, Marta, Mariela, Robert, Lara, Javier Martin, Teresa
Sagrado, Manolo Mata, Manolo Pino, Gema, Jose Benavent, Merche, Rosa,
Javier Boix, Augusto, Dani, a Jose Manuel, Yésica, Itziar, Silvia, a Paco
Arguelles. A Juani por darme los buenos dias cada mafiana y ser tan alegre.

A todos los comparfieros del Servicio de Anatomia Patolégica, en
especial a Richard por su ayuda con el FISH, a Laura por ser siempre tan
amable y ensefiarme a hacer inmunos, a Alejo por sus consejos y su apoyo, a
Carolina, Maria Angeles, Esther, Elena y Cristina. A las secretarias del
servicio en especial a Evelyn. A mis compafieros de la Fe, a Eva, a
Beatricce, Rosa, Dolors, por todo lo que aprendi de ellos. Agradecer a los
compafieros de INCLIVA, en las areas de contabilidad, recursos humanos,
cursos y formacion, y otras.



Al profesor José Bermudez por su apoyo en la estadistica, agradecer a
Jaime Font de Mora por todo lo que aprendi en su laboratorio que me servira
como profesional, al profesor Horacio Martinetto por sus buenos consejos
profesionales. A todos mis profesores por la formacién que me han dado.

A Sistemas gendmicos Yy a la Catedra Universitat / Sistemas gendmicos
por reconocer nuestro trabajo y otorgarme el Premio a la Innovacion
Genética.

Finalmente y no por ello, menos importante, a toda mi familia, a mi
familia cubana a mi mam4, a mi hermano, a mi abuelo, a mis tios y primos ,
por todo su apoyo y ayuda y sus palabras alentadoras en cada momento A
mi familia espafiola por acogerme como una mas y por preocuparse por mi.
A mi marido Ernesto por ser mi compafiero de viaje por apoyarme en todo y
por estar siempre ahi, a mi pequefiito Alejandro por ser la inspiraciéon de mi
dia a dia, a mis suegros por su apoyo, a mis sobrinitos, a mis cufiadas, a la
tias por ser tan cercanas y a todos mis amigos.

Agradecerles a todos el carifio, el apoyo que en cada momento he
recibido de cada uno,

GRACIAS

Lisandra






INDICE

1. INTRODUCCION. ..ottt 1
1.1 Tumores gliales: Glioblastoma...........ccovieieieiiin e 1
1.1.1 ASPECLOS CHNICOS ... ecveiieiiecieeiesie ettt sttt sre e nne 1
1.1.2 NeUropatolOgia .......cvrueerueiriiieie e 4
1.1.3 Variantes dentro del GB ..ot 7
1.1.4 Caracteristicas inmunohiStOQUIMICAS ..........ccovrerirerireineicee e 8

1.2 Caracteristicas genéticas: del estudio citogenético al estudio molecular 9

1.2.1Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): Caracteristicas

y papel en la biopatologia del glioblastoma ...........cccccevevviiciiicciciecee, 12
1.2.1.1 Estructura y dimerizacion..........c.cooverirennenninse e 12
1.2.1.2 Amplificacion del EGFR.........cccocoiiiiiiiieiee s 14
1.2.1.3 Valor prondstico y terapéutico de la amplificacion de EGFR en el
GlIOBIASTOMA ... .o 17
1.2.2 Alteraciones moleculares en las vias de sefializacion relacionadas con
EGFR en glioblastOmas. ..........coeoiiiiiiiiiiie ettt 18
1.3 Factores epigenéticos: microRNAs y regulacion génica............cccc...... 23
1.3.1 MicroRNAs: Concepto, funcién y mecanismos de accion.................. 23
1.3.2 Los microRNAs en el desarrollo neoplasico..........ccccccevvvvvevcieenennn. 25
1.3.3 MicroRNAS en el gliobastoma............cocereeininiinine e 31
1.3.4 Implicacion de la familia de los miR-200 en la EMT ........cccccovevnenee. 35
1.3.5 Utilizacién de la transfeccion en el estudio funcional de miRNAs..... 42
2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.....cooioieieeeieteee s 46
3. MATERIAL Y METODOS .....c.oiiieieeeieseeesstee s sses s 48
3.1 Estudio clinico de 10S paCientes..........ccoevverererieeeieesese e 49
3.2 Caracterizacion de 10s tumores primitivos .........ccccovvernieneenneneennens 49

3.2.1 Estudio histopalOgiCo ........cccvevieiiiiiiie e 50



3.2.2 Construccion de matrices tisulares (TMA)......cccoorvernienniineeneee 50

3.2.3 Estudio inmunohitoqUimiCo .........cccceveveiieii i 51
3.2.4 Estudios genéticos Y epigenEtiCoS ........covvvveveieeieeieieeseseesie e 53
3.2.5 Extraccion de proteinas y técnica de Western blot..............cccoccveennee. 74
3.2.6 ANAliSiS EStAUISLICO .....cveveieieieiciesice e e 76
3.3 Generacion de cultivos celulares para el estudio del

comportamiento del MIR-200C..........ccccciviiiieieieeie e e 78
3.3.1. Obtencion y caracterizacion de los cultivos celulares........................ 78
3.3.1.1 Estudio inmunoCitoqUIMICO .........ccccveveiieiiiiecic e 79
3.3.1.2 EStUdIiO CItOGENELICO ....cuvevieiiiieiiieese e 81
3.3.1.3 Extraccion de DNA de los cultivos celulares...........c.ccooevereiinnnnnnn. 83
3.3.1.4 Caracterizacion genética de los cultivos celulares por MLPA ......... 83

3.3.2 Transfeccion en células tumorales de los cultivos celulares de
glioblastomas: Inhibicién de miR-200c, sobreexpresién de miR-200c y

silenciamiento de EGFR.........cccoooiiiiiinece e 84
3.3.3 Estudios de viabilidad celular............c.cocoooveiiiiiviiiiiiieee e 86
3.3.4 Extracion y aislamiento de RNA y miRNA de los cultivos

TrANSTECIATOS ... oo s 88
3.3.5 Reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real....... 89

3.3.6 Extraccion de proteinas de cultivos celulares y técnica western blot. 90

3.3.7 Estudios de migracion CEIUIAr ............ccocvveieieieieesese e 90
4. RESULTADOS ... oottt st sttt nnees 92
4.1 EStUAIO CHINICO ... 92
4.2 Estudio neuropatol6gico e inmunohistoquimico ........cc.ccecvvvrereieennnen. 94
4. 3 Estudios genéticos Y epigenetiCoS. .......cvvrvrererirerererise s 100
4.3.1 Amplificacion de EGFR...........ccoooviiiiiiiiieeecee e 101

4.3.1.1 Estatus del EGFR mediante PCR diferencial ............oooovvvveveeenn. 104



4.3.1.2 Amplificacion de EGFR por FISH relacionada con la expresion

inmunohistoquimica de la proteina EGFR .........ccccooeviviiiiiiiiecc e 105
4.3.1.3 Pardmetros clinicos e histopatoldgicos en los diferentes grupos de
amplificacion de EGFR ..o 106
4.3.2 Resultados del estudio genético y de metilacion obtenidos con el
analisis por MLPA Y MS-MLPA ... 109
4.3.3 Estudios de secuenciacion de IDH1/IDH2y TP53 ........ccccccevvuenne 132
4.4 Estudio de la expresion de MIRNAS..........cccoviivieiececie e 133
4.4.1 Estudio del miR-200c y la expresion de MRNA de CDH1 y ZEB1 en
relacién a la amplificacion de EGFR ...........ccccooviviiiiiciiiececece e 138
4.4.2 Andlisis de la expresion proteica de EGFR, CDH1,y ZEBL1............ 140
4.5 Modelo experimental: Generacidn de cultivos celulares para el estudio
del comportamiento del MIR-200C ............covriiiieinisie e 143
4.5.1 Caracterizacion de los cultivos celulares...........ccoovvvvieninenniniinnnne. 144
4.5.2 Estudios de transfeccidn en los cultivos celulares............cccccvevnenne. 152
4.5.3 Andlisis de la expresion del mMRNA de EGFR, CDH1y ZEB1 en los
cultivos celulares transfectados .........covvvverievineieene e 160
4.5.3.3 Estudio de la expresién de proteinas en cultivos transfectados...... 166
4.5.4 Estudio de la migracion celular en las diferentes situaciones ......... 169
4.5.4.1 Estudio de Viabilidad Celular ...........cocovereieiniiiineieseeeceee 169
4.5.4.2 Estudio de la migracion celular...........ccccoovvveviiiicieccce e, 171
5. DISCUSION.......couiiiieiiieiiieteisses et 181
5.1 Caracterizacion clinica, histopatdgica e inmunohistoquimica ............. 180

5.2 Caracterizacion genética. Amplif. de EGFR y vias de sefializacion .... 184

5.3 Estudio de la expresion de mMiRNASeN GB .........cccccoovvvvieneieienne, 193
5.4 Analisis del papel del miR-200c en el glioblastoma ...............ccocvneee. 199
B. CONCLUSIONES.......cooiiiiieieieirieie e 213
7. BIBLIOGRAFIA . .......ooiiiieisieise et 217

8. APENDICE DOCUMENTAL ....c.oviiiieieieieissiesiesiesiesis e, 261






Listado de Figuras

Figura 1. Localizacién del gen Her-1 que codifica para el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), situado en el cromosoma 7, en la region
7pl2.

Figura 2. Estructura esquematica del monémero de EGFR.

Figura 3. Esquema del proceso de dimerizacion del receptor EGFR.

Figura 4. Modelos de amplificacion de EGFR en glioblastomas.

Figura 5. Diferencias entre la variante normal y la variante mutada de
EGFR.

Figura 6. Esquema de las vias de sefializacion méas importantes en GBs.
Figura 7. Alteraciones moleculares méas frecuentes implicadas en el GB.
Figura 8. Esquema del funcionamiento del miRNA como supresor tumoral
u oncogén.

Figura 9. Niveles en los que se plantea la posible interaccion terapéutica
sobre los miRNAs.

Figura 10. Esquema que muestra la interaccion de miRNAs con las vias
RTK/RAS/PI3K p53 y RB en Glioblastoma.

Figura 11. Presentacion esquematica de la transicion epitelio - mesenquimal
(EMT).

Figura 12. Papel del miR-200 y ZEB1 en la EMT vy en la progresion
tumoral.

Figura 13. miRNAs implicados en el MMMI en glioma.

Figura 14. Construccion de las matrices tisulares.

Figura 15. Etapas de la Hibridacion in situ de fluorescencia (FISH).

Figura 16. Etapas de la MLPA.

Figura 17. GeneChip® miRNA 1.0 Array.

Figura 18. Esquema del ensayo de viabilidad celular.

Figura 19. Esquema representativo del ensayo de migracion celular.

Figura 20. Caracteristicas histologicas generales del glioblastoma.

Figura 21. Patrones de infiltracion en el glioblastoma con técnicas de H-E.
Figura 22. Expresion inmunohistoquimica en los GB.

Figura 23. Amplificacion de EGFR analizado por FISH.

Figura 24. PCR diferencial en GB.

Figura 25. Andlisis comparativo entre la amplificacién de EGFR por FISH
y la expresion de la proteina EGFR detectada por inmunohistoquimica.



Figura 26. Secuenciacion de TP53.

Figura 27. Anélisis de la expresion de miRNAs mediante microarrays.
Figura 28. Anadlisis por qRT-PCR de la expresion de EGFR, miR-200c,
CDH1y ZEB1 en 30 GB.

Figura 29. Expresion de las proteinas EGFR y E-caderina (CDH1) en casos
gue pertenecen a los tres grupos de estudio.

Figura 30. Morfologia de las células de GB en cultivo.

Figura 31. Expresidn inmunohistoquimica del cultivo celular HC-466.
Figura 32. Estado de EGFR observado en nlcleos interfasicos y metafases.
Figura 33. Secuenciacion de TP53.

Figura 34. Distribucion de la poblacién de células vivas. Relacion del
numero de células vivas con su diametro en los cultivos celulares estudiados.
Figura 35. Deteccién de micoplasmas en cultivos celulares.

Figura 36. Transfeccion de células de GB en cultivo de la linea U118.
Figura 37. Inhibicion del miR-200c en los cultivos celulares de GB.

Figura 38. Sobreexpresion del miR-200c en los cultivos celulares de GB.
Figura 39. Representacion grafica de datos de qRT-PCR.

Figura 40. Silenciamiento de EGFR en los cultivos celulares de GB.

Figura 41. Transfeccion de células del cultivo HC-444, para lograr el
silenciamiento de EGFR.

Figura 42. Analisis por gqRT-PCR de la expresion de EGFR, miR-200c,
CDH1y ZEBL1 en los cultivos celulares sin transfectar.

Figura 43. Andlisis por qRT-PCR de la expresion de EGFR y ZEBL1 en
cultivos celulares transfectados.

Figura 44. Expresion de proteinas en los cultivos U-118, HC-444, HC-534
y HC-466.

Figura 45. Estudio de viabilidad celular por luminiscencia, medida por la
produccion de ATP de cada célula.

Figura 46. Andlisis de las imagenes de migracion celular de la linea U118,
mediante el programa de morfometria Image Pro Plus 6.0.

Figura 47. Cuantificacion del &rea de migracion celular.

Figura 48. Modelo experimental en cultivos celulares.



Listado de Tablas

Tabla 1. Clasificacién molecular de los gliomas malignos segun la TCGA.
Tabla 2. Bases de datos y fuentes para la prediccion de diana de miRNAs.
Tabla 3. Ejemplos més relevantes de miRNAs involucrados en cancer.
Tabla 4. miRNAs que identifican los cinco subgrupos de glioblastoma
relacionados con los precursores neurales.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en inmunohitoguimica.

Tabla 6. Reactivos utilizados en la PCR diferencial.

Tabla 7. Cebadores utilizados para la secuenciacion de IDH1 y de IDH2.
Tabla 8. Cebadores utilizados para secuenciar el gen TP53

Tabla 9. Componentes de la PCR.

Tabla 10. Componentes de la reaccion BIG DYE.

Tabla 11. Componentes de la gRT-PCR.

Tabla 12. Componentes de la gqRT-PCR.

Tabla 13. Componentes de la RT de miRNAs.

Tabla 14. Sondas utilizadas para la qRT-PCR.

Tabla 15. Anticuerpos utilizados en el western blot.

Tabla 16. Anticuerpos utilizados en el estudio inmunocitoquimico

Tabla 17. miRNAs utilizados en la transfeccion.

Tabla 18. Componentes de la PCR.

Tabla 19. Componentes de la qRT-PCR de miRNAs.

Tabla 20. Estudio clinico de los 46 casos de glioblastoma.

Tabla 21. Estudio de los patrones de infliltracion y de los marcadores
inmunohistoquimicos en GB.

Tabla 22. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH.

Tabla 23. Genes del MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 Salsa MLPA KIT
Tabla 24. Andlisis del nimero de copias en los exones de EGFR por MLPA
en los tres grupos del estatus de amplificacion de EGFR.

Tabla 25. VNC en los genes del kit MLPA probemix P105-D1 Glioma-2
Tabla 26. VNC de los genes de referencia del kit MLPA probemix P105-D1
Glioma-2.

Tabla 27. VCN en los genes del kit MEOO1-C2 Tumor suppressor -1.

Tabla 28. VNC en los genes referencia del kit ME001-C2 Tumor
suppressor-1.



Tabla 29. Porcentajes de alteraciones de los distintos genes del kit MLPA
probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificacion de EGFR.
Tabla 30. Porcentaje de alteraciones de los genes de referencia del kit
MLPA probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificacion de
EGFR.

Tabla 31. Porcentaje de alteraciones de los genes del kit ME001-C2 Tumor
suppressor-1, en los tres grupos de amplificacion de EGFR.

Tabla 32. Porcentajes de alteraciones de los genes de referencia del kit
MEQ001-C2 Tumor suppressor-1, en los tres grupos de amplificacion de
EGFR.

Tabla 33. Genes implicados en el 40% o mas de los casos en los tres grupos
segun el estaus del EGFR.

Tabla 34. Genes implicados en el 30% o mas de los casos en los tres grupos
segun el estaus del EGFR.

Tabla 35. Porcentaje de casos con un gen alterado en los tres grupos de
EGFR en las tres vias de sefalizacion.

Tabla 36. Porcentaje de casos en los tres grupos de EGFR con dos genes
alterados en las tres vias de sefializacion.

Tabla 37. Estado de metilacion (hipermetilacién en porcentajes) en genes
supresores de tumores del kit MEOO1-C2 Tumor suppressor-1, en los tres
grupos de amplificacién de EGFR.

Tabla 38. Hipermetilacién de genes supresores del kit MEO01-C2 Tumor
suppressor-1. M: Hipermetilado.

Tabla 39. miRNAs expresados diferencialmente entre los grupos H-amp
y N-amp ordenados por el valor de p < 0,05 de significacion estadistica.
Tabla 40. Funcién de los miRNAs significativos comunes a los grupos de
estudio.

Tabla 41. Cuadro comparativo de intensidades absolutas de los perfiles de
expresion de los miRNAs significativos en los casos de GB.

Tabla 42. Cuantificacion de la expresion por western blot para EGFR y
CDH1 y expresion inmunohistoquimica de la proteina ZEB1.

Tabla 43. Identificacion del cultivo celular correspondiente al tumor
primario del que proceden.

Tabla 44. Resultados inmunocitoquimicos de los cultivos celulares de GB.
Tabla 45. Resultados de los cariotipos de los cultivos celulares.

Tabla 46. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH.



Tabla 47. Variacién del nimero de copias en los exones del gen EGFR.
Tabla 48. Resultados de la viabilidad celular inicial.

Tabla 49. Expresion de EGFR y ZEB1 en los cultivos estudiados en las
diferentes situaciones de trasfeccion.

Tabla 50. Expresion de la proteina EGFR en las diferentes situaciones.
Tabla 51. Expresion de la proteina ZEB1 en las diferentes situaciones.
Tabla 52. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos
celulares a las seis horas.

Tabla 53. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos
celulares a las 18 horas.

Tabla 54. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos
celulares a las 24 horas.

Tabla 55. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos con
inhibicion de miR-200c.

Tabla 56. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos con
sobreexpresién de miR-200c.

Tabla 57. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos con
silenciamiento de EGFR.

Tabla 58. Genes implicados en los grupos del glioblastoma segun el nivel de
amplificacion de EGFR.






ABREVIATURAS

ACTB. B - actina

AMP. Amplificacion

APC. Gen de la poliposis adenomatosa de colon

ATRX. Sindrome de Alfa Talasemia con Retraso Mental ligado a X
BCL2. Linfoma de células B

BCNU Bio-cloretil casmustina nitrosourea

BCRAL. Cancer de mama tipo 1

BCRAZ2. Cancer de mama tipo 2

BIM. Proteina proapot6tica semenjante a Bcl-2

BSA. Albumina de suero bobino

CASPS8. Caspasa 8

CASR. Receptor sensible al calcio

CC. Crisis comicial

Cc. Cuerpo calloso

CD27. Molécula que codifica al factor de necrosis tumoral
CDH1. Caderina 1

CDH13. Caderina 13

CDK4. Quinasa dependiente de ciclina 4

CDKG®. Quinasa dependiente de ciclina 6

CDKNZ2A. Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A
CDKNZ2B. Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2B
CHD?7. Helicasa con cromodominio de union a DNA
CHFR. Punto de control con dominio "forkhead" y "ring finger"
CLL. Leucemia linfocitica cronica

Ct. Ciclo umbral

CTGF. Factor de crecimiento del tejido conectivo
CTNNBL1. p Catenina 1

DMSO. Dimetilsulféxido

DN. Déficit neuroldgico

DQ. Dosage Quotient

Dr. Derecha

DSI. Duracion del sintoma inicial

E3. Ubiquitina ligasa



EGF. Factor de crecimiento epidérmico

EGFR. Receptor del Factor de crecimiento epidérmico
EMT. Transicion epitelio-mesenquimal

ErbB. Receptores tirosina quinasa

ESR1. Receptor de estrogeno 1

F. Femenino

F. Frontal

FC. Fold change

FHIT. Fragil triada de histidina

FISH. Hibridacion in situ de fluorescencia

GB. Glioblastoma

GFAP. Proteina fibrilar acidica de la glia

GICs. Células iniciadoras de Glioblastoma

GICs. Células madres neoplasicas de glioblastoma
H-amp: Alto nivel de amplificacion

HIC1. Hipermetilado en cancer 1

HIRIP3. Proteina 3 que interactua con HIRA
HMGBL1. Proteina de alta movilidad grupo 1
HMZ. Delecién en homocigosis

HMZ-p. Delecidn en homocigosis parcial

HSR. Regiones cromosomicas homogeneamente tefiidas
HTIC. Hipertension intracraneal

IDH. Isocitrato deshidrogenasa

IFN. Interferon

IK: indice de Karnofsky

IL4. Interleucina 4

INK4A-ARF. Factor de ADP-ribosilacién .Locus multifuncional supresor de
tumores

Iz. 1zquierda

JM. Dominio yuxtamembranal

Ki-67. Anticuerpo de proliferacion celular

KLKS3. Calicreina peptidasa 3

L-amp: Bajo nivel de amplificacion

LARGE. Xilosil- glucuroniltransferasa

LOH: Delecion en heterocigosis

LOH-p. Delecion en heterocigosis parcial



M. Masculino

MDMZ2. dobles minutes murina 2

MIB-1. Anticuerpo monoclonal murino

MIG6. Gen mitdgeno inducible 6

MIR26A2. MicroRNA26a2

MLH1. Homologo 1 de MutL

MLH3. Homologo 3 de MutL

MMMI Modo Mesenquimal de Migracién e Invasion

MYBPCS3. proteina C de unién a la miosina cardiaca.

MYO5B. Miosina Vb

N-amp. No amplificacion

NF1. Neurofibromatosis-1

NFKBIA. Factor nuclear kappa B, subunidad 1

no UNG. No contiene Uracil N-glucosilasa.

NOS. De origen desconocido

nv. No valorable

O. Occipital

OCA2. Codifica para una proteina transmembrana melanosomal 2
OMS. Organizacion Mundial de la Salud

onco-miRs. miRNA que acttiia como oncogén.

P. Parietal

P. Polisomias

p53. Proteina 53

PAH. Fenilalanina hidroxilasa

PARK2. Proteina 2 del Parkinson, E3 Ubiquitin Proteina Ligasa.
PBS. Tampon fosfato salino

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGFR. Receptor del Factor de crecimiento derivado de plaguetas.
PDGFRA. Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas,
polipéptido alfa

P13K. Fosfatidilinositol 3-quinasa

PKHDL1. Gen de la enfermedad renal poliquistica 1

PLS-DA: Analisis discriminante de minimos cuandrados parciales
PTEN. Fosfatidilinositol-3,4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa

PTKO. Proteina tirosina quinasa 9

QT (BCNU). Quimioterapia por carmustina



QT-T. Quimioterapia -Temozolomida

RABT7A. Miembro de la familia de oncogenes RAS

RARB. Receptor B del 4acido retinoico

RASSF1. Miembro 1 de la familia de asociacion de dominios Ras.
RIN. Valor de integridad del RNA

RMN. Resonancia Magnética Nuclear

ROCKZ1. Proteina quinasa 1 que contiene una hélice super errollada a Ro
RT Radioterapia

RT. Transcripcion reversa

RTK. Receptores tirosina quinasa

RYBP. Proteina de unibn aRING1lya YY1

SAMHD1. Dominios SAM y HD que contiene Trifosfato de
deoxinucleosido 1

FBS. Suero bovino fetal

SCN1A. Canal de sodio neuronal, subunidad 1

SNC. Sistema Nervioso Central

STAT. Transductor de sefial y activador de la transcripcion

T. Trisomias del cromosoma 7

T. Temporal

TAC. Tomografia axial computarizada

TBST . Tampon salino Tris y Tween

TCGA. Atlas Gendmico del cancer

TERT. Gen de la telomerasa transcriptasa reversa.

TGF-a. Factor de crecimiento transformante alfa.

TIMP3. Inhibidor 3 de la metalopeptidasa

TKIs. Inhibidores tirosina-quinasa

TP73. Proteina tumoral 73

TSC2. Complejo de esclerosis tuberosa 2

TS-miRs. Micro-RNAs que actian como genes supresores tumorales
VHL. Von Hippel Lindau
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1.1 Tumores gliales: Glioblastoma

El glioblastoma (GB) es el tumor primario mas comun entre las
neoplasias gliales, constituyendo una de las entidades neoplasicas malignas
mas agresivas del organismo, con una supervivencia media de 12 meses **°.
Es por esta razdn que la investigacion sobre su comportamiento y los
posibles tratamientos han venido en ascenso en los Gltimos afios.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2000,
posteriormente en el 2007 **° y finalmente en el 2016 ** definieron el
glioblastoma como un tumor glial astrocitico junto con otras neoplasias
gliales astrocitarias del Sistema Nervioso Central (SNC).

Los glioblastomas primarios (astrocitoma grado 1V) son neoplasias
que aparecen por primera vez en un paciente sin antecedentes previos de
astrocitoma, y son la variante mas frecuente de estos tumores; por otra parte,
los glioblastomas secundarios pueden originarse de un astrocitoma difuso
(grado 11), o de un astrocitoma anaplasico (grado Ill) #*. En la Gltima
clasificacion de la OMS (2016), identifican el glioblastoma primario con el
glioblastoma IDH negativo ***.

Estos subtipos de glioblastoma se desarrollan a través de diferentes
vias genéticas, mostrando perfiles de expresion génica propios y pueden
diferir en su respuesta a la radioterapia y a la quimioterapia.

1.1.1 Aspectos clinicos
Epidemiologia e incidencia

Su incidencia en los paises de Europa y América del Norte oscila
entre 3 y 4 casos por 100000 habitantes por afio **°. Puede manifestarse a
cualquier edad, pero aparece con mas frecuencia entre la quinta y la séptima
década de la vida. Se ha visto una prevalencia de este tumor en el sexo
masculino con respecto al femenino en una ratio que oscila 1,26-1,5 con
dependencia del pais **°.

Se presenta en los hemisferios cerebrales, siendo menos frecuente su
localizacion en el tronco del encéfalo o la médula espinal. Al igual que todos
los tumores cerebrales, excepto en casos muy raros, no se expande mas alla
de las estructuras del Sistema Nervioso Central %,
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La aparicion de estos tumores es habitual en la regién anterior del
cerebro, especialmente en la sustancia blanca subcortical de los hemisferios
cerebrales. La localizacion mas frecuente es en los I6bulos frontales (40%),
seguida de los lébulos temporales (31%), y parietales (24%). Sin embargo,
los I6bulos occipitales (16%) son una localizacion muy poco comun 2%,

Factores de riesgo y evolucion

La etiologia del GB es compleja de explicar, actualmente no se
conocen con exactitud las causas reales que lo provocan. Analisis
epidemioldgicos sefialan que en su desarrollo se asocian factores ambientales
y de exposicion a carcindgenos. Los factores de riesgo evaluados que pueden
estar implicados en la formacién del GB son: radiaciones ionizantes, no
ionizantes, exposiciéon a compuestos quimicos, a virus, exposicion a
sustancias carcindgenas, presencia de mutaciones y factores hereditarios -
248

Con frecuencia el tumor crece hasta alcanzar un gran tamafio y
volumen sin haber dado ningln signo o sintoma de su presencia, frustrando
asi los intentos de un diagnostico o terapia temprana.

Los sintomas son derivados de la localizacion, del crecimiento
directo del tumor, de la compresion local y del aumento de la presion
intracraneal ™*. Los principales sintomas son cefalea, nauseas, vomitos,
dilatacion de los vasos cerebrales con alteraciones de la retina, hemiparesia,
hemianestesia, hemianopsia, diplopia, afasia y crisis convulsivas, los cuales,
son similares a los de una masa expansiva en el interior del craneo, que
aumenta la presion intracraneal **. Las crisis comiciales se presentan como
un sintoma general. Aproximadamente un tercio de los GB se diagnostican
después de una crisis comicial, la cual puede dar informacién sobre la
localizacion del tumor *%.

Patrones radiolégicos

La presencia de un tumor cerebral se detecta con eficacia a través de
la tomografia computarizada (TAC) y la resonancia magnética (RM).

La heterogeneidad radiolégica se debe a que suele ir acompafiado de
lesiones hiperintensas, hemorragias, y calcificaciones que le confieren un
aspecto muy dispar. Las masas tumorales estdn pobremente delimitadas,
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exhiben areas necroticas y formacidn de areas sélidas que ocasionan sefiales
mixtas. Todo ello es la expresion de un rapido crecimiento y por lo tanto de
una elevada malignidad .

La utilidad de ambas técnicas es para poder determinar la extension
del tumor, nimero de lesiones, tamafio y zonas afectadas; asi como posibles
complicaciones secundarias al tumor.

Tratamiento

El glioblastoma es una neoplasia que responde mal a los diferentes
modelos de accion terapéutica. Ello se debe a diferentes factores entre los
que destaca la resistencia de las células tumorales a los tratamientos
convencionales, a la suceptibilidad del tejido nervioso a la accién
terapéutica, a la existencia de barrera hematoencefalica que limita la accion
quimioterapica.

En general se plantean dos patrones de accidon terapeutica, el
tratamiento de apoyo y el tratamiento curativo. El tratamiento de apoyo tiene
como objetivo paliar los sintomas y mejorar las funciones neuroldgicas del
paciente *° mientras que el tratamiento curativo comprende la cirugia total,
la radioterapia y la quimioterapia. El caracter infiltrante del tumor y la
proximidad de areas funcionalmente importantes hace que la cirugia tenga
una efectividad parcial; reduce la masa tumoral, permite un alivio de los
sintomas, y facilita las terapias coadyuvantes mejorando ligeramente la
supervivencia *"**®,

La radioterapia mejora sustancialmente la evolucion. Se suele
administrar de 58-60 Gy abarcando el lecho del tumor y unos 2,5 cm
aproximadamente de margen. Los casos de curacion completa por
radioterapia son muy raros .

La quimioterapia estandar se basa en el uso de agentes alquilantes,
aungue en los Ultimos afios se han incrementado los ensayos y estudios
combinados con farmacos dirigidos contra dianas moleculares especificas.

Los agentes quimioterapéuticos mas usados son las nitrosureas
principalmente BCNU (Carmustine bis-chloroethyl nitroso urea) y la
temozolomida, este ultimo es un farmaco alquilante con bajo efecto tdxico
que mejora la penetracion en el SNC repecto a otros farmacos 2%3%,

Otras acciones terapéuticas como la quimioterapia local consisten en
la implantacién en la masa tumoral, tabletas de polimeros impregnadas con
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carmustina (Gliadel), permitiendo aumentar la supervivencia en 2-3
meses*’®,

La busqueda de nuevos agentes antineoplasicos, de nuevas
modalidades quirurgica, de nuevas biomoléculas, asi como los ensayos de
inmunoterapia son las estrategias terapéuticas que se deben estudiar e

implantar para mejorar la supervivencia de los pacientes.
1.1.2 Neuropatologia

El glioblastoma es una neoplasia neuroectodérmica de rapido
crecimiento, con wuna poblacion heterogénea de células tumorales
astrocitarias  pobremente diferenciadas con  pleomorfismo, necrosis,
proliferacion vascular y actividad mitética.

Descripcidén macroscépica

Se presenta preferentemente como una lesion unilateral, pero en
ocasiones se puede encontrar con una apariencia multifocal con
localizaciones distantes . Los glioblastomas en los hemisferios cerebrales
suelen ser intraparengquimales con aparente origen en la sustancia blanca.

Las masas tumorales son de color grisaceo, junto con otras de color
amarillo y marron, estas variaciones de color se corresponden con las zonas
necréticas y hemorrégicas y con el patron morfolégico heterogéneo del
tumor. La consistencia es variable, sélida en las areas periféricas y blandas
en las centrales . En ocasiones son sorprendentemente grandes en el
momento de la presentacién, ocupando un gran volumen del l6bulo
afectado™”.

Los patrones de inflitracion de estas lesiones son meningeales,
subependimales e intraventriculares, utilizan con frecuencia los tractos de
fibras (cuerpo calloso) para su difusion, sin embargo, no hay una via
definida de expansion. A pesar de la elevada agresividad, los GBs casi nunca

tienen metastasis aunque se han publicado algunos casos excepcionales & **
104,247
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Descripcidn microscopica

Microscopicamente, el glioblastoma se define por su alta
heterogeneidad. Los criterios morfolégicos en estos tumores son: ser un
tumor anaplasico con diferentes poblaciones celulares, acompafadas de
proliferacion vascular con formaciones glomerulares, y presencia de necrosis
extensa %%,

Segun la capacidad infiltrante de los glioblastomas, pueden
desarrollar un patrén nodular o difuso. El patron nodular esta definido por un
cambio brusco, significativo entre la densidad celular del tumor y el limite
periférico de tejido nervioso. El patron difuso se caracteriza porque la
densidad celular decrece progresivamente, no diferenciandose un limite claro
entre el tumor y el tejido nervioso, va infiltrando poco a poco llegando a
ocupar grandes areas del tejido nervioso sin un borde definido. Aunque la
infiltracion de células neoplasicas es observable, el patrén de infiltracion
difusa limita la capacidad de reseccion quirdrgica por la extension de las
células neoplasicas a distancia > " % %%,

Dos de los criterios diagndsticos fundamentales en el glioblastoma
ademas del componente celular son la hiperplasia vascular y la necrosis.

La proliferacién microvascular es una caracteristica propia del GB.
El crecimiento displasico de los vasos, la formacion de redes con patrén
pseudoglomerular, la proliferacion endotelial y de las células periféricas a
los vasos, definen estas estructuras que aparecen en el tumor.

La necrosis es igualmente un criterio diagnoéstico. Se presenta en
forma de extensas areas asociadas a haces vasculares trombosados, o bien a
necrosis de poca extension (micro necrosis) 0 mostrando patrones
serpenteantes **#**, Como consecuencia de todas estas alteraciones
vasculares se producen amplias regiones de necrosis.

Patrones histologicos

La celularidad caracteristica de los glioblastomas es muy
heterogénea en cuanto a su composicién y al grado de diferenciacion. Una
parte de la poblacién neoplésica mantiene patrones celulares astrocitarios, y
junto a ella se presentan diferentes tipos celulares: células pobremente
diferenciadas, fusiformes, redondas o pleomorficas y, ocasionalmente,
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células gigantes multinucleadas, células pequefias indiferenciadas,
gemistocitos, células oligo-like, células lipidizadas y granulares .

Los diferentes tipos celulares pueden aparecer de forma pura en
algunos casos, pero normalmente son variables en su predominio. La
mayoria de casos muestran predominio de células estrelladas, irregulares o
fusiformes. Estas células tienen nucleo ovalado hipercrémico, con nucleolo
visible y un citoplasma bipolar. Se disponen continuamente a lo largo de
toda la lesion o en grupos sin forma definida. También infiltran difusamente
la sustancia blanca y las mitosis son frecuentes y normales *"**",

El glioblastoma de célula pequefia no es considerado una variante,
sino un patrén morfoldgico celular predominante. Este patron se identifica
microscopicamente cuando hay una poblacion monomédrfica de células
pequefias exclusiva o predominante, fusiforme, densamente empaquetada
con nucleos hipercrométicos. La proliferacion vascular, la necrosis y la
inmunoreactividad frente a GFAP pueden ser bajas, mientras que se observa
una marcada actividad proliferativa 25> 2%,

El glioblastoma con componente oligodendroglial o también
conocido como “oligo-like”, presenta un patron morfoldgico con
diferenciacion oligodendroglial. Microscépicamente las células oligo-like
presentan nucleos hipercromaticos redondeados, asociados con halos
perinucleares y escasas proyecciones citoplasmaticas. Las éareas de
diferenciacion oligodendroglial son variables en tamafio y frecuencia.
Pueden aparecer en distribucion compacta o de modo difuso que es mas
frecuente. La presencia de un componente oligodendroglial dentro de un
glioblastoma se considera un factor prondstico mas favorable; uno de cada
cinco pacientes con un 30% o menos de células “oligo-like” sobrevive
periodos de 1-2 afios con un tratamiento quimioterapico *°*%%2 %7,

En el otro extremo de diferenciacion estan los gemistocitos y
astrocitos fibrilares. Los gemistocitos tienen un citoplasma abundante, no
fibrilar. EI nicleo es oscuro y desplazado hacia la periferia de le célula *'.



Introduccion

1.1.3 Variantes dentro del GB

Los gliosarcomas son una variante poco frecuente del glioblastoma
(aproximadamente el 2%), y se caracteriza por presentar un componente
glial y otro sarcomatoso®. A nivel macroscopico es un tumor que esta
delimitado. Presenta mucho tejido conectivo que le confiere un aspecto méas
encapsulado, aunque puede diseminarse infiltrando los tejidos proximos *%.

Los glioblastoma de células gigantes son una variante poco frecuente
que constituye el 1% de los tumores cerebrales y el 5% de los glioblastomas.
Microscdpicamente presenta una prevalencia de células bizarras, gigantescas
(hasta 400 um de didmetro) y multinucleadas (méas de 20 ndcleos) .
También aparecen pequefias células sincitiales, fusiformes y presenta una
alta frecuencia de mutaciones en el gen TP53 . Esta variante se ha
considerado de mejor evolucion que el glioblastoma habitual debido a que se
encuentra mejor delimitada, y por sus aparentes caracteristicas no
infiltrantes™”.

Recientemente, la OMS en 2016 ™, ha clasificado los GB en
glioblastoma IDH no mutado, glioblastoma IDH mutado y glioblastoma
NOS de origen desconocido. EI GB IDH no mutado se corresponde con
mayor frecuencia con el GB primario definido clinicamente, presente en el
90% de los casos de GB y predominante generalmente en pacientes de mas
de 55 afios de edad ?*°. Por su parte, el GB IDH mutado se corresponde
estrechamente con el GB secundario y surge preferentemente en los
pacientes mas jovenes %, representando aproximadamente el 10% de los
Casos.

El GB NOS, es una clasificacion diagnostica que se reserva para
aquellos tumores en los que no se puede completar o realizar la evaluacion
del IDH.

Dentro del GB IDH no mutado se agrupan las variantes de GB ya
conocidas de gliosarcoma y glioblastoma de célula gigante ¥, y nueva
variante provisional de glioblastoma en esta nueva clasificacion: el
glioblastoma epitelioide. Esta variante presenta grandes células epitelioides
con abundante citoplasma eosinofilo, cromatina vesicular y nucleolos
prominentes. Se presenta como masas cerebrales superficiales, y es mas
comdn en nifios y adultos jovenes ™.
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1.1.4 Caracteristicas inmunohistoquimicas

El GB es considerado una neoplasia astrocitica que expresa como
elemento diferencial la proteina gliofibrilar &cida (GFAP). GFAP es una
proteina antigénica, que esta involucrada en el mantenimiento de la forma,
movimiento y funcion de las células astrogliales **. En el GB las células
conservan cierta diferenciacion astrocitica y son fuertemente positivas, cabe
destacar la notable tincion en los gemistocitos. Las células gigantes
multinucleadas son las mas variables en su expresion de GFAP **,

Cabe destacar, que la proporcién de células reactivas que expresan
GFAP varia debido a la elevada heterogeniedad celular del GB. La
intensidad de la expresion de GFAP es altamente variable. Dentro de un
tumor puede haber regiones sin expresién, como por ejemplo regiones con
alto contenido de células pequefias anaplésicas. Hay una tendencia a la
ausencia de expresion conforme el tumor va progresando, pero no se
considera que tenga un valor pronéstico **°.

Las células de este tumor expresan también el antigeno Ki-67 que se
define por su reactividad con el anticuerpo monoclonal murino MIB-1. Es
considerado un marcador de la proliferacién de células neoplasicas. Esta
proteina Ki-67 se expresa predominantemente durante todas las fases activas
del ciclo celular (G1, S, G2 y M), estando ausente en las células quiescentes
(G0). El antigeno se detecta exclusivamente en el nlcleo en interfase, y los
indices de expresion en el GB son elevados . El antigeno Ki-67 muestra
una correlacion directa con el incremento del grado histoldgico en los
gliomas. Los estudios utilizando este marcador en glioblastomas no han sido
concluyentes para establecer un factor pronéstico o predictivo de
supervivencia, debido probablemente a la presencia de areas heterogéneas
con diferente curso proliferativo dentro del tumor ¥,

La proteina p53 actla como un supresor tumoral, y aparece alterada
en la mayor parte de las neoplasias. La proteina p53 funciona, al menos en
parte, como un factor de transcripcion que controla la expresion de los genes
diana que median la detencion del ciclo celular, reparacién del ADN, y
apoptosis #. La inactivacion mutacional del gen de TP53 vy la presencia de la
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expresion de p53 aberrante aparecen en el GB, lo que sugiere que p53 tiene
un papel en la progresion tumoral 2 2%,

La sobreexpresion del receptor de membrana EGFR se detecta en més
del 60% de los GBs, siendo poco frecuente en GBs secundarios y en otras
neoplasias astrociticas. Este gen codifica para una proteina de 170KDa, la
cual es la responsable de la unidn a ligandos extracelulares como EGF y
TGF-0, y para las sefiales de trasduccion y proliferacion ">**°. Un estudio
ampliado del EGFR se describe en el apartado 1.2.1.

1.2 Caracteristicas genéticas: del estudio citogenético al estudio
molecular

Existen diferentes factores genéticos implicados en el desarrollo de
los glioblastomas, identificAndose mdltiples alteraciones en genes que
controlan directamente la proliferacion y muerte celular. A pesar de los
estudios citogenéticos y moleculares realizados, no existe todavia un patrén
genético Unico que tipifique a este tumor.

Los estudios citogenéticos, muestran diferentes anomalias numéricas
y estructurales en estos tumores. En el grupo de las anomalias numéricas, las
mas frecuentes son la ganancia del cromosoma 7 en el 42% de los casos, la
pérdida del cromosoma 10 en el 352% y la pérdida de cromosomas
sexuales. Entre las anomalias estructurales cabe destacar las reordenaciones
en 9p y la presencia de dobles minutes 2471920,

Durante el proceso carcinogénico del glioblastoma, sus células
presentan alteraciones como amplificacién génica o aneuploidia, las cuales
son manifestaciones de inestabilidad gendmica. Para detectar estos cambios
se han utilizado técnicas como la hibridacion in situ de fluorescencia (FISH).
Mediante sondas pericentroméricas que permiten la deteccion de
aneuplodias a nivel tanto del ndcleo interfasico como de los cromosomas, y
mediante el uso de sondas especificas para detectar otras alteraciones
cromosomicas.

Son varios los autores que han utilizado una sonda centromérica del
cromosoma 7 para comprobar la sobrerrepresentacion de este cromosoma.
Esta ganancia se ha visto en porcentaje variables entre el 55%-83% segun las
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series analizadas %%, Otro cromosoma estudiado ha sido el 10, debido a
su frecuente pérdida en los estudios de citogenética convencional. Se ha
observado una pérdida de este cromosoma en el 45% al 75% de los casos
estudiados **%.

En un intento de definir poblaciones o clones tumorales, mediante
estudios de asociacion entre estos dos cromosomas, se han estudiado series
de GB con las dos sondas simultaneamente. Estos estudios de asociacion han
revelado la presencia de varios clones, siendo el méas frecuente la asociacion
de la trisomia 7 con la monosomia 10, presente en el 35%-70% de los casos
estudiados 82

Las pérdidas de cromosomas sexuales son habituales en los cariotipos
de GB. Este hecho se ha confirmado mediante FISH, observandose una
pérdida del cromosoma Y en el 60%-70% de todos los GB de varones y

pérdida del cromosoma X en el 55%-65% de GB en mujeres %%,

A nivel molecular, las alteraciones genéticas encontradas en las
células tumorales se puedan agrupar de manera amplia en dos tipos segun
sean los tipos de genes reguladores que afecten: oncogenes y genes
supresores 2%,

En el GB los oncogenes como el EGFR (7p12), PDGFR (4q12),
MDM2 (12913~g15), CDK4 (12g13~qgl5), asi como genes supresores de
tumores como TP53 (17p13), INK4A-ARF (9p21), PTEN (10923.3) y RB1
(13914.2) son los que presentan mas frecuentemente alteraciones
genéticaSZI,SB, 93,114,294.

A nivel mutacional, los estudios de secuenciacion realizados hasta el
momento, permiten estudiar las frecuencias de mutaciones somaticas
puntuales, y significativas en el glioblastoma. Los genes més frecuentemente
mutados son: TP53 (31%-37%), PTEN (24%-33%), NF1 (15%-17%), EGFR
(14%-17%), IDH1 (11%), RB1 (8%-12%), PIK3CA (7%-10%), ERBB1
(7%)188, 227,279,280, 281.

Recientemente se han detectado mutaciones en otros genes como el
gen de la telomerasa transcriptasa reversa (TERT) que aparece en el 70%-
80% de los casos, una subunidad del complejo telomerasa que su expresion
esta asociado a peor prondstico en tumores cerebrales como el glioblastoma®
151,260 2% "En general, las mutaciones en TERT predicen peor prondstico en
pacientes sin mutaciones de IDH1/2, y a la vez las mutaciones del TERT

10
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pueden estar asociadas a un pronostico mas favorable y larga supervivencia
en pacientes con diagnostico de gliomas que presentan la mutacion de
|DH1/2 5, 151,165.

Otro gen recientemente estudiado es el ATRX, las mutaciones del gen
ATRX se han encontrado en diversos subtipos y grados de gliomas, y
llevaron a perfilar el pronostico de los gliomas malignos en combinacion con
es estado del IDH y del 1p/19q. Las mutaciones en ATRX estan asociados
con la pérdida de la expresion de la proteina ATRX nuclear, convirtiéndolo
en un biomarcador candidato prometedor para el pronostico en el entorno
neuropatoldgico 7,

Otras alteraciones encontradas en GBs son modificaciones
epigenéticas, consideradas como cambios en la expresién génica que se
originan por una modificaciéon covalente en el DNA y/o cambios en las
proteinas histonas. Durante la progresion de este tumor se ha visto
inicialmente una pérdida progresiva del contenido de metilacion globlal del
DNA.

En GBs, la hipometilacion afecta tanto a secuencias repetitivas como a
un locus de copia Gnica. En cuanto a la hipermeltilacion se ha visto que
afecta a la region promotora de genes como RB1, CDKN2A/B, PTEN y TP53
implicados en las rutas de sefializacion mas importantes relacionadas con
EGFR, y cuya funcion esta implicada con la carcinogénesis y la progresion
tumoral 19,38,74,75.

Dentro de este tipo de alteraciones, una de las mas importantes es la
metilacion en el promotor de MGMT (Metilguanidina ADN Metiltranferasa),
encontrandose en el 40 % de los glioblastomas primarios y con asociacion a
un silenciaciamiento postranscripcional en este gen. Se ha demostrado que la
hipermetilacion de MGMT puede ser un marcador predictivo de la respuesta
a la quimioterapia alquilante en estos tumores >2%%313,

De todas las alteraciones moleculares es la amplificacion de EGFR la
que esta implicada més frecuentemente en GBs. Esta presente en el 45%-
70% de los casos de glioblastoma primario, considerandose como un
marcador primario en la biopatologia de este tumor 8- 20221,
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1.2.1 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR):
Caracteristicas y papel en la biopatologia del glioblastoma

El receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR es un receptor
celular que pertenece a la familia de receptores tirosina quinasa ErbB y se
caracteriza por presentar dos regiones ricas en residuos de cisteina en la
parte extracelular de la molécula, y esta codificado por el gen c-erbB-1 o
Her-1, situado en el cromosoma 7, en la region 7p12 **° (Figura 1).

Cr7 =

14

“ i;; <«—erB-1
Il (7p12)
11.2]

; 3 |

.

Figura 1. Localizacién del gen Her-1 que codifica para el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), situado en el cromosoma 7, en la

region 7pl2.

Los receptores de la familia de EGFR juegan un papel determinante
en el desarrollo normal de la célula, la diferenciacion, migracion, reparacién
celular y apoptosis. Se ha demostrado que el incremento en la expresion o
desregulacion del receptor EGFR y/o en uno de sus ligandos principales,
pueden provocar que éste se encuentre activado. Estas alteraciones
representan una caracteristica comin de numerosos tumores humanos
solidos, incluidos el cancer de pulmdn, colorrectal, de ovario y del SNC.
Ademas se ha encontrado una correlacion de éste fendmeno con una
patologia mas agresiva y un peor prondstico ®"?%,

1.2.1.1 Estructura y dimerizacion
EGFR es una glicoproteina de membrana que posee cuatro grandes

dominios. Pueden existir diferencias sustanciales en la longitud vy
composicién del dominio extracelular, pero basicamente se componen de un
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sitio de union al factor de crecimiento epidérmico EGF, y otra serie de
subunidades que pueden estar presentes o ausentes, dependiendo de la
subfamilia de ligando que se trate *. Posee un dominio extracelular formado
por dos subdominios de unién a ligandos (L1 y L2) y dos dominios ricos en
cisteina (S1 y S2), del que S1 permite la dimerizacion de EGFR con un
segundo receptor ErbB. SH1 es la region con actividad tirosina-quinasa y
reside en el citoplasma celular, posee seis residuos tirosina disponibles para
transfosforilacién. El dominio transmembrana y el dominio yuxtamembranal
(IM) son necesarios para el anclaje a la membrana % (Figura 2).

L1

L2

extracelular

intracelular

Zona de fosforilacion Y 1068 v 1086

— Y 1148 v 1173
COOH

Figura 2. Estructura esquematica del monémero de EGFR.

La dimerizacion se consigue por la interaccion del dominio S1 de la
region extracelular con un ligando produciendo un complejo ligando-
receptor. Para que un receptor tirosina-quinasa se active es necesario que se
oligomerice. Este proceso puede ocurrir por varios supuestos, entre ellos por
unién a ligandos, por incremento en la expresion del receptor, o por
alteraciones moleculares que hacen que éste se encuentre muy activado®.

Los receptores de la familia ErbB son activados por dimerizacion.
En ausencia de ligandos los receptores EGFR residen en la membrana de la
célula de forma inactiva, distribuidos uniformemente por su superficie. Es
necesario que ocurra la dimerizacion o la oligomerizacion del receptor para
que presente actividad quinasa, desencadenando cascadas de sefializacion
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intracelular que activan rutas como: PI3 Kinasa/ AKT, RAS/ MAP Kinasa,
c-myc, protein kinasa C y STAT. Todas estas vias conducen a la célula a
activar la transcripcion de genes especificos que inducen proliferacion
celular, resistencia a apoptosis, invasion tumoral y angiogénesis; en
definitiva a una transformacion neoplasica maligna '* #®*° | por tanto, el
dominio intracelular del receptor transmite una sefial extracelular hacia el
nlcleo de la célula a través de cascadas de fosforilacion (Figura 3).

(\ /J Receptor

inactivo

Proliferacion

Angiogeénesis, supervivencia
Resistencia a farmacos, metastasis

Figura 3. Esquema del proceso de dimerizacion del receptor EGFR.

1.2.1.2 Amplificacion del EGFR
La amplificacion del gen EGFR es la alteracién més frecuentemente

detectada en glioblastomas y a menudo se asocia con reagrupamientos
génicos . La amplificacion génica suponen la duplicacion de ciertas
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regiones del DNA que conducen a la existencia de multiples copias de un
gen.

Diferentes autores han publicado la amplificacion del EGFR en
glioblastomas. El porcentaje de estos tumores con amplificacion del EGFR
se situa entre el 40-50% de los casos 21324024 Gin embargo, algunos
autores amplian este rango hasta el 73% ¥, Estas diferencias se han
atribuido a las diferentes metodologias utilizadas (PCR, FISH, Southern-
Blot).

A nivel citogenético la amplificacion génica se puede presentar
fundamentalmente de dos maneras: como copias extracromosémicas,
llamados “dobles minutes” (dmin), 0 como copias repetidas en tandem o
invertidas dentro de una region cromosémica; citologicamente estas Gltimas
se visualizan como regiones cromosomicas homogeneamente tefiidas (HSR).
Estas dos formas son interconvertibles, y rara vez se presentan
simultaneamente. Una tercera forma de amplificacion observada
preferentemente en lineas celulares es la insercién gendmica, en la que las
copias de un determinado gen se distribuyen en varias localizaciones en los
cromosomas “*%,

Con los estudios de FISH y PCR se han podido identificar diferentes
patrones y niveles de amplificacion de EGFR en GB. Considerando el
numero de copias y el tipo de amplificacion de EGFR se han podido dividir
estos tumores en tres grupos: GBs con un alto nivel de amplificacion, con un
gran nimero de copias del gen por nlcleo, con expresidn citogenética en
forma de dmin; GBs con un bajo nivel de amplificacién, con un pequefio
namero de copias por nucleo, un porcentaje pequefio de células afectadas y
una expresion citogenética de inserciones en locus diferentes del cromosoma
7; y GBs sin amplificacion de EGFR ****7 (Figura 4). La amplificacion de
EGFR se ha observado asociada con el aumento en el nimero de copias del
cromosoma 7 total o parcial, que como hemos comentado anteriormente, es
la anomalia cariotipica mas frecuente encontrada en el GB #1824,
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Figura 4. Modelos de amplificacion de EGFR en glioblastomas. A)
Amplificacion génica en forma de dobles minutes. B) Amplificacion génica en
forma de inserciones en el cromosoma 7.

La mitad de los casos con amplificacion de EGFR presenta también
reordenamientos del gen, lo cual repercute en una considerable variedad de
alteraciones cualitativas y estructurales del receptor, propiciadas por las
diferentes mutaciones que puede sufrir el gen 728025 | 3 aparicion de la
delecion EGFRvIII es la alteracién mas frecuente, afectando al 67% de los
GBs con EGFR amplificado 3 '™ % 28 Esta delecion se caracteriza por la
pérdida de los exones del 2-7 que codifican para los aminoacidos del
dominio extracelular »?*, EGFRvIII codifica para un receptor con un peso
molecular de 140KDa que se expresa o no junto al normal de 170 KDa 2™
(Figura 5).
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Figura 5. Diferencias entre la variante normal y la variante mutada de EGFR.
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La amplificacion de EGFR se vincula con la actividad de las vias de
sefializacion PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK, la sobreregulacion de estas
vias se asocia con un mal prondstico, pues son vias de transduccion de
sefiales que regulan la proliferacion celular *" %, Las alteraciones genéticas
del EGFR, incluyendo mutaciones, reordenamientos, splicing alternativo y
amplificaciones focales, son las lesiones dominantes en los Receptores
Tirosina quinasa (RTK) ®.

1.2.1.3 Valor prondéstico y terapéutico de la amplificacién de EGFR en el
glioblastoma

El valor prondstico y terapéutico de la amplificacion de EGFR no se
conoce con exactitud y para ello se siguen buscando diferencias
significativas en la supervivencia de los pacientes en los casos con y sin
amplificacion del gen 06>1851982402943% Fn o] proceso de desarrollo de
agentes terapéuticos que tienen como dianas especificas algin componente
de las rutas de sefializacion, el receptor EGFR es una de esas dianas
atractivas debido al papel importante que se le ha asignado en la patogénesis
del glioblastoma %%,

Existe un gran interés en disefiar inhibidores de la actividad tirosina-
kinasa en el receptor EGFR y en el resto de receptores de su familia
estructural. Es esta la razén por la que se han desarrollado terapias contra el
receptor, tanto agentes contra el dominio extracelular de unién a ligando
como del dominio intracelular donde reside la propia actividad catalitica. La
inhibicion de la sefial de EGFR deberia producir un efecto citostatico en las
CéIUIaS de GB 105,122,205,240.

Existe un amplio sustento experimental y clinico que avala el hecho
de que el EGFR es un elemento clave en muchos céanceres y como
consecuencia de ello, una diana terapéutica adecuada. De las multiples
estrategias estudiadas para inhibir al receptor, dos aproximaciones
terapéuticas se han mostrado como las mas consistentes 2*°:

- Los anticuerpos monoclonales, que se unen al dominio externo del receptor
con alta afinidad, compitiendo con sus ligandos naturales y blogueando asi,
la activacion de aquel.
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- Las pequefias moléculas inhibidoras de la actividad enzimaética tirosina-
quinasa del receptor (TKIs). Estas previenen la autofosforilacion del
dominio tirosina-quinasa intracelular del receptor.

El abordaje farmacoldgico se ha realizado con otros enfoques, que si
bien aln no se encuentran plenamente desarrollados, suponen una via muy
interesante para el desarrollo de nuevos farmacos. Estos incluyen: el uso de
proteinas recombinantes, TGF o EGF conjugadas con toxinas (toxina de
Pseudomonas aeruginosa); EGF conjugado con genisteina (un TKI natural
de amplio espectro), vacunas contra EGFR; y el uso de oligonucleétidos
antisentido frente al MRNA del EGFR, entre otros % 235:246.2%

Una limitacion importante para una mayor exploracion del potencial
terapéutico del EGFR es la falta de un buen modelo experimental, ya sea in
vitro e in vivo, para el modelado de los enfoques dirigidos al EGFR, debido a
que la amplificacion y expresion del EGFR/EGFRvIII generalmente se
pierde rapidamente en las células de glioblastoma en cultivos .

1.2.2 Alteraciones moleculares en las vias de sefalizacion relacionadas
con EGFR en glioblastomas

Diferentes vias de sefializacion estan implicadas en el desarrollo del
glioblastoma, estando alterados algunos de sus componentes. De ellas las
tres vias mas importantes, EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K,
TP53/MDM2/MDM4/p14°% y p16™ */CDK4/RB1, muestran una misma
tendencia, una mutua exclusion de alteraciones en los componentes de una
misma ruta, lo que sugiere que las alteraciones son funcionalmente
equivalentes. La desregulacién simultanea de las tres vias es critica en la
patogénesis del GB, y se estima que estan alteradas en un 77% de los

casos '*'. Estas tres vias de sefializacion se revisan a continuacion (Figura 6).

Via EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K
Los receptores de crecimiento (EGFR, PDGFRA) se activan a través

de la unioén de sus respectivos ligandos (por ejemplo, EGF, TGF-a, PDGF) a
su dominio extracelular, lo que resulta con el reclutamiento
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del fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K) a la membrana celular. PI3K mediante
fosforilaciones, activa AKT (proteina quinasa B) y mTOR. A su vez PTEN
inhibe la sefial de PI3K, inhibiendo el proceso de activacién de AKT.
También el gen supresor NF1, que codifica la neurofibromina, funciona
como un regulador negativo de RAS. La inactivacion de NF1 ocasiona la
hiperactivacién de Ras, alterando el control de la proliferacion y la
diferenciacion celular #*%°,

Ademas, es comun observar la desregulacion de otros componentes
de estas rutas entre ellos, el gen PTEN que esta mutado en el 15-40% de los
glioblastomas primarios, pero es raro en los glioblastomas secundarios.
Tanto las mutaciones como las amplificaciones en PI3K son poco frecuentes
(5% y 13% respectivamente), en ambos tipos de glioblastomas. Alrededor de
dos tercios (63%) de los glioblastomas primarios y un tercio de los
glioblastomas secundarios mostraron alteraciones en al menos uno de los
tres genes: EGFR, PTEN, o PI3K. De manera global las alteraciones en esta
via aparecen en el 88% de los glioblastomas 64280302311,

EGFR Zﬁﬂm?”
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Figura 6 Esquema de las vias de sefializacién mas importantes en GBs.
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Via TP53/MDM2/MDM4/p14°RF

La via de TP53 puede estar alterada en muchos puntos, entre ellos
los genes que controlan los niveles celulares de p53. Los niveles de p53
salvaje se controlan postraduccionalmente por la actividad de la proteina
MDMZ2. En situacion normal se une a p53 y la lleva desde el nucleo al
citoplasma donde la actividad de MDM2 como ubiquitina ligasa (E3) inicia
el proceso de degradacién. La sobreexpresion de MDM2 puede llevar a la
acumulacion de p53. A su vez p14**F se une a MDM2, produciendo asi la
estabilizacion del complejo 81327 Se ha descubierto un miembro
adicional de la familia MDM2, denominado MDM4, que actla como un
importante regulador negativo de p53 %,

Las mutaciones TP53 son significativamente mas frecuentes en
glioblastomas secundarios que en primarios (65% vs 28%). De las
mutaciones de TP53 en los glioblastomas secundarios, el 57% se encuentra
en los codones hot-spot 248 y 273, mientras que en los glioblastomas
primarios, se distribuyen de manera mas uniforme, G:C — A:T **°,

La pérdida de expresion de p14”7" debido a la delecion homocigética
0 a la metilacion de su promotor es frecuente en glioblastomas primarios
(50%). Asi mismo, la amplificacion de MDM2 no es muy frecuente (<15%),
y ocurre casi exclusivamente en glioblastomas primarios que carecen de una
mutaciéon en TP53. Al menos una alteracion en la via de TP53 /MDM2/
p14*"F (mutaciones de TP53, delecién homocigética de p14ARF, metilacion
del promotor de p14”"F, amplificacion de MDM2) se ha observado en
aproximadamente el 50% de los glioblastomas primarios, y en mas del 70%
de los glioblastomas secundarios %% 280288 317,

Via p16™**?/CDK4/RB1

La proteina RB1 controla la progresion a G1 en la fase S del ciclo
celular. El complejo CDK4/ciclina D1 fosforila la proteina RB1, induciendo
con ello la liberacién de E2F, factor de transcripcion que activa los genes
implicados en la transicion G1—S. p16™ * se une a CDK4, e inhibe el
complejo CDK4/ciclina D1, y por tanto inhibe la transicion G1—S. La
pérdida de la funcion normal de RB1 puede resultar de la expresion alterada
de cualquiera de los genes p16™¢*?, CDK4, o RB1 **® La delecion
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homocigética de p16INK4a, la amplificacién de CDK4, y la pérdida de RB1
son en gran parte mutuamente excluyentes; en general la frecuencia de estas
alteraciones es del 50% en glioblastomas primarios y aproximadamente el
40% en glioblastomas secundarios. La frecuencia global de alteraciones
genéticas en esta via de sefializacion es del 78% de los casos %° .

Cuando las alteraciones en estas vias de sefializacion las
relacionamos con los GBs IDH no mutado y con los GBs IDH mutado, se
han podido establecer los perfiles genéticos que caracterizan a estas dos
variantes (Figura 7).

Glioblastoma |-~~~ ~~~-~-~-=-—--- 1
|
1
1
v\
1
Glioblastoma Glioblastoma Glioblastoma
IDH no mutado IDH mutado. NOS
TERT (m (72%)) TERT ( m (26%))
TP53 (m(27%)) TP53 (m(81%))
ATRX (m (excepcional)) ATRX (m (71%))
EGFR (amp (35%) EGFR (amp (excepcional)
PTEN (m(24%)) PTEN (m(excepcional))

Figura 7. Alteraciones moleculares mas frecuentes implicadas en el GB. amp:
amplificacion; m: mutacion.

1.2.3 Patrones moleculares del glioblastoma segun perfiles
transcripcionales

El estudio de los perfiles transcripcionales en los diferentes gliomas,
han permitido establecer relaciones entre su biologia y los estadios del
desarrollo neuroglial 3 *% 2% 2%"_Por una parte, en los gliomas de grado Il y
grado IV se han considerado tres suptipos: proneural, proliferativo y
mesenquimal, siguiendo la semejanza con el perfil de expresion génica con
el tejido nervioso fetal y adulto (proneural), con células madre
hematopoyéticas (proliferativo) y con varios tejidos de estirpe mesenquimal
(mesenquimal).
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En estos estudios se ha observado que practicamente todos los
tumores de grado Ill, pertenecen a la categoria proneural, junto a un
subgrupo de GBs en pacientes jovenes con cursos clinicos prolongados. Por
otro lado, los tumores recurrentes parecen cambiar su perfil de mRNA inicial
hacia un perfil mas mensenquimal.

En GB primarios se han obtenido patrones similares en el estudio
publicado por el TCGA (Atlas Gendmico del cancer) %", Ademas de
confirmar los patrones proneural y mesenquimal se identificaron dos
patrones adicionales denominados clasico y neural. Cabe destacar que, al
integrar estos resultados con datos del nimero de copias, transcripcionales,
de secuenciacion y protedémicos, los subgrupos de GB se correlacionan de
forma efectiva con las alteraciones caracteristicas de las vias de sefializacion
mas importantes en los glioblastomas primarios >***": la categoria clasica
con alteraciones en EGFR (25%-30%), la categoria proneural con
alteraciones en PDGFR, IDH1 o IDH2 (25%-30%) y la categoria
mensenquimal con alteraciones en NF1 (30%-40%) ***' (Tabla 1).

El TCGA recoge los datos sobre las alteraciones moleculares y los
cambios patoldgicos, y de esta forma se ha podido realizar una clasificacion
complementaria a la histolégica para los GBs. En este sentido se mantienen
para los glioblastomas primarios las clasificaciones de proneural, neural,
clasico y mensenquimal.

Tabla 1. Clasificacién molecular de los gliomas malignos segun la TCGA.

Variantes de Andlisis de los GB  Alteraciones moleculares en

gliomas primarios los GB primarios
segun WHO
Proneural Proneural Amplificacion o mutacion en
PDGF.
Mutacion en IDH1/2
Mesenquimal Mensenquimal Delecion o mutacion en NF1
Mesenquimal Clasico Amplificacioén o mutacion de
EGFR

Subclases no Neural -
definidas
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1.3 Factores epigenéticos: microRNAs y regulacién génica

Uno de los factores epigéneticos ya abordados en el apartado 1.2 fue
la metilacion en genes en el GB, en este apartado nos centraremos en lo que
ha sido el descubrimiento de nuevos sistemas de regulacion génica bajo el
control de RNA de pequefio tamafio que ha tenido un impacto significativo
en la biologia molecular. Algunos de los genes implicados en las distintas
vias de sefalizacién estan también regulados por miRNA, entre ellas, las
vias de sefalizacion dependientes de EGFR en el GB.

1.3.1 MicroRNAs: Concepto, funcién y mecanismos de accién

Los miRNA, son RNAs de pequefio tamafio, aproximadamente 23
nucledtidos, de cadena sencilla, que actian como moléculas reguladoras de
la expresion génica, inhibiendo la traduccion de proteinas uniéndose al
mRNA y no codificando para proteinas '*%. Juegan un papel muy importante
en la regulacion de la expresion porque pueden unirse por
complementariedad con los RNA mensajeros de estas proteinas e inducir su
represion post-transcripcional, ademas de inducir la activacion de la sintesis
proteica %%,

La funcién de los miRNA, no esta limitada a la represion de genes
individuales, pudiendo también actuar modulando simultaneamente varias
dianas y desreprimiendo otras con rapida reactivacion. Juegan un papel
importante en el desarrollo y diferenciacion celular, controlando el ciclo
celular y los procesos de envejecimiento y apoptosis .

Existen trabajos publicados que indican que los miRNA regulan la
expresion génica de formas diferentes actuando a nivel pos-transcripcional y
de la traduccion de proteinas *+ 7%

A nivel post-transcripcional, los miRNA en animales pueden inducir
una degradacidn significativa de los mRNA diana. Una caracteristica de los
miRNAs es su apAreamiento imperfecto con su mRNA diana. Generalmente
se unen a la region 3' UTR (region no traducible) **. Los miRNA promueven
la degradacion de los mRNA diana porque inducen la deadenilacion del
mRNA mediante la eliminacion de la caperuza en el extremo 5' ”. Asi
mismo, los microRNA podrian también silenciar sus mRNA dianas
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secuestrandolos en sitios citoplasmicos discretos, los cuerpos de
procesamiento de mRNA o P bodies, que carecen de maquinaria de
traduccion®.

Por otra parte, a nivel de la traduccion de proteinas, los miRNAs
pueden incidir en sus tres etapas principales: iniciacion, elongacion y
terminacion de las cadenas polipeptidicas™ y pueden lograr:

- la inhibicidn de la iniciacion de la traduccion.

- la inhibicidn de la elongacion de la traduccion.

- la degradacion de la proteina durante la traduccion.

- la terminacion prematura de la traduccidon (por disgregacion de los
ribosomas).

Se conoce que la utilizacién de un mecanismo u otro depende del
grado de complementariedad del miRNA y su mRNA diana. Si la
complementariedad entre ellos es elevada o total se producira la degradacién
del mRNA vy si la complementariedad no es total se favorece la inhibicion de
la traduccion *°. También se requieren varias regiones de union de miRNAs
para una interaccion miRNA-mRNA diana de alta afinidad que suprima la
traduccion '#,

Se ha estudiado la posibilidad de que los miRNASs realicen represion
transcripcional y que a la vez estén relacionados con la regulacion de la
cromatina. Para apoyar esta hipotesis se ha observado que en la reciente
prediccion de genes diana de miRNAs hay proteinas modificadoras de
histonas, entre ellas histonas metiltransferasas e histonas deacetilasas .

Sin embargo, a pesar de las discrepancias existentes entre los
diferentes mecanismos propuestos, los apoyos basados en modelos
experimentales para cada mecanismo son variados, y son el objeto actual de
intensos estudios, para tratar de elucidar los mecanismos exactos de
regulacién de los miRNAs.
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Prediccion de genes dianas de miRNAs

Se han desarrollado varias plataformas computacionales que
permiten la prediccion de estos genes dianas y que se detallan en la tabla 2.
La mayoria de algoritmos se basan en la complementariedad de secuencia
mMiRNA-mRNA 177,

Tabla 2. Bases de datos y fuentes para la prediccion de diana de miRNAs

Base de datos /Fuentes Direccion web

miRanda http://www.microrna.org/microrna/home.do

miRBase http://www.mirbase.org/

TargetScan http://www.targetscan.org/

PicTar http://pictar.mdc-berlin.de/

Diana Tools http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php

miRNAMap http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw/

Los resultados derivados del uso de estos algoritmos de analisis
bioinformético han sido validados mediante ensayos experimentales in vitro
e in vivo®, para reforzar, validar, y retroalimentar la capacidad y la fiabilidad
de estos programas para predecir genes dianas.

1.3.2 Los microRNAs en el desarrollo neopléasico

La expresion de miRNAs se encuentra alterada en cancer y la
expresion anormal de estos es una caracteristica comun de los procesos
neoplésicos; ademas del hecho de que los miRNAs humanos se encuentran
localizados en regiones gendmicas asociadas a cancer “®,

La expresion alterada de los miRNAs es un mecanismo que
desencadena su ganancia o pérdida de funcion en las células cancerosas.
Estos pueden encontrarse en las células dowregulated (con baja expresion) o
upregulated (con sobreexpresion) *.

Existen diferentes mecanismos que alteran la expresion de los

miRNAs, como son la activacion de factores de transcripcion oncogénicos;
la presencia de alteraciones cromosomicas como la amplificacién genémica,
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la delecion cromosomica, las mutaciones puntuales; y la metilacion
aberrante de los promotores %2/,

La expresion de algunos miRNAs esta inhibida en diferentes
tumores actuando como genes supresores tumorales o0 TS-miRs, mientras
que en otros se encuentran sobrexpresados actuando como oncogenes,
también conocidos como onco-miRs * ¢,

Los miRNAs con niveles reducidos reflejan defectos en cualquier
etapa de la biogénesis miRNA, lo que produce una expresién inapropiada de
oncoproteinas. Este mecanismo se relaciona con aumento de la proliferacion,
invasion y angiogénesis, o con reduccion de los niveles de apoptosis y
diferenciacion, potenciando la formacion de tumores.

Por el contrario, los niveles elevados de miRNA maduro podrian
reflejar la amplificacion del gen miRNA, un promotor constitutivamente
activo, el aumento de la eficiencia en el procesamiento de los genes miRNA
0 aumento de la estabilidad de los genes miRNAs, por lo tanto la
sobreexpresién de un miRNA oncogénico elimina la expresion de los genes
supresores de tumores, que conduce a la progresién del cancer (Figura 8).
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Figura 8. A) Esquema del funcionamiento del miRNA como supresor tumoral.
Los signos de interrogante muestran defectos en cualquier etapa de la biogénesis
miRNA B) Esquema del funcionamiento del miRNA como un oncogén. Los
signos de interrogante muestran incrementos de la eficiencia y procesado de
miRNA durante la biogénesis *** figura modificada.
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mMiRNA con actividad supresora de tumor

Uno de los primeros indicios sobre la participacion de miRNAs en
cancer fueron los publicados por Calin en 2002 **, que observaron que miR-
15 y miR-16 se localizaban en una regién cromosémica que se perdia de
forma recurrente en la mitad de los casos con leucemia linfocitica cronica
(CLL). En células normales estos miRNAS se encuentran con baja expresion
y actlian como supresores de tumores teniendo como diana directa el mMRNA
de BCL2, sintetizandose la proteina anti-apoptética BCL2. EI gen BCL2 es
considerado un oncogén que esta frecuentemente sobrexpresado en CLL.

Otro de los primeros miRNAs estudiados fue la familia de miRNA
let-7, los cuales tiene un rol importante en el cancer de pulmon y colén. Se
ha estudiado que actla como supresor tumoral mediante la regulacion del
oncogen RAS inhibiendo la expresion del mismo 2,

Desde entonces un largo nimero de miRNAs han mostrado una baja
regulacion en cancer como, miR-143 y miR-145 en cancer colorectal *#,
miR-145 en cancer de mama **, y miR-129 en cancer gastrico **, entre otros
(Tabla 3).

miRNA con actividad oncogénica

Los onco-miRs estan frecuentemente sobreexpresados en cancer y
muestran una actividad proliferativa y antiapoptética. En la tabla 3 se
muestran algunos de los oncogenes mas estudiados.

El miR-155 fue uno de los primeros onco-miRs identificados. Las
primeras observaciones mostraron que la alta expresion de este miRNA
estaba asociada a una variante mas agresiva del tumor y a una baja
supervivivencia en adenocarcinoma de pulmén y en leucemias ™.

La region 13921 se encuentra frecuentemente amplificada en
tumores sélidos como gliomas, linfomas, cancer de vejiga, tumores de
cabeza y cuello, entre otros. La amplificacion en esta region provoca la
sobreexpresion de la familia miR-17-92 %, El miR-21 también se encuentra
sobrexpresado en numerosos tumores como el cancer de mama, pancreas y
en GB. La actividad anti-apoptética también se ha publicado como una
caracteristica de miR-21 *®°. La inhibicion de miR-21 en cancer de mama y
en GB condujo a la inhibicién de la actividad de BCL-2, a la reactivacién
de caspasas y al aumento de la apoptosis *.
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Tabla 3. Ejemplos més relevantes de miRNAs involucrados en cancer.

miRNAs Actividad Dianas Tipos de cancer Referencias
Familia ST RAS, MYC, Pulmoén 3
Let-7 CDKG6 Colén 140
Familia ST CDK4,CDK  Neuroblastoma 312
miR-34 6, BCL2 Colon 278
miR15 ST BCL2 Leucemia 56
miR-16 linfocitica cronica
(CLL)
miR-29b ST MCL-1, Leucemia mieloide 91
TCL-1 aguda (AML)
miR-124a ST CDK6 Colon, mama, 193
pulmén linfomas,
leucemia
miR-143 ST FNDC38, Colon, carcinoma, 329
BCL2,HK2, pulmén, 331
PKCe osteosarcoma 9
miR-145 ST Fli-1,MYC, Colon , mama, 3
IRS-1 AML 132
miR-379 ST AKT, FAK carcinomas 166
miR-17-92 0] E2F1, Tspl, Linfoma, colon, 110
CTGF Leucemia mieloide 274
aguda (AML) 296
miR-21 0] PTEN, Glioblastoma, 132
TPML1, mama, pulmén, 256
BCL2 pancreas, 47
PDCD4 carcinomas 28024
miR-155 (0] TP53 Linfoma, mama 71
132
miR-372 0] LAST?2 Tumor de célula 301
/miR-373 germinal testicular

ST: Supresor tumoral, O: Oncogén
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Aplicaciones de los miRNAs en el diagnostico, prondstico y terapia
molecular de las neoplasias

El estudio de los mecanismos de regulacion de la expresion génica
por parte de los miRNAs, ha permitido la generacion de alternativas viables
para el diagndstico, pronostico y el tratamiento de diversas enfermedades,
fundamentalmente el cancer.

Los miRNAs tienen grandes ventajas porque son relativamente
estables, y para el estudio de su expresion no se requiere gran cantidad de
muestra. Se puede obtener de tejido fresco, tejido fijado en parafina, y de
fluidos bioldgicos como suero, a través de una biopsia liquida o saliva que
son vias menos invasivas para el paciente 1202253%,

Como método diagnostivo, el uso de perfiles de miRNAs ayuda
identificar una gran variedad de tipos tumorales, aplicandose en carcinoma
de pancreas **, carcinoma papilar de tiroides ', el cancer colorectal *, y
cancer de pulmon %2, Ademas, en situaciones donde el uso de perfiles de
expresién de mRNA ha resultado ser poco sensible, se ha demostrado que
los perfiles de expresion miRNAs se pueden usar para el diagnostico % 2%,

Desde el punto de vista pronéstico han demostrado su utilidad como
indicador de evolucion clinica, de la tendencia a la recurrencia y a la
metastasis >* #°. Para elegir la terapia mas eficaz, los perfiles de expresion de
miRNA pueden llegar a ser una herramienta para la identificacion de
subgrupos de los pacientes que se beneficiaran de un tratamiento
alternativo®.

En el 2007, Wurdinger y Costa publicaron que se pueden utilizar
métodos que corrijan la expresion de un miRNA que se encuentre
desregulando la accion de un mRNA, lo que provoca una alteracion
molecular gue conlleva a una patologia, lo que podria dar como resultado la
recuperacion de una funcién normal. Por el contrario en enfermedades que
vienen dadas por la desregulacion de un patron de expresion de mRNA y
donde el perfil de miRNAs es normal, se podria intentar utilizar miRNAs
naturales o sintéticos para normalizar los defectos de la expresion de
mRNA** (Figura 9).
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Figura 9. Niveles en los que se plantea la posible interaccidn terapéutica sobre
los mMiRNAs. ST. Supresores de Tumores. ONCO. Oncogenes.

1.3.3 MicroRNAs en el gliobastoma

Se han publicado patrones alterados de expresién de miRNA en GB.
Algunos miRNAs especificos han demostrado ser supresores tumorales u
oncogénicos. Aproximadamente el 30% de los miRNAs evaluados se
presentan desregulados en varios estudios independientes #/4%%>87.120211.352

Se han identificado miRNAs significativos en la biopatologia del
glioblastoma como: miR-21, miR-128, miR-181, miR-221/222, miR-137,
mlR'124, miR-?, entre otros 7,49,87, 94,150,167,195, 211,332.

El primer oncogen identificado en glioblastoma fue el miR-21 *.
Este miRNA es uno de los de mayor sobreexpresion en gliomas con respecto
al tejido normal, lo que sugiere un papel oncogénico. EL miR-21 actiia como
un oncogén que regula maltiples pardmetros de malignidad en este tumor. La
inhibicion de este miRNA aumenta la apoptosis, disminuye el crecimiento e
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invasion y podria reducir la quimioresistencia **®. Se ha sefialado que la
alta expresion de este micro se relaciona con una baja superviviencia de los
pacientes con GB ***,

Ciafré * describe miRNAs que se encuentran con baja expresion
como el miR-128 y la familia miR-181, que se comportan como supresores
de tumores. El miR-128 tiene la capacidad de suprimir el crecimiento
tumoral, por tener como dianas directas, genes que estan implicados en la
renovacién de células madres. Ademas, se ha encontrado que este miRNA
puede reprimir dos factores de crecimiento como son: EGFR y PDGFA, que
se encuentran normalmente sobrexpresados en GBs .

Los miRNAs miR-221 y miR-222 se encuentran sobrexpresados en
GB. Su funcion se ha explorado de manera conjunta, pues tienen las mismas
dianas moleculares. Se ha descrito que ambos, reprimen la expresion del
regulador del ciclo celular p27 **%, Por otro lado, se ha demostrado que las
células de la linea celular U87 requerian una alta actividad de miR-221/222
para mantener los niveles de p27 y el estado proliferativo, por lo que son
considerados potenciales oncogenes'™.

El miR-137 se encuentra poco expresado en las células de GBs. En
muchas ocasiones se ha estudiado su papel en relacién a otros miRNAs por
ejemplo, el miR-124. Estos estudios han demostrado su efecto
antiproliferativo y anti-invasivo cuando est¢ miRNA se sobrexpresa,
influyendo sobre la diana CDK6 %,

Otros trabajos establecen la baja expresion del miR-7 en GBs.
EGFR y IRS-2 fueron identificados como dos dianas directas del miR-7. La
transfeccion del pre- miR-7 disminuye la fosforilacion de AKT y reduce la
severa invasion de las células del GB **°.

El miR-26 es un regulador de la expresion de PTEN, el cual es un
regulador de la ruta AKT y tiene un papel central en la biologia del
glioma'®,

Una de las mas interesantes investigaciones, es la relacionada con el
circuito cerrado de regulacion entre TP53 y miR-25/32, los cuales son
regulados negativamente por TP53, pero a la vez estos miRNAs pueden
estabilizar la proteina p53 y disminuir la tumorogenicidad, mediante la
accion de estos sobre las dianas MDM2 y TSC1, tal y como se observo en
células de la linea celular U87 de glioblastoma .
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Todos estos miRNAs estdn relacionados con las tres vias de
sefializacion mas importantes afectadas en glioblastoma (Figura 10). Es
evidente que los mMiRNAs actian como reguladores a diferentes niveles de la
gliomagénesis. Regulan la proliferacion (miR-7, miR-21, miR-128, miR-
221, miR-26a), la apoptosis (miR-21, miR-25/32) y la resistencia a
quimioterapia y radioterapia (miR-21 y miR-181a) **.
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Figura 10. Esquema que muestra la interaccién de miRNAs con las vias
RTK/RAS/PI3K p53 y RB en Glioblastoma.

Otros microRNAs se han estudiado relacionados con los
glioblastomas. El miR-148a que presenta actividad oncogénica, tiene
utilidad prondstica en este tumor. La expresion de miR-148a en muestras
humanas de glioblastoma, lineas celulares, y células madre neoplasicas
(GICs), es elevada, en comparacién con el cerebro y astrocitos humanos
normales. Los niveles altos son un indicador de riesgo para la supervivencia
de los pacientes de glioblastoma. Funcionalmente, la sobreexpresion de miR-
148a aumenta el crecimiento celular, la supervivencia, la migracion y la
invasion de las células de glioblastoma y promueve la formacion de
neuroesferas. Se han identificado algunas dianas directas del miR-148a, el
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receptor EGFR, el MIG6 (gen 6 mitdgeno inducible) y la proteina
proapotética BIM %,

Los estudios sobre el miR-338-5p han demostrado una disminucion
de la proliferacion y una detencion del ciclo celular en lineas celulares de
GB*. Dado que la radioterapia es actualmente la principal modalidad de
tratamiento en este tumor, se combinaron la sobreexpresion del miR-338-5p
con radiacién, lo que llevd a una disminucion significativa de la
proliferacion celular, aumentd la detencién del ciclo celular y la apoptosis,
en comparacion con las células que solo habian recibido radiacion. Para
aclarar mejor el mecanismo de accion, se realizaron perfiles de expresion
génica que revelaron una relacion directa con los genes NDFIP1, RHEB y
PPP2R5A. Estos genes estan involucrados en respuesta al dafio del DNA, en
la proliferacion y en la regulacion del ciclo celular #.

Recientemente se ha demostrado que la sobreexpresion de miR-126
suprime la proliferacion de células de glioma y la invasion in vitro. KRAS
que participa en la via ERK es diana directa del miR-126 a través de la unién
de dos sitios en la regién no traducida 3 '(3'-UTR) del gen KRAS. Ademas, la
sobreregulacion de miR-126 contribuye a la activacion aberrante de la
sefializacién de ERK, e inhibe la proliferacion celular y la invasién a través
de la regulacion de KRAS. Por lo tanto, se sospecha que el miR-126 podria
ser una posible diana terapéutica para el glioma de alto grado **".

Los perfiles de miRNAs estudiados en GBs han sido realizados
mediante microarrays de expresién. En este sentido, se han identificado en el
TCGA *° 5 subgrupos de GBs utilizando perfiles de expresion de miRNAs y
de mRNA 2,

De acuerdo con esta agrupacion los subgrupos de GBs son: ‘oligo
neuronal', 'glia radial', 'neuronal’, 'neuro mesenquimales', y ‘astrocitico’ ',
Los microRNAs asociados a cada subgrupo se refieren en la tabla 4.
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Tabla 4. miRNAs que identifican los cinco subgrupos de glioblastoma
relacionados con los precursores neurales.

Subgrupos MiRNAS

Neural 565,487b,128a,128b,136,137,376a,338,218,
219,377,127,124a,7,23b,27b,582.

Oligoneural 26a,135hb,176a,196b,10b,9,182,130a,20a,25,

424,340,92,96,173p,106a,175p,182,18a,183,19
a,19b,181a,181b,149,345,505,362

Glial radial 99b,125a,92b,30a-5p,125b,100,99a, let-7,
let7d,26b,96,195,1352 let7e,let7b,let7a,335,
126, 146a, 143,145

Astrocitico 191,425-5p,192,200b,200a,29¢,29b,29a,24,
27a,23a,223,34a,142-3p,146b,22,21,222,
155,148a,193a,204,31,34b,210,193b,339

Neuro-mesenquimal 623,584,629,630,765,671,638,663,801,769-
3p,452,451,206,370,490,486,492,493-3p,513,
494 575,572

Esta agrupacion apunta al origen de las células de tumores
cerebrales, y revela el gran potencial de los miRNAs como elementos
sensibles que ayudarian a identificar mejor la biopatologia del glioblastoma,
como un tumor que se presenta con una gran heterogeneidad .

A pesar de todos estos avances, los estudios de los miRNA en el GB
aun son escasos, Yy su relacion con las vias de sefializacion, en particular, las
dependientes de EGFR estan por aclarar.

1.3.4 Implicacion de la familia de los miR-200 en la transicion epitelio-
mesenquimal

La familia miR-200 consta de cinco miembros localizados en dos
cromosomas distintos. Los miR-200a, miR-200b y miR-429 se encuentran
en el cromosoma 1, y miR-200c y miR-141 se encuentran en el cromosoma
12 157.

Su funcidn se asocia con la progresion tumoral, y juega un papel
esencial en la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) 2%92%,
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La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un concepto que
surge para explicar procesos celulares en el desarrollo embrionario, y
comparte muchas similitudes con la progresion del cancer °2%2,

Es un proceso celular complejo que refleja un alto nivel de
plasticidad fenotipica, que define la conversién de células epiteliales en
células de fenotipo mesenquimal con alta capacidad migratoria. Inicialmente
las células epiteliales se encuentran unidas entre si por uniones adherentes
conformadas por proteinas como E-Caderina, cateninas y anillos de actina,
entre otras. Durante la transicion epitelio-mesenquimal, uno de los procesos
que se produce, es la represion en la transcripcion de los genes que codifican
diferentes uniones intercelulares, perdiéndose la polaridad apico-basal de la
celula. Ademéds, la célula sufre cambios en el citoesqueleto que promueven
una constriccion apical en la célula y una desorganizacion de la membrana
basal. Estos cambios originan la migracion celular (Figura 11). La
reorganizacion de la caderina (el cambio de la E-caderina a N-caderina) es
un sello distintivo de la EMT como motor de la pérdida de contacto célula a
célula ¥4,

Estadio Epitelial Estadio Transiente Estadio Mesenquimal
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Figura 11. Presentacion esquematica de una transicion epitelio - mesenquimal
(EMT).

En 2008, Park 2%, identificd la familia miR-200 como un marcador
importante para las células que expresaban la E-caderina, pero carecian de la
expresion de vimentina. La expresion de miR-200 causo la sobrerregulacion
de la E-caderina en diferentes lineas celulares de cancer de ovario,
reduciendo la motilidad de las células. Por el contrario, la inhibicion de
miR-200 redujo la expresién de E-caderina, aumentd la expresion de
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vimentina, e indujo la EMT. Estos datos identifican al miR-200 como un
potente marcador y factor determinante del fenotipo epitelial de las células
cancerosas.

La E-Caderina (codificada por el gen CDH1) contribuye a retener
un fenotipo epitelial, es considerada un inhibidor de la invasion y la
migracion en numerosas lineas celulares. La E-Caderina puede quedar
inactivada por alteraciones en el gen CDH1, como pueden ser mutaciones
somaéticas, o hipermetilacién del promotor del gen, causando la perdida de
funcién. Sin embargo, el evento més frecuente es la inhibicion de la
trascripcion de la E-Caderina por factores de transcripcion especificos como
pueden ser la familia ZEB (ZEB1/2). Ello permitiria la invasion local y la
diseminacion de las células cancerosas, perdiendo de esta forma su fenotipo
epitelial y ganando un fenotipo mesenquimal * %,

El factor de trascripcion ZEB1 codificado por el gen TCF8, actlia en
las regiones reguladoras de los genes diana como es CDH1, reprimiendo su
accion y por tanto contribuyendo a la progresion maligna tumoral en
diferentes tipos de tumores como céancer de endometrio y céncer de
mama®2?22 1. 25 De este modo, ZEB1 es un mediador crucial de la EMT,
gjerciendo sus efectos sobre la induccion de EMT mediante la inhibicion de
la expresion de E-caderina y de miRNAs *22%%% ( Figura 12).
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Figura 12. Papel del miR-200 y ZEB1 en la EMT y en la progresién tumoral.
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El papel de miR-200 en EMT y en la progresidn tumoral, infiltracion
y metéstasis, se ha relacionado con varios tipos de céncer, incluyendo:
cancer de vejiga ', cancer de mama®®, cancer de ovario'®, cancer de
pancreas '#2 3% cancer de prostata *°, cancer de pulmoén, % cancer colorectal
124232 y cancer de tiroides®®,

El papel del EGFR en la transicion EMT no est4d muy documentado.
En algunos tipos tumorales la activacion de EGFR por su ligando (EGF)
induce esta transicion. En la mayoria de los canceres anaplasicos de tiroides,
EGFR se sobreexpresa y cuando se activa por EGF, una cascada de
sefializacién se activa, resultando un aumento de la migracién y la
invasion'’ 3%, En este proceso, EGFR activa el gen TCF8 que codifica a
ZEB1 e inhibe la expresion de E-caderina, lo que favorece la metastasis en
muchos tipos de cancer %3,

Estudio de los miR-200 en glioblastoma

Los estudios de la familia miR-200 y en concreto el del miR-200c
asociado a la biologia del glioblastoma son muy escasos e iniciales.

Los primeros datos surgen de un estudio sobre el efecto de NVP-
LDE-225 (Erismodegib), que es un inhibidor que actGa en los procesos de
EMT en células madres neoplésicas de glioblastoma (GICs) inhibiendo la
via de sefializacion de SHH, que es una via que regula el desarrollo neuronal.
En este estudio se demostrd que este inhibidor indujo la expresion de miR-
200a, miR-200b, y miR-200c en GICs. La transduccién de GICs con un
inhibidor de la familia 200 (anti-miR-200a/b/c) bloque6 los efectos
inhibitorios de Erismodegib sobre la migracion celular y la invasion. Estos
datos sugieren que Erismodegib inhibe la EMT por sobreexpresiéon de la
familia miR-200%.

Nuestro grupo en 2014, publicé un estudio donde se sugirid que
miR-200c podia actuar como un regulador potencial de la migracion y la
invasion a través de ZEB1 en tumores primitivos de glioblastoma. Este
estudio apoyaba la existencia de tres grupos de GB considerados en funcién
del estado de amplificacion de EGFR con diferentes niveles de ZEB1 y miR-
200c. Nuestros resultados mostraron que los valores de miR-200c y de la
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expresion CDH1 aparecen claramente reducidos en los GB con
amplificacién de EGFR. Este estudio es considerado el primer trabajo de la
relacion entre miR-200c y el patron de amplificacion de EGFR *°.

Debido a las caracteristicas particulares del tejido nervioso, al
caracter astrocitico neoplasico del GB, se propuso como concepto
complementario al de EMT, el término MMMI (Modo Mesenquimal de

Migracidn e Invasion) referido al proceso de infiltracién en el glioblastoma
57,335

El MMMI se ha estudiado en modelos experimentales de ratén,

observando como las células de glioblastoma migran individualmente
usando un modo mesenquimal en su motilidad aunque no se sabe
exactamente lo que inicia este comportamiento en las células de gliomas. Se
observo que durante la migracion, las células de GB tienen la capacidad de
reorganizar la matriz extracelular, secretan metaloproteasas de matriz
(MMP) en el borde de ataque, y rompen componentes extracelulares para
crear corredores 0 vias para la migracion, creando pistas que les permiten
migrar por la materia blanca y por las membranas basales que revisten los
vasos sanguineos del cerebro. Este proceso es critico y depende del
ensamblaje y desensablaje regulado por las integrinas de transmembrana®”
179,335.
Por otra parte, diferentes componentes de la via de sefializacion FAK/Src
son activados en GB. Los gliomas expresan elevados niveles de expresién de
FAK sobre todo en los margenes invasivos del tumor primario *. El Src es
un proto-oncogén que interacciona con FAK, la interaccion de ambos es un
importante determinante de la migracion de células mesenquimales . Tanto
FAK y Src se han convertido en objetivos importantes para el tratamiento de
glioblastoma *"3%,

Hasta el momento se ha descrito una serie de miRNAs, con
actividad tanto oncogénica como supresora tumoral, involucrados en
MMMI en el GB, que afecta la migracion celular, la reorganizacion del
citoesqueleto, la invasividad y la angiogénesis, en gliomas en general *®
(Figura 13). Pero hasta el momento, no aparece referido en la literatura la
relacion del miR-200 con el MMMI en GB.
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Figura 13. miRNAs implicados en el MMMI en glioma. La inhibicion de
dianas validadas (circulo amarillo) por miRNAs especificos, con un efecto pro-
invasivo (cuadrado rojo) o efectos anti-invasivos (cuadrado verde). Cuadrados
rojos representan los miRNAs sobrexpresados con actividad oncogénica.
Cuadrados azules representan los miRNAs infraexpresados con funcion
supresora de tumor.

Otros autores han denominado EMT (-like) al proceso observado
en los tumores gliales que parece diferir de la EMT clasica y donde se
produce la transicion mesenquimal independientemente del paso de la E-
caderina a N-caderina***  La hipdtesis que se ha estudiado esta
relacionada con la expresién de los miembros de la familia-ZEB regulada
indirectamente por otros mecanismos moleculares. Se ha publicado y
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validado en algunos estudios, que la induccion de ZEBL1 esta relacionada con
la represion de E-caderina y por lo tanto con la infiltracion. Dada la baja
prevalencia de la E-caderina en el glioma %% se postula si ZEB1 podria
afectar a la invasion en glioma a través de otros mecanismos, como mediante
el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) que media la invasion
en glioma in vitro e in vivo, y que se produce a través de la activacién de
NF-KB 014,

Con respecto a la familia de miR-200, se ha estudiado como miR-
200a inhibe la activacion de reguladores de EMT-like y reduce la motilidad
por represion de la via WNT/ B-catenina en GB 2. Asi como esta familia de
miRNAs a través de los efectores ROBO1, c-MYC y MGMT podrian actuar
como reguladores de la iniciacion tumoral junto a ZEB1 %'. Pero no existen
hasta el momento mas estudios de esta familia de mMiRNAS y este proceso, y
tampoco relacionados con el glioblastoma.

El fenotipo mesenquimal de la clasificacién molecular de los GB se
asocia con el aumento de la migracién y la invasion de sus células. Ademas,
los perfiles de expresidn génica de pacientes con GB con un mal prondstico
mostraron sobreexpresion de genes asociados con el linaje mesenquimal.
Durante la progresion tumoral se produce la conmutacion de caderinas, un
proceso en donde la expresion E-caderina epitelial se conmuta a caderinas
mesenquimales como N-caderina y caderina-11'*. La mayoria de GB no
muestran expresién intrinseca de E-caderina, aunque se ha observado una
pequefia subfraccion de GB con expresion de E-caderina®™.

Los diferentes estudios realizados de microRNAs y los distintos
perfiles de expresion de estos observados en glioblastomas, subrayan la
importancia de los mismos en la patogénesis del tumor. Aln son escasos los
estudios funcionales, sobre todo in vitro, que permitan esclarecer la
importancia de los miRNAs en este tipo de neoplasias.
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1.3.5 Utilizaciéon de la transfeccion en el estudio funcional de los
miRNAs

La transfeccion se define como la introduccion dentro de una célula
eucariota de una molécula de DNA/RNA que no pertenece a la célula,
mediante plasmidos, vectores viricos u otras herramientas para la
transferencia.

Las técnicas de transfeccion celular han permitido en gran medida
ampliar los conocimientos acerca de la regulacion génica y de la funcion de
las proteinas en los sistemas celulares. La introduccion de una construccion
de DNA recombinante en la que se ha situado una secuencia codificante de
un gen reportero (luciferasa, proteinas fluorescentes, beta-galactosidasa, etc.)
bajo una secuencia de regulacion que se desea estudiar, permite medir con
facilidad tasas de expresibn génica en diferentes situaciones

experimentales®.

Existen dos tipos principales de transfeccion: virales y no virales.
La primera comprende el uso de retrovirus, adenovirus y lentivirus. Ellos
ofrecen como ventaja la alta eficiencia de transfeccién, pero como
inconveniente, la manipulacion y produccion de virus lo cual requiere fuertes
y adecuadas medidas de seguridad de laboratorio; ademas los genes virales
se introducen en el genoma de la célula y pueden causar efectos secundarios
no deseados, o influir en el patron de expresion de proteinas %,

Las técnicas de transfeccion no virales que se utilizan en la
actualidad se pueden clasificar en dos tipos: métodos fisicos 0 métodos
quimicos %

Los métodos fisicos estan basados en la introduccion mecanica de
las moléculas en el interior de la célula. Entre ellos estan:

- Microinyeccion directa. EI DNA se microinyecta directamente al citosol,
célula por célula.

-Electroporacion. Introduccion del DNA adherido a microparticulas que se
disparan sobre las células, generalmente se lleva a cabo abriendo poros o
"agujeros" transitorios en la membrana plasmatica de las células.

Los métodos quimicos estan basados en la formacion de complejos
que las células son capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente
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mediante la ruta endocitica o a través de membranas. Entre estos métodos
podemos mencionar:

-Método del fosfato célcico. Basado en la obtencion de un precipitado entre
el cloruro de calcio y el DNA. En esta situacion coprecipitan formando unos
agregados que son endocitados por las células. Aparentemente el agregado
con calcio protege al DNA de la degradacién por las nucleasas celulares.

- Método del DEAE dextrano. Basado en la obtencién de complejos entre la
resina DEAE y el DNA. Los polimeros de DEAE dextrano o polybreno
tienen una carga que les permite unirse a las moléculas de DNA cargadas
muy negativamente. EI DNA acomplejado se introduce en las células
mediante chogue osmoético mediante Dimetilsulfoxido (DMSO) o glicerol.
El uso de DEAE dextrano se limita a las transfecciones transientes.

- Método de lipofeccion. Se basa en la formacién de complejos entre lipidos
catibnicos y DNA/RNA (miRNA). El complejo tiene afinidad por la
membrana y permite la entrada del DNA en el citosol. Existe un gran
namero de lipidos que se emplean en lipofeccidn, entre ellos lipofectamina,
aunque existe una estructura consenso de un lipido catidnico sintético, a
partir de la cual se han disefliado muchas variantes. Los parametros a
optimizar son la relacion entre lipido y DNA/RNA (miRNA) (relacion de
cargas), la cantidad de DNA/RNA (miRNA) empleado, el tiempo que se
exponen las células al complejo y la presencia o ausencia de suero.

Para la transfeccion de miRNAs se ha utilizado ampliamente el
método de lipofeccidn, ya que al ser estructuras pequefias, este método es
facil y eficiente y de menor coste para introducir este material en las células.
Los reactivos de lipofeccién en especial la lipofectamine se han optimizado
para la eficiencia, viabilidad y reproducibilidad. Desde su lanzamiento en
1993, reactivos Lipofectamine® se han convertido en los reactivos de
transfeccion mas referenciados con mas de 50.000 analisis *** .

En estudios de transfeccion de miRNAs en células de GB, la
lipofeccién y el uso de lipofectamine ha sido el método més utilizado. Estos
trabajos se han realizado en lineas celulares, donde se ha estudiado el miR-
21 como factor antiapoptético “’; o el miR-128 como un inhibidor de la
proliferacion celular y del crecimiento de tumores en xenotrasplantes *. Asi
mismo, los estudios de sobreexpresion e inhibicién de miR-130a lo han
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identificado como un candidato para predecir la respuesta al tratamiento con
temozolomida en pacientes con glioblastoma *°.

Hay una necesidad clara y urgente de comprender mejor los
mecanismos que subyacen en la patogénesis del GB. Los miRNAs
representan un conjunto de nuevas y emergentes moléculas que juegan un
importante papel epigenético regulador de numerosos procesos celulares
asociados con el cancer. Una mejor comprension de las funciones de estas
moléculas puede dar como resultado el desarrollo de nuevas estrategias de
diagndstico, prondstico y tratamiento en el GB.
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Hipdtesis y objetivos

El glioblastoma, es una de las neoplasias mas agresivas del
organismo. Dentro de ellas se consideran dos grandes variantes, el
glioblastoma primario o de novo, con el gen IDH no mutado, y el
glioblastoma secundario, con antecedentes de un astrocitoma, y con el IDH
mutado. Esta entidad se presenta como un paradigma de la heterogeneidad
en las neoplasias, que expresa su variabilidad en la presentacién clinica, en
los patrones neuropatoldgicos y en los genéticos, tanto entre tumores como
dentro del mismo tumor. Su localizacion en el cerebro, su potencial
infiltrativo, su induccion de angiogénesis, son causa de su alta capacidad
destructiva y funcionalmente invalidante. Esta agresividad biolégica ligada a
la mala respuesta a las diferentes acciones terapéuticas, conduce al paciente
a una evolucion fatal.

Uno de los comportamientos biol6gicos mas agresivos del
glioblastoma es la infiltracion de estructuras adyacentes. Este proceso, ligado
con alteraciones en el reconocimiento celular, en las uniones intercelulares y
en el movimiento, es conocido genéricamente dentro de los procesos
oncogénicos, como EMT (Transicion Epitelio -Mensenguimal), mecanismo
gue, con sus caracteristicas particulares, es conocido en el GB como MMMI
(Modo Mesenquimal de Migracién e Invasion). Este proceso presenta
alteraciones genéticas y epigeneticas que provocan una importante
desregulacion en la funcion génica y en las vias de sefializacion, ligadas a
estos procesos.

La amplificaciéon y/o mutacién de EGFR es la alteracion molecular
maés frecuente en el GB, de ahi el interés de estudiar el estatus de este gen
segun el patron de amplificacion, y analizar los perfiles de las alteraciones
genéticas asociados. En este contexto, los miRNA, directamente implicados
en los procesos de regulacion de la expresion génica, se presentan como
importantes actores en la modulaciéon epigenética de los procesos
neoplésicos. La alteracion de este sistema afecta a un nimero importante de
miRNA provocando una alteracién en la expresion de genes implicados en
vias de sefalizacion dependientes de EGFR, y en diferentes procesos
neoplésicos, como la infiltracion tumoral.
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La familia miR-200 estd implicada en los procesos de EMT en
diferentes neoplasias. En el caso del GB, los trabajos sobre miR-200 son
incipientes. Nuestros estudios previos aportan datos de una importante
desregulacion del miR-200c en GB primarios. Esta alteracion podria estar
relacionada con el proceso MMMI, a través de su accion moduladora en la
expresion de ZEB1 y CDH1, directamente implicados en procesos de
migracion celular.

Es de interés determinar la posible relacidn, directa o indirecta de la
accion moduladora de miR-200c con los patrones de amplificacion de EGFR
y los mecanismos de infiltracién en el GB. Ello nos lleva a plantear un
estudio sobre tumores primitivos de GB caracterizando sus patrones clinicos
y neuropatoldgicos, agrupandolos segln el patron de amplificacion de
EGFR. Se realizara el anélisis de los perfiles de alteraciones génicas y de
miRNAs en los diferentes grupos y su repercusion en las vias de
sefializacién ligadas a EGFR. Asimismo, se analizard el comportamiento de
miR-200c como modulador de los mecanismos de infiltracion/migracién en
los diferentes grupos de GB. EI andlisis de la accion de miR-200c, su
relacién con EGFR y su accion moduladora de los procesos MMMI, en
concreto sobre la migracion in vitro, se planteardn sobre un modelo
experimental de transfeccion de miR-200c sobre lineas celulares y cultivos
primarios de GB, representativos de los diferentes patrones de amplificacion
de EGFR.

Los objetivos derivados de este planteamiento se detallan a
continuacion.
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OBJETIVOS

Realizar el estudio clinico e histopatologico protocolizado de 46
pacientes de GB primarios, IDH no mutado, con particular atencion a
los  patrones nodular y/o difuso  mediante  criterios
radiol6gicos/neuropatoldgicos.

Definir subgrupos de GB primarios, en relacion al estatus de
amplificacién y expresion de EGFR, y determinar su relacion con las
caracteristicas clinicas e histopatolégicas.

Analizar perfiles genéticos entre los tres grupos de GBs, analizando
la variacion en el nimero de copias, mutaciones, y cambios en los
patrones de metilacién; estudiando su implicacion en las vias de
sefializacion dependientes de EGFR.

Analizar los perfiles de miRNAs de los tres grupos de tumores
primarios de GB segun el nivel de amplificacion de EGFR.

Determinar la alteracion en la expresion del miR-200c en tumores
primitivos, en los grupos de amplificacion de EGFR, y su
comportamiento con respecto a sus dianas ZEB1 y CDHL. Establecer su
posible relacidn con los patrones de infiltracion tumoral.

Disefiar un modelo experimental de cultivos celulares primarios y
lineas celulares, caracterizados detalladamente tanto a nivel
morfolégico como genético, representando los distintos niveles de
amplificacion de EGFR.

Analizar mediante este modelo experimental el comportamiento de la
expresion de miR-200c, y sus dianas ZEB1 y CDH1 en relacién con la
amplificacion de EGFR.

Estudiar mediante transfeccion celular, en el modelo experimental, el
comportamiento de la expresion de miR-200c y sus dianas, en
situaciones de inhibicion y sobreexpresion valorando su posible
implicacion en la MMMI.

Estudiar la capacidad migratoria de las células en los cultivos
celulares sometidas a modificaciones en la expresion del miR-200c,
valorando la importancia de este miRNA en el modelo de migracion e
invasion de las células del GB.
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Material y métodos

El presente trabajo aborda el estudio clinico, morfolégico,
inumnohistoquimico, genético y epigenético (miRNAs) del glioblastoma. El
trabajo se plantea en un doble aspecto; una fase en la que se estudia las
caracteristicas de los tumores primitivos, y una segunda fase en la que se ha
disefiado un modelo experimental para el estudio del comportamiento del
miR-200c, y su implicacion en la migracién celular.

En la primera fase se han estudiado 46 casos de pacientes afectados por
GB primarios, IDH negativo, tratados en el Servicio de Neurocirugia, y
diagnosticados en el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. Se ha realizado un estudio clinico de los
pacientes, y una caracterizacion histopatolégica y genética de los tumores.
Asi mismo, sobre las muestras se ha realizado un analisis epigenético que
incluye un estudio de miRNAs.

En la segunda fase se ha analizado sobre un disefio experimental, la
actuacion del miRNA-200c, y su relacion con la amplificacion de EGFR,
gen diferenciador de los grupos planteados en el estudio. Para ello se han
utilizado seis cultivos primarios de glioblastoma obtenidos en nuestro
laboratorio a partir de las muestras bidpsicas de los tumores estudiados, y
dos lineas célulares de GB establecidas y comercializadas por la ATCC:
U-87 (MG ATCC® HTB-14) y U-118 (MG ATCC® HTB-15).

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad de Valencia y la Fundacion del Hospital Clinico de Valencia
(INCLIVA).

Para este trabajo se han utilizado diferentes técnicas metodolégicas que
describiremos en apartados sucesivos.

TUMORES PRIMITIVOS:46 casos de GB

B

Estudio Estudio Estudio Estudio Andlisis
clinico histopatolégico  genético  epigenético  de proteinas

CULTIVOS CELULARES: Lineas celulares (2)
Cultivos primarios (6)

¥

Estudio Estudio Analisis
morfoldgico  genético de proteinas
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Material y métodos

3.1 Estudio clinico de los pacientes

Se realizd el estudio clinico de 46 pacientes, basdndonos en el
analisis de sus historias clinicas depositadas en el Archivo Central del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Se han valorado los siguientes
parametros:

e  Sexo del paciente.

e Edad del paciente en el momento de realizar el diagnoéstico.

e Sintoma inicial. Duracién del sintoma inicial (DSI) que
establece el tiempo transcurrido entre el momento de la primera
manifestacion clinica y el diagnostico del tumor.

e La localizacion y el tamafio del tumor obtenidos mediante

Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

e El indice de Karnofsky que hace referencia al estado fisico
del paciente en el momento del diagndstico.
e El tipo de cirugia, que puede ser reseccion parcial o total del
tumor.
e El tratamiento adyuvante: radioterapia y quimioterapia.
elLa supervivencia del paciente, que indica el tiempo
transcurrido entre el dia del diagndstico y el dia del exitus.

3.2 Caracterizacion de los tumores primitivos

En primer lugar las biopsias tumorales fueron analizadas
macroscopicamente, y se seleccioné parte de la muestra para establecer el
diagndstico mediante el estudio histopatolégico e inmunohistoquimico. El
resto de la muestra fue segmentada en siete fragmentos de 1 mm de
didmetro y 20 mg aproximadamente. Se selecciond un fragmentos de
aproximadamente 1 mm® (material fresco) para la realizacion de cultivos
celulares. Las muestras fueron identificadas y almacenadas en estado de
criopreservacion a -80 °C. Los fragmentos criopreservados fueron empleados
para estudios moleculares, genéticos, epigenéticos y para la extraccion de
proteinas.
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3.2.1 Estudio histopalogico

Para el analisis histoldgico, las muestras del tejido tumoral fueron fijadas
en formaldehido al 10%, incluidas en bloques de parafina, cortadas en
secciones de 5 micras, montadas en portaobjetos con Poly-L-lisina y tefiidas
con hematoxilina eosina.

La identificacion y clasificacion del tumor se realizé en base al estudio
histopatoldgico, aplicando los criterios establecidos en 2016 por la OMS ***,

Los criterios morfoldgicos que se utilizaron para la identificacion fueron:
patrén celular, patron de organizacion, densidad celular, hiperplasia vascular
y necrosis. Ademdas de estos criterios, fueron considerados los patrones
astrocitario, gemistocitico, oligodendroglial, célula pequefia, anaplésico,
morfologia fusiforme e indiferenciada, como patrones celulares
mayoritarios.

3.2.2 Construccion de matrices tisulares (TMA)

Para abordar mejor la caracterizacion de las muestras tumorales de los
casos de este estudio, una vez establecido el diagnostico, se elaboraron
matrices tisulares (TMA) que se construyeron de la siguiente manera: se
seleccionaron los bloques de parafina de cada una de las muestras y se
realizaron 4 cilindros de un diametro 0,8 mm correspondientes a dos zonas
seleccionadas del tumor, descartandose &reas de necrosis 0 muestra no
neoplésica. Se utilizaron como control 2 punch de tejido de placenta,
higado y/o mdsculo. Los punch se realizaron con el instrumento Beecher
Tissue Arrays siguiendo las instrucciones del Beecher Instruments Manual
Tissue Arrayser | (Figura 14).

Estas matrices nos permitieron el estudio de un conjunto de casos a la
vez, y en un espacio muy reducido. Los TMAs proporcionan un método de
alto rendimiento para estudiar el perfil molecular, la expresion
inmunohistoquimica o el anlisis de las alteraciones cromosdémicas mediante
hibridacion in situ, de maltiples muestras de tejido simultaneamente.
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Figura 14. Construccion de las matrices tisulares (Nature Reviews Drug
Discovery).

3.2.3 Estudio inmunohistoquimico

Para el estudio inmunohistoquimico se utilizé la técnica de la avidina-
biotina-peroxidasa, con algunas modificaciones. El estudio se realizd en
secciones de 5 micras de las matrices tisulares elaboradas con los casos del
estudio. Los anticuerpos utilizados en el estudio fueron: GFAP, Ki-67,
EGFR, CD34 y p53 (Dako, Glostrup, Denmark) que se detallan en la tabla 5.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en inmunohitogquimica.

Anticuerpo Dilucion Casa Monoclonal/policlonal
GFAP 1/500 Dako policlonal
Ki-67/MIB-1 1/200 Dako monoclonal
EGFR 1/50 Dako monoclonal
CD34 Pre-diluido Dako monoclonal
p53 Pre-diluido Dako policlonal
ZEB1 1/500 Sigma policlonal
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El protocolo desarrollado fue el siguiente:

Desparafinar las secciones en estufa (60 °C), pretratamiento con
xilol (3 pasos) y alcoholes graduales (90 ©°, 80 °, 70 ©). Lavar con
agua destilada.

Tratar con autoclave (anticuerpos GFAP y Ki67/MIB-1) o por
digestion enzimética (EGFR) para producir el desenmascaramiento
antigénico, en tampon citrato (1/10) 3 minutos, o tampén de pH alto
0 pH bajo segln corresponda, a 1,5 atm.

Inhibir la actividad peroxidasa end6gena (metanol + H,0, 3%).
Lavar.

Cerclar las preparaciones con sigmacote rodeando el corte, para la
retencion de liquidos.

Bloguear la actividad inespecifica del coldgeno con suero bobino
fetal (FBS) al 20%.

Cubrir los cortes con el anticuerpo primario diluido en FBS o
diluyente comercializado. Incubacion de 45 minutos a una hora.
Lavar tres veces con TamponFosfato Salino (PBS) (Gibco BRL,
Grand Island, New York).

Cubrir los cortes con visualizacion envision (Dako). Incubacion 30
minutos.

Lavar con PBS.

Revelar con cromodgeno comercial (Dako). Lavar en agua corriente.
Contrastar con hematoxolina de Harris, 30 segundos.

Deshidratar con alcoholes graduales (70°, 80°, 90°) y xiloles.

Montar los cubreobjetos con entellan.

Para los diferentes estudios inmunohistoquimicos se utilizaron como
control positivo muestras de probada reactividad frente a los distintos
anticuerpos y como control negativo se omitid el uso del anticuerpo primario
que fue sustituido por PBS.

Para la valoracion de la expresion de GFAP se valor6 como negativa (0)
0 positiva (1, 2 y 3) en relacion con la diferente porcentajes de expresion en
las células.

La valoracion de Ki-67/MIB-1 se realizé utilizando un fotomicroscopio
LEICA DMD108 donde se obtuvieron fotos a 40X de toda la muestra y
posteriormente se utiliz6 el programa Image Tool (Version 0.8.1 Beta),
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consistente en un sistema comparativo que permite valorar el nimero de
celulas positivas por area y permite estudiar el grado de agrupacion y
proliferacion de cada muestra en un area de 1mm>.

Para el estudio de EGFR se utilizé un microscopio LEICA DM2500 y se
realizd la valoracion de la cantidad de células tefiidas: O (tincidn negativa), 1
(focal), 2 (moderada), y 3 (abundante) %°. Cuando la valoracion fue de 2 6 3,
se considerd que existia sobreexpresion.

Para estudiar la expresion de p53 se cuantificaron los nicleos marcados
positivos en cuatro valores de expresion de la proteina cuando la cantidad de
nucleos marcados era <10 % del total valor O, cuando estaba entre 10-30
valor 1, entre 30-50 valor 2, entre 50-75 valor 3, y para > 75 valor 4.

3.2.4 Estudios genéticos y epigenéticos

Las diferentes metodologias se utilizaron tanto para la caracterizacion de
los tumores primitivos, como para los cultivos celulares, segun los objetivos
a estudiar.

3.2.4.1 Analisis de Hibridacion in situ de fluorescencia (FISH)

El andlisis de FISH se realizé en las diferentes TMA de las muestras
tumorales. Se utilizaron como controles preparaciones de higado y placenta.
Se utilizd la sonda EGFR/CEP7 (Kreatech Diagnostic, Amsterdam,
Netherlands) para la deteccion del gen EGFR y el centrdmero del
cromosoma 7 (CEP 7), el locus utilizado de control. Las areas en las que se
realizé el estudio, previamente fueron tefiidas con HE para verificar la
presencia de células tumorales.

La técnica de FISH consta de varias etapas que se detallan en la figura
15.

El procedimiento realizado ha sido el siguiente:
- Colocar las preparaciones en estufa a 60 °C durante 30-60 minutos,
para desparafinar las muestras.
- Rehidratacién y desparafinizacion de las muestras en xilol 5
minutos y etanol 70%, 85% Yy absoluto durante 2 minutos.
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- Pretratamiento con tampon comercial diluido a 95-99 °C durante
10 minutos. Secar a temperatura ambiente 15 minutos. Lavar con
tampdn de lavado comercial 3 minutos, y retirar el exceso de
tampon de lavado que quede alrededor del tejido.

- Digestion y tratamiento con pepsina (250 pl) durante 6 minutos
a 37 °C en el hibridador. Lavar 3 minutos.

- Deshidratacion en etanoles 70%, 85% y 100% durante 2
minutos. Secar las preparaciones durante 15 minutos a
temperatura ambiente.

- Dispensar 10 pl de sonda por area, cubrir el portaobjetos y sellar
con cubre y pegamento.

- Hibridacion: programa del hibridador: 5 minutos de
desnaturalizacion a 82 °C e hibridacion 20 horas a 45 "C.

- Lavado post-hibridacion: retirar los cubreobjetos y lavar con
tampon de astringencia durante 5 minutos a temperatura
ambiente sin agitacion y luego 10 minutos lavar con tampdn de
astringencia a 65 °C.

- Deshidratacion en etanoles 70%, 85% y 100% durante 2
minutos. Secar las preparaciones durante 15 minutos a
temperatura ambiente.

- Revelado: aplicar 10 pl de DAPI/Antifade (concentracién final
0,02 pg/ml) y cubrir.

La valoracion de los resultados de FISH se han realizado en las
siguientes condiciones: Las sefales fluorescentes se evaluaron utilizando un
fotomicroscopio Leica DFC 340FX con filtros adecuados. En los estudios se
evaluaron alrededor de 100 ndcleos de las células del tumor que no se
solapaban en las secciones de parafina, valorando las 4 muestras por tumor
presentes en el TMA. Se valoraron las sefiales rojas que marcan el gen
EGFR y la sefial verde el centromero del cromosoma 7. Se calculé el nimero
de sefiales para el gen EGFR y el CEP 7 en cada caso, seguido del célculo de
la ratio EGFR/CEP 7.

El gen EGFR se consideré amplificado cuando la relacion EGFR/CEP 7
fue mayor de 2. El grado de amplificacion se valoré como 1, 2 y 3 segun el
porcentaje de nucleos amplificados (<15%, 30%-60%, >60%
respectivamente) 7.
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Figura 15. Etapas de la Hibridacion in situ de fluorescencia (FISH).
(www.lookfordiagnosis.com) modificada.

3.2.4.2 Extracciony aislamiento de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 a partir de muestras criopreservadas a
-80 °C de 1mm de didametro y se utilizd QlAamp DNA Mini kit (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

Para la extraccion de DNA de tejido se sigui6 el protocolo recomendado
por el fabricante que puede resumirse en los siguientes pasos:

- Disgregacion del tejido. Se cortaron en pequefios fragmentos hasta

20 mg aproximadamente, sobre una placa Petri usando un bisturi, a
temperatura ambiente para favorecer la lisis celular.
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- Lisis. Se afiadieron 180 pl de tampdn ATL a un tubo de centrifuga
de 1,5 ml conteniendo el tejido previamente seccionado.

- Digestiéon. Se afadieron 20 ul de proteinasa K, se agitaron por
vortex e incubacion a 56 'C, durante toda la noche.

- Se afadio 200 pl de tampon AL a la muestra, agitacion por vortex
15 segundos e incubacién 10 minutos a 70 "C.

- Se afadio 200 pl de etanol 100%, y se realizd agitacion por vortex
15 segundos.

- Retencion del DNA. Se transfirié la mezcla anterior a una columna
de silica-gel (QlAamp spin column), se centrifugé a 8000 rpm
durante 1 minuto y se eliminé el eluyente.

- Lavados. Se afiadieron 500 pl del tampon AWL1 y se centrifug6 a
méaxima velocidad (14 000 rpm) durante 1 minuto desechando el
eluyente. Se afiadieron 500 pl del tampén AW?2 vy se centrifug6 a
maxima velocidad (14 000 rpm) durante 3 minutos desechandose el
eluyente. Se repitié la centrifugacion de 1 minuto para precipitar
cualquier resto de solucion de lavado.

- Elucion del DNA. Se afiadieron 80 pl de tampon TE low. Se
afiadieron en dos partes. Primero 40 pl, se incubaron durante 2
minutos y se centrifug6 a 10 000 rpm durante 1 minuto, este paso se
repitid hasta completar el volumen final de 80 pl.

3.2.4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion del oncogén EGFR se determiné mediante PCR
diferencial. Como control positivo se tomd un caso de tumor de mama con
amplificacién. Como control negativo se utilizaron muestras de tejido
normal de corteza cerebral. La intensidad de las bandas correspondientes a la
amplificacion de EGFR y al control interno, interferon (IFN), se analizaron
con ayuda del programa Image J. Si la banda de EGFR presentaba una
intensidad de al menos 1,5 veces superior a la del IFN, se consider6 que la
muestra estaba amplificada.

Para realizar la PCR se utilizaron 200 ng de DNA (1 pl de volumen) por
cada muestra. Se utilizaron los reactivos y secuencias de primers de los
exones de EGFR e interferon que se detallan a continuacién, para un
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volumen final de 25 pM. Se utiliz6 Ampli Taq Gold® PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) (Tabla 6).

Tabla 6. Reactivos utilizados en la PCR diferencial.

Reactivos Volumen (ul) | Primers Secuencia
EGFR EGFR

110DR (15 pM) 1 110DR AAAGGAATGCAACTTCCCAA
EGFR 110 EGFR

DF (15uM) 1 110DF AGCCATGCCCGCATTAGCTC
INF 150 DR INF

(15 uM) 1 150DR CTGGGATGCTCTTCGACCTC
INF 150 DF INF

(15 uM) 1 150DF TCTTTTCTTTCCCGATAGGT
AmpliTaq

Gold® PCR 12,5

Master Mix
H0 75

Programa del termociclador: La PCR consistié en una primera etapa de
desnaturalizacion a  94°C/5minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion 94 °C /1minuto, hibridacion 50 °C /1minuto y elongacién
72 °C /1 minuto. Finalmente una etapa de elongacion final 72 °C/10 minutos.

Condiciones de electroforesis: Para comprobar la amplificacion se
realiz6 una electroforesis de los productos amplificados (10 pl del producto
de la PCR + 4 pl del tamp6n de carga), en gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio y se aplicé un voltaje de 120 VV/cm aproximadamente 35
min. Se utiliz6 un Trackl 100 bp DNA Ladder, (Invitrogen), como marcador
del tamarfio de los fragmentos de DNA amplificado. Se fotografié sobre un
transiluminador de luz UV.
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3.2.4.4 Amplificacién de sondas dependientes de ligandos mdultiples
(MLPA) y amplificacion de sondas dependientes de ligandos multiples
metilacion especifica (MS-MLPA)

La amplificacion de sondas dependientes de ligandos maltiples (MLPA)
y la amplificacion de sondas dependientes de ligandos mdltiples metilacion
especifica (MS-MLPA) se usaron para determinar el nimero de copias y el
estado de metilacién respectivamente, de hasta 50 secuencias de DNA en
una PCR multiple y Gnica. Las MLPA y MS-MLPA consta de cuatro fases
que son: desnaturalizacion del DNA, reaccion de hibridacion, reaccion de
ligacién- digestion y PCR. La duracién total de la técnica fue de 48 horas.
Estas fases estan representadas en la figura 16.

Los kits utilizados fueron:

- Salsa MLPA KIT P105-D1 Gliomas-2. El kit contiene 55
sondas para MLPA con productos de amplificados de 126 a 500 nt.
También tiene 9 controles que generan fragmentos de 120 nt. Este
estudio puede determinar la variacién en el nimero de copias de los
siguientes genes: EGFR (7pl11.2), PTEN (10g23.31), CDKN2A
(9p21.3), TP53 (17p13.1), PDGFRA (4q12), NFKBIA (14q13.2),
CDK4, MIR26 y MDM2 localizados en la region (12ql4-q15).
También detecta la presencia de la mutacion de EGFR conocida
como la variante EGFRvIII. La descripcion detallada de las sondas
del kit que hemos estudiado se muestran en la tabla 1 del Apéndice
I

- Salsa MLPA KIT ME001-C2 Tumor suppressor -1. El kit
contiene 26 sondas para MS-MLPA correspondientes a 24 genes
supresores de tumores que generan productos de amplificacion de
136 a 483 nt. Los genes que se estudiaron fueron: TIMP3 (10p12.1),
APC (5022.2), CDKN2A (9p21.3),CDKN2B (9p21.3) MLH1
(3p22.2), ATM (11922.3), RARB (3p24.2), HIC1 (17p13.3), CHFR
(12024.33), BRCA1 (17g21.31), CASP8 (2g33.1), CDKN1B
(12p13.1), KLLN (10q.23.3), BRCA2 (13qg12.3) , CD44 (11p13),
RASSF1 (3p21.31), DAPK1 (9g21.33), VHL (3p25.3), ESR1
(6025.1), RASSF1 (3p21.31), TP73 (1p36.32), FHIT (3pl4.2),
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IGSF4  (11923.3), CDH13 (16¢g23.3), GSTP1(11qg13.2),
MLH1(3p22.2). También consta de 15 pruebas de referencia. En el
analisis se obtiene la variacion en el nimero de copias de estos
genes, y el estudio de la metilacion. La descripcion detallada de las
sondas del kit que hemos utilizados se muestran en la tabla 2 de los
Apéndice I.

Reaccidn de ligacion-digestion MLPA

Para esta técnica se siguié el protocolo recomendado por el fabricante
(MRC-Holland). Para el estudio por MLPA se usaron 200 ng de DNA en 5ul
de tampon Tris-EDTA (TE) y como control solo TE.

e Dia 1. Desnaturalizacion. Poner los tubos de PCR en el
termociclador (AB Aplied Biosystem 2720) y comenzar el
programa: 5 minutos a 98°C y luego enfriar hasta 25 °C.

e Dia 1. Reaccion de Hibridacion. Preparar la mezcla a razén
1:1 que contiene 1,5ul de tamp6n MLPA vy 1,5ul la probemix.
Aplicar el vortex para mezclar bien y afiadir 3ul de la mezcla de
hibridacion a cada tubo. Continuar con el programa 1 minuto a
95 °C y posteriormente hibridacién a 60 °C durante 16-20 horas.

e Dia 2. Reaccion de ligacion. Preparar la mezcla, previamente
se aplica el vortex a las ligasas A y B. La mezcla contiene 3pl
ligasa 65- tampon A, 3ul ligasa 65- tampon B y 25ul H,Oq.
Mezclar bien mediante pipeteo o utilizando el vortex y mantener en
hielo. Afadir a la mezcla 1ul de la enzima ligasa-65 tampon A
.Continuar con el programa del termociclador, cuando las muestras
estan a 54 'C se afladen 32ul de la mezcla de ligacion a cada tubo
sin sacarlo del termociclador; pipetear bien para lograr que esté
homogénea la mezcla. Continuar con el programa: 15 minutos a
54 °C, 5 minutos a 98 °C y enfriar hasta 15 °C.
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Reaccidn de ligacion-digestion (MS-MLPA, ME001-C2) para metilacion

Dia 1. Preparar la mezcla ligasa-65: 8,25 ul de H,O4 +1,5ul ligasa
65- tampdn B. Afadir a la mezcla 0,25 pl de la enzima ligasa-65
tampon A homogenizar bien la mezcla. Por otro lado se prepara la
mezcla de ligacion-digestion: 7,75 yl de H,O4 +1,5ul ligasa 65-
tampén B. Afadir a la mezcla 0,25ul de la enzima Ligase-65
tampon Ay 0,5 pl de la enzima Hhal (Promega Biotech Ibérica,
SL, Madrid, Espafia), homogenizar bien la mezcla. Remover los
tubos del termociclador y afiadir 3ul de ligasa tampon Ay 10 ul de
H,O a cada tubo. Mezclar mediante pipeteo y pasar 10 pl a un
segundo tubo. Poner los tubos en el termociclador, continuar con el
programa a 48 °C en forma de pausa. Afiadir 10 pl de la mezcla de
la ligasa-65 al primer tubo que sera para el nimero de copias, y
afiadir 10pl de mezcla de ligacién-digestion al segundo tubo que
sera para la metilacion. Continuar con el programa 30 minutos a
48 °C y 5 minutos a 98 °C. Después enfriar hasta 20 °C.

e Dia2.PCR. Vortex a la SALSA PCR primero y calentar con
los dedos durante 10 segundos la polimerasa para reducir la
viscosidad. Preparar una mezcla con: 3,75 ul H,O4 + 1ul SALSA
PCR+ 0,25 ul de polimerasa. Pipetear la mezcla y mantener en
hielo. A temperatura ambiente afiadir 5 pl de la mezcla de PCR a
cada tubo, mezclar mediante pipeteo. Continuar con el programa
del termociclador: 35 ciclos (30 segundos a 95 °C, 30 segundos a
60 °C, 60 segundos a 72 °C, y finalizar con 20 minutos a 72 °C
enfriando a 15 °C.

Posteriormente, se preparan las muestras que pasaran por el

secuenciador ABI PRISM 310, para el analisis de fragmentos, para observar
el nimero de copias de un gen y la metilacion del mismo. Para ello, se
prepara una mezcla de 0,75 pl H,Oq4 + 0,4ul de LIZ +13,5 pl de formamida.
Se afiaden 14,65 pl de la mezcla en cada tubo y luego se afiade 1 pl de la
PCR resultante de la MLPA.
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MLPA

1. Denaturation & 2. hybrldlsauon < PCH primer sequence X
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4. PCR: All probe ligation products are @mplified by PCR using only one primer pair.
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Divide sample in two parts:
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2. Ligation only (copy number changes)

i Qli/

Target1 Target2
PCR with universal primers X and Y

Figura 16. Etapas de la MLPA: A) Amplificacién de sondas dependientes de
ligandos maltiples (MLPA) y B) Amplificacién de sondas dependientes de
ligandos multiples metilacién especifica (MS-MLPA). Protocolos MRC-

Holland, www.mlpa.com)
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Obtencidn, interpretacién y analisis de resultados por MLPA

Se seleccionaron aquellas lecturas de las muestras que pasaron la
evaluacion de calidad, y se repitieron aquellas que no tuvieron la calidad
requerida para ser analizada, usando el software de analisis de datos
Coffalyser.net (MRC-Holland).

Para determinar el nimero de copias se comparan las muestras sin digerir
y se normaliza los datos de dos formas; con la misma muestra y entre todas
las muestras.

Para interpretar los resultados del nimero de copias estudiamos el DQ
(Dosage Quotient) que es el cociente entre la constante de normalizacién NC
del nimero de pruebas n sin digerir entre la constante de normalizacion NC
por prueba en muestras de referencia no digeridas. Este cociente (DQ) puede
indicarnos cuando hay una delecion o duplicacién de los diferentes genes
estudiados.

Como criterio de la fiabilidad del andlisis se sigue que, la desviacién
estandar de todas las pruebas de referencia sea < 0,10 y la DQ esté entre
0,8-1,3 para el estatus normal del gen. Para el anélisis de los resultados
seguimos los siguientes criterios en relacion al parametro DQ, segun el
fabricante y adaptado segun la experiencia en el analisis alcanzado por
nuestro grupo de investigacion:

h: alto nimero de copias (>2,9). Corresponde a una amplificacion del gen.
I: aumento bajo en el nimero de copias (1,3-2,9). Corresponde a ganancia.
n: estatus normal del gen (0,8-1,3).

HMZ: delecion homocigo6tica (0-0,3).

LOH: delecion heterocigética (0,3-0,7/ 0,8).

Para determinar el estatus de metilacion se comparé el patron de picos
de la muestra sin digerir con su contraparte digerida. EI porcentaje de
metilacion se calculé aplicando el cociente entre la constante de
normalizaciéon NC del ndmero de pruebas n digeridas y la constante de
normalizacion NC por prueba en muestras de referencia no digeridas,
multiplicado por 100.
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Como criterio de la fiabilidad del analisis se controla que los DQ de las
pruebas de referencia de todas las muestras digeridas debe estar entre 0,7-1,3
segun el manual del fabricante.

3.2.4.5 Secuenciacion de IDH1/IDH2 y TP53

La secuenciacion de IDH1 y de IDH2 se realizo utilizando los cebadores
de las regiones gendmicas R132 de IDH1 correspondiente al exon 4 y R172
de IDH2 correspondiente al exdn 4 (Tabla 7), siguiendo el protocolo descrito
por Hartmann en 2009 1.

Tabla 7. Cebadores utilizados para la secuenciacion de IDH1 y de IDH2.

Cebador Secuencia

IDH1-4F CGGTCTTCAGAGAAGCCATT
IDH1-4R GCAAAATCACATTATTGCCAAC
IDH2-4F AGCCCAT CATCTGCAAA AAC
IDH2-4R CTAGGCGAGGAGCTCCAGT

El termociclador se programé segun lo indicado a continuacién

95°C 10 min
95°C 30 seg
56°C 45 seg 36 ciclos
72°C 45 seg
72°C 10 min

La secuenciacion de TP53 se realizé utilizando los cebadores para
amplificar los exones 5, 6, 7y 8. Los primers utilizados para amplificar los
distintos exones a secuenciar se detallan en la tabla 8. Los segmentos a
secuenciar tienen una longitud entre 134 y 332 pb.
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Tabla 8. Cebadores utilizados para secuenciar el gen TP53

Cebador Secuencia

P53-5R CAACCAGCCCTGTCGTCTCT

P53-5F CTGACTTTCAACTCTGTCTC

P53-6R GGCCACTGACAACCACCCTTAACC
P53-6F CTCTGATTCCTCACTGATTG

P53-7R AGTGTGCAGGGTGGCAAGTG
P53-7F CTCATCTTGGGCCTGTGTTA

P53-8R ACCTGATTTCCTTACTGCCTCTGGC
P53-8F GTCCTGCTTGCTTACCTCGCTTAGT

La programacion del termociclador de los exones a estudiar fue la siguiente:

Exén 5
95°C 1min
55°C 1min 35 ciclos

72°C 1min

Ex6n 6,7
94°C 45 seqg
58°C 1 min

35 ciclos
72°C 1min

Exén 8

95°C 1 min

62°C 1 min

33 ciclos

72°C 1min 30seg
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El protocolo utilizado se dividi6 en varias etapas:

PCR. Se utilizaron 100 ng/pl de DNA de todas las muestras. Los
diferentes componentes de la PCR se utilizaron en las cantidades que
muestra la tabla 9.

Tabla 9. Componentes de la PCR

Componentes Volumen (ul)
H,O 17,6

Tampén PCR 10x 2,5

MgCl, 2

dNTP’s 0,5

Forward Primer 0,5

Reverse Primer 0,5

Tagman polimerasa (U/ul) 0,3

Electroforesis. Los productos de PCR obtenidos se corrieron en un
gel de agarosa al 2%. El gel de agarosa se prepard utilizando 2g de agarosa
(Pronadisa, Sevilla, Espafia) en 100 ml de tamponTBE 0,5X. Se afadio la
solucion RedSafe™ Nucleic Acid Standing, para detectar acidos nucleicos
en geles de agarosa. Para cargar las muestras se utiliz6 el azul de bromofenol
y un marcador de peso molecular (Invitrogen). Se cargaron las muestras en
el gel y estan corrieron a 120V durante 30 minutos aproximadamente. Se
revelo el gel de agarosa en un transiluminador de luz UV. Debe aparecer en
la imagen las bandas limpias aproximadamente a 180 bp.

Purificacion del DNA producto de la PCR. Para ello se afiadio 5 pl del
tubo de PCR de cada muestra + 1 pl de enzima USB ExoSAP-IT PCR) y se
incubaron a 37 °C 15 minutos, y 80 °C 15 minutos.

BIG DYE. Se mantienen todos los reactivos en hielo. Se realiza una
mezcla segun lo indicado en la tabla 10.
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Tabla 10. Componentes de la reaccion BIG DYE

Componentes Volumen (ul)
Enzima Big Dye 0,5

5X 15

Primer (3,2 uM) 1

H,0 55

ADN (purificado) 1,5

Total 10

Programacion del termociclador segun lo indicado a continuacion

96°C 1min
96°C 10seg
55°C 5seg

60°C 4 min .
4°C 7 min } 35 ciclos

4C -

Purificacion de la secuenciacién. Centrifugar las columnas durante
3 minutos a 850 g. Spin a las muestras de la Big Dye que se vayan a
secuenciar. Tomar 10 pl de la muestra y afiadir a las columnas (Performa
DTR Gel Filtration Cartriges EDGEBIO). Centrifugar a 850 g durante 3
minutos.

Desnaturalizacion. Poner 5 pl de la muestra procedente de las
columnas y 20 pl de formamida. Spin e incubacion 5 minutos a 95 °C y 5
minutos en hielo.

Secuenciacion. Se cargan las muestras en el secuenciador ABI
PRISM 310, que previamente habra sido montado con el capilar 310
GENETIC ANALYZER CAPILARIES P/N 402840 L/N ALYMOT7A y el
polimero POP 6 (Applied Biosystem, Foster, CA, USA).

Andlisis e interpretacion de los resultados de la secuenciacion: Las

secuencias se analizan con el programa SEQUENCING ANALYSIS5.1.1y
de forma manual se realizan las lecturas de las secuencias.
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3.2.4.6 Extraccion y aislamiento de RNA y miRNAs

La extraccion de RNA total a partir de tejido (conservando los miRNAS)
se realizd mediante el uso de mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion,
Austin, TX, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los pasos de
este protocolo fueron:

e Partiendo de tejido criopreservado: Disgregacion del tejido y lisis.
Hasta 20 mg aproximadamente de tejido fueron sumergidos en 10
volimenes de tampdn Lisis/Binding. Inmediatamente se procedidé a la
disgregacion del tejido utilizando un tissue-lysis (Qiagen) hasta alcanzar una
completa homogenizacion.

e Se afiadi6 1/10 del aditivo de homogenado miRNA. Se mezcl6 por
vortex. Se incubo la mezcla durante 10 minutos en hielo.

e  Extraccion orgéanica. Se afiadieron 600ul de cido fenol cloroformo,
se aplicd 30-60 segundos de vortex y posteriormente se centrifugd durante 5
minutos a 12 000 rpm a temperatura ambiente. Se recuperd el maximo
volumen de la fase acuosa y se trasfirié a un nuevo tubo de 1,5ml.

e Seafadié 1,25 de etanol al 100% a la fase acuosa recuperada.

e Retencién del RNA. Se mezcld suavemente mediante pipeteo para
homogenizar, y se transfirieron 700 pl a las columnas. Cuando se superd este
volumen se repitio este paso con el volumen restante.

e Se centrifugd durante 15 segundos a 10000 rpm a temperatura
ambiente.

e Lavados. Se afiadi6 700ul de solucion de lavado 1. Se centrifugd
durante 15 segundos a 10000 rpm y se descarto el eluyente. Se afiadié 500
pl de solucion de lavado 2. Se centrifugd durante 15 segundos a 10000 rpm
y se descart6 el eluyente. Se repitié nuevamente el lavado con la solucién 2 y
finalmente se repitio la centrifugacién de 15 segundos a 10 000 rpm y se
descarto el eluyente.

e  Elucién del RNA. Se trasfirio la columna a un nuevo tubo de 1,5y
se afiadié 80 pl de agua libre de RNAsa precalentada a 95 °C. Primero 40 pl
se incubaron durante 1 minuto y se centrifugé a 10 000 rpm, este paso se
repitié hasta completar el volumen final de 80ul y se centrifugé durante 30
segundos a 10000 rpm.
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La concentracion de DNA extraido segin el apartado 3.2.4.2 y RNA
extraido segun el apartado 3.2.4.6 se midio utilizando un espectofotometro
NanoDrop® ND-1000 midiendo la absorbancia a 260 nm. El ratio de las
lecturas a 260 y 280 (As0/Azg0) proporciond una estimacion de la pureza del
DNA con respecto a los contaminantes como por ejemplo proteinas; y el
ratio de las lecturas a 260 y 230 (Ajs0/Az30) proporciond informacién sobre
la presencia de otros contaminantes como sales. Las extracciones fueron
consideradas de buena calidad y validas cuando el cociente de las lecturas
Aoeol Azgo 0Scilaba entre 1,8- 2, y el ratio (Agee/Aszo) €ra aproximadamente de
2.

Cuando las muestras no tenian la pureza y la calidad adecuada antes
de repetir la extraccion, se procedi6 a aplicar el siguiente protocolo de
purificacion o concentracion de la muestra:

e Afadir 25 ul de glicogeno a 20ug/pl (Invitrogen)
resuspendiendo mediante pipeteo.

e Aifadir 1/10 vol de acetato de sodio 3M pH 5,2. (Sigma Aldrich,

Madrid, Espafia). Resuspender con pipeta.

e Afadir 2.5 vol de etanol absoluto frio (-20 °C) y no resuspender.

e Dejar precipitar e incubar durante 1-2 horas en -80 °C y luego

incubar a -20 °C toda la noche.

e  Centrifugar durante 20 minutos y 14000 rpm a una temperatura de

14 °C.

e Decantar sin perder de vista el sedimento, dejar secar a temperatura

ambiente los restos de etanol, hasta que esté completamente transparente.

e Resuspender con tampAnTE bajo en EDTA para DNA o agua libre

de RNAsa para RNA.

El RNA de todos los casos estudiados fue conservado a -80 °C.
3.2.4.7 Estudio de la expresion de miRNAs mediante microarrays
Para el estudio de la expresion de los miRNAs se midié previamente
la concentracion y la pureza del RNA total, que fue determinada usando el

espectofotdmetro Genequant Pro Classic (GE healthcare). La integridad fue
validada mediante el uso del Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies,
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Santa Clara, CA, USA). El valor de integridad del RNA (RIN) utilizado fue
>17.

Se realiz6 un estudio de expresion de miRNAs de las 46 muestras de GB
usando Genechip miRNA Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Este
biochip contiene 46 228 sondas fijas que representan mas de 6703 miRNAs
pertenecientes a 71 organismos segln la base de datos de miRNA Sanger
(http://www.mirbase.org/), y adicionalmente 922 snoRNA y scaRNA de
humano, segun la base de datos EMSEMBLE y snoRNABase (Affymetrix
Santa Clara, CA, USA) (Figura 17).

Figura 17. GeneChip® miRNA 1.0 Array. Affymetrix.
(www.affymetrix.com).

Se determind la calidad e integridad del RNA total mediante
electroforesis capilar. Solo los extractos de RNA con valores de nimero de
integridad de RNA (RIN) mayores e iguales a 6 se sometieron a un analisis
adicional. El promedio de RIN usado para el analisis de biochip fue 6,83 +
0,18.

Un total de 300 ng de RNA total fue marcado con el kit FlashTag Biotin
HSR RNA Labeling Kit (Genisphere, Hatfield, Filadelfia). Posteriormente
los biochips se hibridaron en un Affymetrix Hybridization Oven 640
(Affymetrix) a 48 °C durante 18 horas. Los biochips se marcaron con la
ayuda de una Fluidics Station 450 mediante el protocolo FS450 0003
(Affymetrix) y se escanearon utilizando Genechip Scanner 3000 7G
(Affymetrix). El programa Gene Chip Command Console suministrado por
Affymetrix fue usado para generar el archivo CEL. Los datos de
normalizacion y control de calidad se llevaron a cabo usando miRNA QC
Tool software (www.affymetrix.com).
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3.2.4.8 Estudio de la expresion de RNA: Reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

La gRT-PCR se llevd a cabo empleando el sistema ABI Prism 7900 HT
Fast Real Time PCR (Applied Biosystem) en varias etapas.

Para realizar gRT-PCR con el objetivo de estudiar la expresion de los
mRNA de los genes dianas, primeramente, se realiz6 una transcripcion
reversa (RT) mediante la cual se transformé el RNA total en cDNA
utilizando High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). A continuacion, con el cDNA se realiz6 la qRT-PCR utilizando
TagMan Gene expression Master Mix Assay (Applied Biosystems).

Se siguieron en todo momento las indicaciones del fabricante:

e  Se parti6 de 300 ng de RNA total en 10 pl para un volumen final de
reaccion de 20 ul. Todos los componentes del kit se mantienen en hielo.

e  Se prepard la mezcla de RT en hielo que se compone segun se indica
en latabla 11 y se mezclé suavemente mediante pipeteo.

e Se afadié 10 pl de cada muestra de RNA total a la mezcla de
componentes de la RT en cada tubo de PCR.

e Se le di6 un spin para eliminar las burbujas y precipitar las gotas al
fondo del tubo.

e  Se mantuvieron los tubos en hielo hasta el momento de ponerlos en
termociclador (AB Applied Biosystems 2720) siguiendo el programa, 10
minutos a 25 °C, 120 minutos a 37 °C, 5 minutos a 85 °C y finalmente a 4 °C.

Tabla 11. Componentes de la gqRT-PCR

Componentes Volumen (ul)
10X RT Buffer 2
25X dntp (100Mm) 0,8
10X RT primers 2
MultiScribe Reverse Transcriptasa 1
Inhibidor de RNAsa 1
H,O libre de nucleasas 3,2
Total por reaccion 10
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Para realizar la gRT-PCR se siguieron estos pasos:

e  Seaplico vortex y spin suave a los componentes y se mantuvieron en
hielo todos los componentes de la muestra, asi como el cDNA obtenido
previamente.

e Se prepard la mezcla de componentes segln lo que se indica en la
tabla 12 .

Tabla 12. Componentes de la gqRT-PCR

Componentes Volumen (ul)
TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10
Tagman Gene Expression Assay (20X) 1
cADN+H,0 2 +7
VVolumen total 20

e Se calcul6 el volumen de cada componente multiplicado por el
nimero de muestras y pocillos a ensayar en placas de 96 pocillos (Sarstedt
Nlmbrecht, Alemania) y se sellaron con lamina adhesivo de sellado
(Sarstedt). Finalmente se le di6 un spin a la placa para eliminar burbujas y
precipitar las gotas al fondo de cada pocillo.

e  Se programo el sistema ABI Prism 7900 HT Fast Real Time PCR de
la siguiente manera: 2 minutos de incubacion a 50 °C, 10 minutos a 95 °C y
40 ciclos de PCR 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C.

Para realizar la gRT-PCR con el objetivo de estudiar la expresién de los
miRNA en las muestras, se realiz6 una transcripcion reversa (RT) mediante
la cual se transformé el RNA total en cDNA TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Posteriormente, con el cDNA se
realizé la qRT-PCR utilizando TagMan Universal Master Mix Il, no UNG
(no contiene Uracil N-glycoslyase) (Applied Biosystems).

Se siguieron en todo momento las indicaciones del fabricante:

e Se parti6 de 10 ng de RNA total en 5 pl para un volumen final de
reaccion de 20 pl.Todos los componentes del kit deben permanecer en hielo.

e Se prepar6 la mezcla de RT en hielo que se compone segun indica la
tabla 13 y se mezclé suavemente mediante pipeteo.
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Tabla 13. Componentes de la RT de miRNAs

Componentes Volumen (ul)
10X RT Buffer 1,5

25X dNTP(100Mm) 0,15

10X RT primers 2

MultiScribe RT Enzima(50U/uL) 1

Inhibidor de RNAsa (20U/uL) 0,19

H,O libre de nucleasas 4,16

Total por reaccion 7

e Seafiadid 7 pl de la mezcla de componentes de la RT en cada tubo
de PCR por cada muestra de RNA total preparada previamente en 5 pl.

e Se le dié un spin para eliminar las burbujas y precipitar las gotas al
fondo del tubo.

e Seafiadié 3 pl del primer 5X correspondiente a cada tubo. Se le di6
un spin para eliminar las burbujas y precipitar las gotas al fondo del tubo.

e Se mantuvieron los tubos en hielo durante 5 minutos hasta el
momento de ponerlos en termociclador (AB Applied Biosystems 2720)
siguiendo el programa, 30 minutos a 16 °C, 30 minutos a 42 °C, 5 minutos a
85 °C y por ultimo se bajé la temperatura a 4 °C.

En este trabajo se utilizaron sondas TagMan que permiten medir la
produccién de productos de PCR mediante un sistema de sondas marcadas
mediante dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un fluorocromo
en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea su emisiéon de
fluorescencia (quencher); esta sonda marcada, hibrida especificamente en la
parte central del producto de PCR a obtener. De este modo, cuando se
efectda la PCR (con la sonda, més el par de cebadores especificos), la sonda
hibrida en el amplicon, pero, debido a la cercania del fluorécromo al
guencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la
sonda la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la
separacion del quencher del fluorocromo y, por tanto, la emisién de
fluorescencia la cual esta relacionada con la cantidad de amplicon producido.
Las sondas utilizadas en este estudio se especifican en la tabla 14.
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Tabla 14. Sondas utilizadas para la gRT-PCR.

Sonda Casa Comercial N° Catalogo
RNUG66 Applied Biosystems RT:001002
RNU48 Applied Biosystems RT:001006
miR-200c Applied Biosystems RT:002300
ACTB Applied Biosystems HS99999903-M1
EGFR Applied Biosystems HS01076078-m1
ZEB1 Applied Biosystems HS0232783-m1
CDH1 Applied Biosystems HS01023894-m1

Hay que resaltar dos ventajas primordiales frente a las sondas
inespecificas, como el bromuro de etidio 0 el SYBR GREEN, ya que con las
sondas tagman la fluorescencia que se produce es especifica de la
amplificacién que estemos estudiando, ademas de permitir que se usen
varios fluorocromos en la misma reaccion y detectar varios DNA/RNA al
mismo tiempo. La desventaja con la que nos encontramos es que hay que
disefiar sondas especificas en cada estudio.

Normalizacion y analisis de la expresion por gqRT-PCR

Para cuantificar de forma absoluta la expresion génica, se utiliza la
cuantificacion relativa del gen de estudio respecto de otro, denominado
«normalizador», que se selecciona debido a su expresion casi constante.
Estos genes conocidos como “house-keeping”, debido a que estan
involucrados en funciones basicas en la supervivencia celular, lo que suele
implicar una expresion constitutiva. El gen control de referencia para los
MRNA de interés fue B actina (ACTB) y para los miRNAs fueron RNUG66 y
RNUA48. De este modo, efectuando en cada experimento la medicion de los
genes de interés y dividiéndolos por la expresion del gen normalizador
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seleccionado es posible comparar los primeros, aln sin conocer en términos
absolutos su nivel de expresion.

El pardametro Ct (minimo umbral del ciclo) representa el ciclo en el cual
la intensidad de fluorescencia y por tanto la concentracion del producto
amplificado esta significativamente separada de la linea base de ruido o
backgraund. Todos los mMRNA fueron normalizados respecto al mRNA del
gen control de referencia.

El cambio del ciclo umbral (ACt) de cada muestra se calculé como la
diferencia entre el valor Ct del mMRNA del gen de interés menos el valor de
MRNA del gen control.

El AACt de cada muestra se obtuvo restando el valor del ACt del control a
cada uno de los ACt de las muestras de interés. El fold change (FC) se
calculd6 como el 2™ que también representa la cantidad relativa
normalizada del gen diana.

3.2.5 Extraccién de proteinas y técnica de Western blot

Para el estudio de la expresiéon de proteinas se extrajo la proteina
total de tejido de GB mediante digestion mecanica. Para proceder a obtener
proteinas de un fragmento de tejido previamente criopreservado, se han
seguido los pasos siguientes:

e Se tomo un tamafio aproximado de 20 mg de tejido criopreservado.
Se prepard previamente 1 ml de tamp6n lisis por cada 100 mg de tejido. Se
pes6 en una balanza de precision el fragmento de tejido y se afiadid el
volumen correspondiente de tampdn lisis; luego las muestras fueron
mantenidas en hielo. El tampon lisis se compone de 40 pl ortovanadato
sodio, 40 pl inhibidor proteasas y 3,8 ml tampdn de lisis. El tampdn lisis se
prepar6 con Tris 76.5 mM ,0.927 gr Tris en 100 ml H,O y a pH 6.8. A 83 ml
del Tris anterior se le afiade 2 g SDS y 10 ml Glicerol.

e Se utiliz6 un homogenizador rotor IKA para triturar el tejido,
posteriormente se mantuvo 10 minutos en hielo. Se utilizé un sonicador y se
aplicé 3 pulsos a maxima potencia.

e Se centrifugd a 4 °C, durante 30 minutos a 1500G. Se recogi6 el
sobrenadante donde esta la proteina y se procedio a hacer alicuotas de 50 pl
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guardandose a -20 °C para uso inmediato o a -80 °C para una conservacion a
largo plazo.

Cuantificacion de proteinas

Cuantificamos la cantidad de proteina mediante el método de Lowry.
Las lecturas de la absorbancia a 660 nm fueron leidas en el lector de placas
Victor X3 Pekin Elmer 2030. Sobre placas de 96 pocillos de fondo plano se
cargd por pocillo: 98 ul H,O + 2 ul muestra (proteinas) + 100 pl reactivo de
Lowry. Se incubaron 20 minutos en oscuridad. A continuacion se afiadieron
50 pl del reactivo de Folin y se incubaron 30 minutos en oscuridad. A la vez
se realizaron las lecturas para la recta patron con suero FBS. Las muestras se
cargaron por triplicado y se leyeron en el lector de placas.

El método de Lowry es un método colorimétrico de valoracion
cuantitativa de las proteinas solubles. Una vez obtenidas las lecturas se
realizaron los céalculos analizando los valores en una grafica y se trazo la
linea de tendencia y se calculé el coeficiente R? la cual debe ser R%> 0,95.
Cuando esto se cumple utilizamos la formula de la ecuacién de la recta
obtenida para el célculo de la cantidad de proteina que se expresa en pg/pl.

Técnica de Western blot

Los pasos para aplicar esta técnica fueron los siguientes:

- Se cargaron 30-50 pg de proteinas en un gel Mini protean TGX 12%
(Biorad) para su separacion mediante electroforesis. Para la electroforesis se
utilizé Running Buffer (Tris 0,25M, Glicina 2M, SDS 1%). Como marcador
de peso molecular se utilizé el Precision protein Plus Standard (Biorad,
Madrid, Espafia). Una vez separas las proteinas, se trasfirieron a una
membrana de nitrocelulosa Turbo Midi (Biorad, Madrid, Espafia) y se utilizé
el sistema Trans Blot Turbo TM Transfer System (Biorad).

- Seguidamente se bloquearon las uniones inespecificas mediante incubacion
de la membrana con tampon de bloqueo (Tampdn salino Tris y Tween
(TBST), 5% leche desnatada Central Lechera Asturiana en polvo) durante 1
hora, con excepcion de los estudios de proteinas fosforiladas que para ello
se incuban en TBST, y 5% de albumina de suero bobino (BSA).
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- Durante toda la noche se incubaron las membranas con los anticuerpos
primarios EGFR, E Cadherina (CDH1) y ZEBL1 en las diluciones de trabajo
gue se informan en la tabla 15. Se utilizé como control de carga la deteccion
de la actina con un anticuerpo especifico conjugado con peroxidasa (Sigma
Aldrich).

- Se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampén TBST vy se
incubaron con el anticuerpo secundario (ratén/conejo) correspondiente
durante 1 hora.

- Posteriormente se repitieron los lavados y la membrana se reveld
utilizando quimiluminiscencia y el kit Supersignal West Pico (Fisher
Cientific, Madrid, Espafia) en la cAmara de revelado automatica Image
Quant LAS 4000.

Tabla 15. Anticuerpos utilizados en el western blot.

Casa
Anticuerpo comercial Peso molecular  Especie Dilucion
ZEB1 Cell Signaling 200 kDa ratén 1/750
EGFR Sigma 175 kDa conejo 1/1000
CDH1 Sigma 135 kDa conejo 1/1000
B-Actina Sigma 42 kDa ratén 1/25000

Cuantificacion de las bandas de proteinas: Una vez obtenidas las
imagenes, se utiliza el programa Image J para cuantificar las bandas
obtenidas. Luego se normalizaron los resultados utilizando las bandas de
actina que previamente se revelaron como control.

3.2.6 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los diferentes parametros analizados se dividid
segun el tipo de variable, en cuantitativa, dicotomica y cualitativa. Para las
variables cuantitativas (edad, 1K, DSI, tamafio, supervivivencia y Ki67) se
realizd el test de Kruskcal Wallis, utilizdndose el programa R version 3.3.1
(New Jersey, USA).
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Entre las variables dicotémicas (sexo, presencia de trisomias y polisomias
del cromosoma 7), se utilizo el test Chi-cuadrado.

Entre las variables cualitativas (localizacién, sintoma inicial, tratamiento,
patrones de infiltracion) no fueron aplicables los métodos estadisticos por ser
cohortes pequefias, tan solo se pudo aplicar las tablas de contingencia y las
tablas de frecuencias relativas.

La correlacion entre el estado de amplificacion o no amplificacion del
gen EGFR, y la expresion inmunohistoquimica de la proteina EGFR se
realiz6 segun el test de Chi-cuadrado. Pero debido a los valores pequefios y
al tamafio muestral se realiz6 el coeficiente de asociacion gamma de
Goodman and Kruskal. Se trata de una medida que varia entre -1y 1, valores
negativos para asociaciones decrecientes y valores positivos para
asociaciones crecientes; cuanto mas cerca de 1 en valor absoluto, mayor es el
grado de asociacion.

El estudio de la supervivencia respecto a los diferentes parametros
clinicos, histopatolégicos y genéticos, se realizd con el andlisis estadistico de
Kaplan- Meier, considerandose significativo un p-valor = 0,05 para el test
log-rank. Las variables clinicas analizadas respecto a la supervivencia
fueron: tamafio del tumor, Indice de Karnofsky (IK) y los distintos
tratamientos utilizados en los pacientes (quimioterapia, radioterapia,
guimioterapia y radioterapia).

Los parametros genéticos se analizaron los p-valores proporcionados por
el test Chi-cuadrado de homogeneidad de proporciones de los genes
estadisticamente significativos al nivel de significacion habitual (p = 0.05).

Los archivos (CEL files) del biochip de miRNAs se analizaron mediante
el software Partek Genomic Suite 6.6 (Partek Inc. St. Louis, MO, USA). Los
archivos fueron previamente normalizados con el robusto algoritmo multi-
chip-average (RMA). Los miRNAs estadisticamente significativos se
filtraron mediante p valores <0,05, mediante el test de Kruskcal Wallis.

Se realiz6 un andlisis multivariante discriminante " Andlisis discriminante
de minimos cuandrados parciales " (PLS-DA) utilizando la biblioteca de
analisis multivariante estadistico de PLS Toolbox 6.7.1 (Eigenvector
Research, Inc. USA) en el Matlab R2008a (MathWorks, Inc., EE.UU).

El analisis funcional de los miRNAs significativos se realiz6 mediante el
software Pathway Studio version 9.0 (Elsevier, Espafia). Este programa nos
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facilitd el estudio de los procesos bioldgicos mas relevantes implicados en

nuestros miRNAs significativos.

3.3 Generacion de cultivos celulares para el estudio del
comportamiento del miR-200c

En este apartado se procedid primeramente, a la obtencion vy
caracterizacion de cultivos celulares a partir de tumores primitivos de
nuestros casos de GB, para su posterior mantenimiento en cultivo, lo que
permitié la generacion de modelos celulares de transfeccion y migracion
celular. También se utilizaron dos lineas celulares de glioblastoma
comercializadas, la U87 y la U118 (ATCC, LGC Standards S.L.U,
Barcelona, Espafia).

Previamente se realizaron los estudios morfolégicos y genéticos, para
la caracterizacion de los cultivos, asi como los ensayos de viabilidad celular
necesarios para iniciar el modelo celular.

3.3.1. Obtencion y caracterizacion de los cultivos celulares

Para la obtencién de los cultivos celulares se recogio un fragmento del
tumor de 1 cm®, en méaximas condiciones de esterilidad, y se depositd en un
tubo con medio de cultivo RPMI 1640 y los antibidticos penicilina,
estreptomicina (1%) y gentamicina (0,2%).

Para la obtencion de células se utiliz6 la disgregacion enzimética con el
siguiente protocolo:

e Setroce6 el fragmento con bisturi estéril sobre una placa Petri. Los
multiples fragmentos pequefios se introdujeron en un tubo con colagenasa
tipo 11 al 0,2 %.

e Se matuvo en el bafio a 37 °C durante unos 20 minutos para que la
colagenasa actle Optimamente. Transcurrido ese tiempo se dejaron
sedimentar los fragmentos, se trasvaso el sobrenadante a otro tubo y se
centrifugaron ambos durante 5 minutos a 1000 rpm.

e  Se realizaron varios lavados con medio de cultivo. EI niamero de
lavados depende de la cantidad de material que se obtiene.

e  Se resuspendio el sedimento celular con medio de cultivo RPMI-
1640 y una estabilidad a pH 7-7.2. El medio fue suplementado con 10% de
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FBS, 1% L-glutamina, y una mezcla de penicilina (50 U/ml), y
estreptomicina (50 pg/ml). (Gibco BRL).

e Se sembro en frascos de cultivo Falcon de 25 cm?, (Nunc, Roskilde,
Denmark) y en condiciones controladas manteniendo la humedad, a 5% CO,
y a 37 °C de temperatura.

e  Se observo diariamente el crecimiento con microscopio de contraste
de fases (Leica DMIL LED —DFC320).

Las células pueden crecer en suspension pero lo méas habitual es que lo
hagan pegadas a la superficie del frasco, creciendo en una monocapa. Se les
cambia el medio cada dos dias.

Cuando el crecimiento fue adecuado y las células alcanzaron la
confluencia se procedidé al doblaje, consistente en distribuir las células
crecidas en varios frascos.

e Se utiliz6 tripsina-EDTA (Gibco BRL) estéril para levantar las

células de la superficie del frasco.

e Seretird el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS estéril,

y se afiadio 1 ml de tripsina al frasco dejando actuar entre 2-5 minutos a

37°C en estufa dependiendo de cada tipo celular, para despegar las

células de la superficie del frasco.

e Se afladi6 medio de cultivo que contiene suero bovino fetal para

detener el efecto de la tripsina sobre las células y se pasé todo el material

a un tubo de centrifugacion.

e  Se centrifugd 5 minutos a 1200 rpm.

e Seelimind el sobrenadante conservando el pellet de células.

e Se afiadi6 medio de cultivo nuevo, se dividid y se sembraron las

células en frascos nuevos.

3.3.1.1 Estudio inmunocitoquimico

Estos estudios se realizaron sobre portaobjetos de vidrio con camara
Nunc™ Lab-Tek™, con células en cultivo celulares siguiendo el protocolo:
° Retirar el medio de cultivo celular y lavar 3 veces con PBS.
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Fijar las células con una solucion de metanol-acetona en una

proporcion 1:1 durante 10 minutos.

Inhibir de la peroxidasa enddgena con Perosidase blocking solution

(Dako).

Lavar 3 veces con PBS.

Incubar 30 - 60 minutos con el anticuerpo primario correspondiente

en cada pocillo.

Lavar 3 veces con PBS.

Incubar 30 minutos con el sistema de deteccion ENVISION (Dako).
Lavar 3 veces con PBS.

Lavar 3 veces con agua destilada.

Revelar 2 minutos con el sistema ENVISION (sustrato +cromadgeno)
Lavar con agua corriente.

Desmontar los pocillos para liberar el portacbjeto.

Contrastar con hematoxilina 2 minutos

Deshidratar con alcoholes graduales (70, 80, 90 grados) y xiloles.
Montar el cubreobjeto con entellan.

Los anticuerpos utilizados en el estudio han sido: GFAP, Ki-67, p53, y

EGFR. Las caracteristicas de los anticuerpos se indican en la tabla 16.

Tabla 16. Anticuerpos utilizados en el estudio inmunocitoquimico

Anticuerpo Dilucion Casa Monoclonal/policlonal
GFAP 1/500 Dako policlonal
Ki-67/MIB-1 1/200 Dako monoclonal
EGFR 1/50 Dako monoclonal

p53 Pre-diluido Dako policlonal

Para la lectura de la expresion de GFAP, Ki-67, p53, EGFR, se siguio

la valoracion descrita anteriormente en el apartado 3.2.3.
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3.3.1.2 Estudio citogenético

Para estudiar el complemento cromosémico de las células en cultivo se
procedi6 a realizar técnicas de citogénetica convencional (cariotipo), y
técnicas de citogenética molecular por hibridacién in situ de fluorescencia
(FISH).

Sacrificio celular. Realizacién de extenciones

Cuando el cultivo ha alcanzado un indice mitdtico adecuado, se procedio
al sacrificio celular para la obtencion de metafases.
Este proceso se realiz6 segun el siguiente protocolo:
e Se afiadié 0,1 ml de Colcemid (Gibco BRL) al frasco y se dejo6 en la
estufa (37 °C) durante 2 horas minimo.

e Se recogid el medio del frasco y se guardd en un tubo.

e Al frasco se le afiadieron 2 ml de tripsina y se dejé 5 minutos en el
bafio (37 °C).

o Para recoger las células se utilizé su medio, vertiéndolo en el frasco,
resuspendiendo varias veces para recoger todas las células. De esta manera
se sueltan las células del frasco.

e Se pasaron a un tubo y se centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm.

o Se elimind el medio y se afiadié 5 ml de cloruro de potasio (KCL)
(0.075M) y se incubd en el bafio (37 °C) durante 15 minutos.

e Se centrifug6 5 minutos a 1200 rpm.

e Se elimind el sobrenadante y se le afiadié 5 ml de carnoy compuesto
por una mezcla de metanol y acido acético, a razén 3:1.

e Seincubd en nevera a 4 °C, 20 minutos.

e Se centrifug6 a 1200 rpm, 5 minutos.

e Se retird el sobrenadante y se volvié a afadir carnoy recién
preparado. Este lavado se repiti6 un nimero de veces que depende de la
cantidad de muestra que haya quedado en el tubo.

e Se guardaron los tubos a -20 °C hasta el momento de hacer
extensiones.
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Las extensiones serviran para estudiar las metafases y para realizar FISH
de cultivos celulares. Para realizar extensiones se retira casi todo el carnoy y
se resuspende el sedimento celular. Se deja caer una gota con una pipeta
Pasteur sobre un portaobjetos limpio y frio.

Cariotipo: Para el estudio del cariotipo se llevé a cabo un protocolo de
tincion de bandas G. Las preparaciones deben de estar envejecidas a
temperatura ambiente durante 5-6 dias. La preparacion envejecida se
introduce en tripsina 0,25% en PBS (Gibco BRL) durante aproximadamente
2-3 segundos. Se lava con agua corriente. Se observa el estado de las
metafases en el microscopio de contraste de fases. Las preparaciones se tifien
con una solucién de Giemsa (10%) en tampdn Mcllvaine (pH=6,8) durante 5
minutos. Se lavan con agua corriente y se dejan secar.

El anélisis se realiza con un microscopio Leica DMD 108 con el objetivo
de 40x que permitio localizar las mitosis y con el objetivo de 63x, se
tomaron fotografias de las mitosis encontradas por campo anotando las
coordenadas de cada mitosis. Las fotos se analizaron utilizando el programa
Adobe Photoshop CS5 para obtener los diferentes cromosomas individuales
para ordenarlos posteriormente en una plantilla creada para tal fin y poder
detectar las anomalias o alteraciones cromosémicas de cada caso.

FISH: El andlisis de FISH se realizd sobre nucleos y metafases
provenientes de cultivos celulares. El protocolo que se ha seguido es el
mismo que se ha detallado en el punto 3.2.4.1 eliminando los dos primeros
pasos relacionados con la rehidratacion y desparafinizacion de las muestras.

La valoracion de los resultados de FISH se ha realizado en las
siguientes condiciones: Las sefiales fluorescentes se evaluaron utilizando un
fotomicroscopio Leica DFC 340FX con filtros adecuados. En los estudios se
evaluaron entre 100-150 nicleos de las células cultivadas y en todas las
metafases. Se valoraron las sefiales rojas que marcan el gen EGFR y la sefial
verde de los centrdmeros del cromosoma 7. Se calcul6 el nimero de sefiales
para el gen EGFR y el CEP 7 en cada caso, seguido del célculo de la ratio
EGFR/CEP 7. El gen EGFR se consider6 amplificado cuando la relacion
EGFR/CEP 7 fue mayor de 2 ',
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3.3.1.3 Extraccion de DNA de los cultivos celulares

Se realiz6 la extraccion de DNA a partir de 4x10° células de los
diferentes cultivos celulares y se utilizo el kit QlAamp DNA Blood mini
(Invitrogen).

Para la extraccion de DNA de células se siguio el protocolo recomendado
por el fabricante que puede resumirse en los siguientes pasos:

- Obtencién del pellet de células. Hasta  4x10° células fueron
tripsinizadas y luego resuspendidas en 200 pl de PBS (Gibco BRL).

- Digestion. Se afiadieron 20 ul de proteinasa K, agitacion por vortex 15
segundos e incubacion a 56°C durante 10 minutos.

- Se afiadi6 200 pl de etanol 100%, agitacion por vortex 15 segundos.

- Retencion del DNA. Se realizo la transferencia de la mezcla anterior a
una columna de silica-gel (QlAamp spin column), se centrifugé a 8000 rpm
durante 1 minuto y se elimind el eluyente. Se afiadié 500ul del tampén AW1
y se centrifugd a maxima velocidad (14 000 rpm) durante 1 minuto
desechandose el eluyente. Se afiadio 500 ul del tampén AW2 y se centrifugd
a maxima velocidad (14000 rpm) durante 3 minutos desechandose el
eluyente. Se repitid la centrifugacion de 1 minuto para eluir cualquier resto
de solucion de lavado.

- Elucién del DNA. Se afiadieron 80 ul de tampén TE bajo EDTA,
primero 40 pl incubdndose durante 2 minutos y centrifugdndose a 10 000
rpm durante 1 minuto, este paso se repitio hasta completar el volumen final
de 80 pl.

El DNA de todos los casos estudiados fue conservado a -20 °C.

3.3.1.4 Caracterizacion genética de los cultivos celulares por MLPA

Para este estudio se utiliz6 DNA extraido de los diferentes cultivos
celulares para el estudio por MLPA siguiendo el protocolo descrito en el
punto 3.2.4.4 y utilizando el kit Salsa MLPA KIT P105-D1 Gliomas-2, para
estudiar el estatus de EGFR.
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3.3.2 Transfeccion en células tumorales de los cultivos celulares de
glioblastomas: Inhibicion de miR-200c, sobreexpresion de
miR-200c y silenciamiento de EGFR

Para la transfeccion en las lineas celulares y cultivos primarios de GB. Se
utilizaron inhibidores y precursores (activadores) de miRNAs y un
silenciador de EGFR (Tabla 17). Los estudios de transfeccion se llevaron a
cabo mediante el método de lipofeccion con Lipofectamina RNAimax
(Invitrogen).

La lipofeccién es una estrategia para transportar e introducir material
genético en células. Este material genético no puede introducirse
directamente, sino que debe ser transportado en un sistema que lo proteja.

En la lipofeccién, el material genético va introducido en un liposoma
cationico que tiene afinidad por la membrana. Este es un sistema que
transporta el inhibidor o activador del miRNA o el silenciador de EGFR
hacia el interior de la célula. Se caracteriza por su baja toxicidad, alta
versatilidad quimica y alta eficacia. Se utilizan controles positivos y
negativos que aparecen referidos en la tabla 17 para garantizar la eficiencia
de la transfeccion en las células.

Tabla 17. miRNA utilizados en la transfeccion.

miRNA Concentracion
final
mirVana ™ miRNA mimic miR-1 Positive Control 15 nM
mirVana ™ miRNA mimic Negative Control #1 15nM
mirVana "™ miRNA inhibitor Negative Control #1 70nM
mirVana ™ miRNA inhibitor let-7c Positive Control 70nM

Hsa-mir-200c-3p ID: MH11714 mirVana TM miRNA inhibitor 70 nM
Hsa-mir-200c-3p ID: MC11714 mirVana TM miRNA mimic 15nM

Ambion, Silencer Silencer select RNA - EGFR s-563 30 nM
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Para realizar el método de transfeccion con Lipofectamina RNAIMAX se
realizo el protocolo recomendado por el fabricante, que puede resumirse en
los siguientes pasos:

g
‘.5

Se despegan las células sembradas en frasco utilizando
tripsina estéril y se realiza un contaje de células utilizando
Counting Slides dual y el Nucleo counter TC20 (Biorad,
Madrid, Espafia), para determinar el numero de células
totales, y la cantidad de células vivas usando colorante
azul tripan.

Se siembran 200000 células por pocillo en placas
multipocillos (6 well plate NUNC) 24 horas antes de la
transfeccion y con una confluencia del 60-80%.

Se le cambia el medio a las células y se le pone medio

sin antibiotico y sin FBS.

Se realizan dos mezclas, la mezcla 1 de cada RNA con
medio OPTIMEM (Gibco BRL), y la mezcla 2 de
lipofectamina RNAiMax con OPTIMEN. OPTIMEN es
un medio adecuado para favorecer la formacion del
complejo de lipofeccion.

Se une la mezcla 1 con la mezcla 2 y se deja incubar 5-20
minutos a temperatura ambiente.

Se afiaden 250 pl de la mezcla en cada pocillo.

Se incuba la placa a 37 °C en estufa 6 - 24 horas.

Se cambia el medio de cultivo.

A las 24 horas postransfeccion se levantan las células, se realiza contaje
celular y se siembran 10000 células por pocillo en placas de 96 pocillos para
ensayos de proliferacion celular. También se siembran 30000 células por
pocillo en portaobjetos de vidrio con camara Nunc™ Lab-Tek™ (Nunc,
Rochester, New York, USA) para inmucitoquimica y 300000 células para
estudios de migracion celular.

A las 48 horas postransfeccion se recogen las células de los pocillos para
la extraccion de &cidos nucleicos (RNA) para el andlisis de la eficiencia de la
inhibicion del miR-200c, sobreexpresion miR-200c o silenciamiento de
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EGFR mediante gRT-PCR. A las 72 horas se recogen las células para la
extraccion de proteinas para el andlisis de dianas por western blot.

La eficiencia de la transfeccién se confirmé midiendo la expresién por
gRT-PCR de dianas de controles internos de transfeccion, y también
utilizando el control fluorescente Alexa Fluor Red fluorescente BLOQUE-IT
(Life Technologies) incorporado a las células controles mediante
transfeccion con lipofectamina RNAIMAX. Se visualiza con un microscopio
Leica DMIL LED vy para la captacion de imagenes una cAmara Leica DFC
42°C.

3.3.3 Estudios de viabilidad celular

Los estudios de viabilidad celular comprenden tanto el ensayo de
viabilidad celular por luminiscencia, como el control de la viabilidad de las
células en cultivo para comprobar que estén libres de contaminacién por
micoplasmas. Los ensayos de viabilidad celular por luminiscencia se
realizan posteriormente, después del ensayo de transfecciéon tanto en las
células controles como en las trasfectadas. Por su parte la deteccion de
micoplasmas se realizd antes de iniciar el modelo de trasfeccidn y posterior a
este.

Ensayo de Viabilidad celular por luminiscencia

Para el ensayo de viabilidad celular se utilizé el kit comercial Cell Titer-
Glo Luminescent Assay (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Espafia), basado
en la cuantificacion del ATP presente en el medio tras afiadir el reactivo
CellTiter-Glo (Figura 18). La generacion de una sefial luminiscente se
cuantificO mediante el sistema de luminometria (Victor X3, Perkin Elmer).
Previamente se hizo un estudio para determinar el nimero 6ptimo de células
por pocillo segun cada tipo celular variando la cantidad de células 0-50000
células por pocillo. Se llegd a la decision de sembrar 10000 células.

Se realiz6 siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante que se
describe brevemente a continuacion:

e En una placa de 96 pocillos se siembran inicialmente con 10000

células por pocillo en un volumen de medio de cultivo de 200 pl.
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o El ensayo se hace por triplicado y se preparan pocillos controles sin
células para obtener el valor de fondo y restarlo a la medida obtenida.

e Seequilibra la placa a temperatura ambiente 30 minutos.

e Se afiade por pocillo 100 pl del reactivo CellTiter - Glo que se
prepara afadiendo el CellTiter tampdn al CellTiter sustrato.

e Se coloca la placa en el lumindmetro y se programa para que realice
un movimiento orbital de 2 minutos, luego una incubacién a temperatura
ambiente durante 10 minutos para estabilizar la sefial de luminiscencia y
luego tomar las medidas.

Add CellTiter-Glo® Reagent

ATP )
/,/ ‘”P av /
< ‘ATP ATP /
- —
Ultra-Glo
Luciferase
Luciferin === Oxyluciferin + UGHT
v
s ADP
| ==
St'mwlvvclu'uh‘w‘ B
2510 cells € > = > ATP

Wt ATP

Read AP ATP

Luminescence

Figura 18. Esquema del ensayo de viabilidad celular (www.slideshare.net).
Deteccién de Micoplasmas

Para la deteccién de micoplasmas en cultivos celulares se realizé una
PCR y se utilizé el kit Mycoplasma Test Kit EZ-PCR (Lonza, Rockland,
ME, USA). Los pasos a seguir fueron:

e Se recogid 1 ml de sobrenadante de las células en cultivo que haya
estado en contacto con las células al menos 3 dias.

e Se centrifugd el sobrenadante a 20000g durante 10 minutos. Se
obtendrd el sedimento en el cual podria estar el micoplasma si estuviera
presente en el cultivo celular.

e Se afiadi6 10 ul del tampdn presente en el kit y se homogeneizd. Se
incubd a 95°C durante 3 minutos.

e Se realizé una PCR utilizando los componentes que se describen en
la tabla 18, poniendo un control negativo y un control positivo (Positive
Template control) este Gltimo a una dilucion 1/500.
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Tabla 18. Componentes de la PCR.

Componentes Volumen (pl)
H,O 6

Reaction Mix PCR 2

Muestra 2

Volumen Total 10

e  Programa del termociclador:

94°C

96 °C
55°C
60 °C

94°C
60 °C
72°C

30 seg

10 seg
5 seg
4 min

30 seg
120seg
5 min

35 ciclos

o  Electroforesis. Los productos de PCR obtenidos se corrieron en un
gel de agarosa al 2%. Para preparar el gel de agarosa se cargaron las
muestras en el gel y se corrieron las muestras a 120V durante 30 minutos
aproximadamente. Se revel6 el gel de agarosa poniéndolo en la camara

del transiluminador de luz UV.

Andlisis de los productos amplificados: Para dar como positivo la
presencia de micoplasmas en el cultivo celular debe aparecer en la imagen
las bandas limpias aproximadamente a 270 bp y a la misma altura que el

control positivo de micoplasma.

3.3.4 Extracion y aislamiento de RNA y miRNA de los cultivos

transfectados

Para la extraccion y aislamiento de RNA y miRNA a partir de células en
cultivo se siguieron los pasos que marca el protocolo mirVana miRNA
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Isolation Kit (Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante descritas
para cultivos celulares.

Inicialmente las células adherentes fueron tripsinizadas y resuspendidas
en 1ml de PBS y mantenidas en hielo. Luego se centrifugé a baja velocidad
800 rpm y fue eliminado el PBS. Los pasos siguientes son los que estan
referidos en el punto 3.2.4.6.

3.3.5 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

Para el caso del RNA total extraido de células previamente transfectadas
con algiin RNA varia el protocolo, segln los pasos siguientes:

e Por cada muestra de RNA total (10 ng) preparada previamente en

5 ul, se afiadi6 3 pl del primer TagMan MicroRNA Assay 5X

correspondiente a cada tubo. Se le di6 un spin para eliminar las burbujas

y precipitar las gotas al fondo del tubo.

e Se incubd el tubo de PCR 5 minutos a 85 °C y posteriormente 5
minutos a 60°C.

e  Se colocaron los tubos en hielo y se afiadieron 7 pl de la mezcla de
componentes de la RT. Se le dié un spin para eliminar las burbujas y
precipitar las gotas al fondo del tubo.

e El programa del termociclador fue el mismo que el del punto
3.2.4.8.

e  Se aplico vortex y spin suave a los componentes y se mantuvieron en
hielo todos los componentes de la muestra y el cDNA obtenido previamente.

e  Se prepard la mezcla de componentes segun indica la tabla 19.

Tabla 19. Componentes de la gRT-PCR de miRNAs

Componentes Volumen (ul)
TagMan Universal Master Mix 11,no UNG (2x) 10
Tagman MicroARN Assay (20X) 1
cDNA+H,0 2 +7
Volumen total 20

e Se calculd el volumen de cada componente multiplicado por el
numero de muestras y pocillos a ensayar en placas de 96 pocillos (Sarstedt)
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y se sellaron con film adhesivo (Sarstedt). Finalmente se le di6 un spin a la
placa para eliminar burbujas y precipitar las gotas al fondo de cada pocillo.

e  Se programé el sistema ABI Prism 7900 HT Fast Real Time PCR de
la siguiente manera: 2 minutos de incubacién a 50°, 10 minutos a 95°C y 40
ciclos de PCR, 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

Las sondas utilizadas para la gRT-PCR estan detalladas en la tabla 14 en
el apartado de “Estudios genéticos y epigenéticos”.

3.3.6 Extraccion de proteinas de cultivos celulares y técnica de western
blot

Para proceder a obtener proteinas de células en cultivo, se siguieron los
pasos descritos a continuacion:

o Lavar las células 3 veces con PBS 1X estéril y congelar a -80°C al
menos durante 2 horas.

e  Preparar el tampon lisis descrito anteriormente, segln las placas que
vayamos a procesar.

e Afiadir 500 pl por frasco de 75 cm?, o ajustar el volumen si se
utilizan placas de 6 pocillos. Raspar la superficie con scrapper para levantar
las células y recoger todo en un eppendorf.

e Incubar durante 30 minutos en hielo los eppendorf.

e  Centrifugar a 4 °C, durante 30 minutos a 1500g.

e Trasladar el sobrenadante a un nuevo eppendorfy desechar el pellet.

La proteina obtenida se cuantifica y se utiliza para estudios por western
blot segun el procedimiento explicado en el apartado 3.2.5.

3.3.7 Estudios de migracion celular

El estudio de migracion se realizo utilizando “CytoSelect TM Wound
Healing Assay Kit (Bionova, Madrid, Espafia). Esta basado en el analisis de
un cultivo en monocapa de células confluentes hacia una “brecha” o “herida”
por insercion de una estructura plastica 0 membrana de forma lineal que
impiden el crecimiento. La eliminacién del inserto y estudio secuencial del
crecimiento define la capacidad migratoria de las células.
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Se sembraron 500000 células por pocillo en placas de 24 pocillos que
previamente tenian el inserto lineal que impedia el crecimiento en esa zona
de la placa. Pasadas 24 horas se levanto el inserto y se hicieron fotos a las
Oh, 3h, 6h, 12 h, 20h y 24 h (Figura 19).

_— G‘ Wound Healing
Cell suspension is insent

added to the well )
= - with insert In place u 24-Well Plate Well

Culture Media
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Monolayer

Wound Field Outline

T

‘ Incubate 24-48 hours

[———————
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until a monolayer
forms

Remove insert to generate
a 0.9mm “Wound Field”
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migration into the
wound field

(=]

} wound Field

Wound Field

-
Cells migrate from
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L the wound field
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Figura 19. Esquema representativo del ensayo de migracién celular.
(CytoSelect TM Wound Healing Assay Protocol).

2~ Wound Field

El analisis se realizé sobre las imagenes obtenidas secuencialmente, con
un microscopio Leica DMIL LED y captacion de imégenes con la camara
Leica DFC320 mediante un estudio subjetivo, manual y una objetivacién
morfométrica automatizada, de la ocupacion del espacio por la migracion de
las células.

Con ayuda del programa de morfometria Image Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Rockville, USA) se analizaron las imégenes para estudiar la
migracion celular.
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Resultados

4.1 Estudio clinico

El estudio clinico del presente trabajo estd basado en el analisis de 46
tumores con el diagnostico de glioblastoma primario, IDH no mutado, de
pacientes intervenidos en el Servicio de Neurocirugia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. Este estudio ha sido revisado y aprobado por el
Comité Etico del Hospital Cinico Universitario de Valencia.

Los resultados del estudio clinico aparecen referidos en la tabla 20, en
ella se describe la edad, sexo, localizacion, tamafio del tumor, sintoma
inicial, duracién del sintoma inicial (DSI), indice de Karnofsky, cirugia,
radioterapia, quimioterapia y la superviviencia de los 46 pacientes
analizados.

Sexo y Edad: En los pacientes estudiados se ha observado una
prevalencia mayor en hombres que en mujeres, el 63% (29 casos) fueron
hombres y el 37% (17 casos) mujeres, con un ratio 1,7/1. La edad al
momento del diagndstico oscilé en un rango de 24 a 75 afios, siendo la
media de edad de los hombres de 58 afios y la de las mujeres de 60 afios.

Sintomas: Se observé como sintoma inicial déficit neurolégico (DN) y/o
hipertension intracraneal (HTIC), con excepcién de un caso que presentd
crisis comicial (CC).

DSI: La duracion del sintoma inicial en los casos con DN fue de 1-37
dias con una media de 11,4 dias, con HTIC fue de 1-45 dias con una media
de 14,3 dias y el caso que presenté CC de 4 dias.

IK: El indice de Karnofsky se situé en 100 en cuatro pacientes (9%); en
90 en nueve pacientes (20%); en 80 en siete pacientes (15%); en 70 en 24
pacientes (52%), y por debajo de 60 en dos pacientes (4%).

Tamafio del tumor: La valoracion del tamafio del tumor se realiz6 sobre
la imagen radiol6gica tomandose como valor el diametro mayor del tumor.
Fue menor de 4 cm en 22 casos (48%), de 4 a 6 cm en 20 casos (43%) y
mayor de 6 cm en 4 casos (13%).

Localizacion: La localizacion del tumor en los casos estudiados fue
variable, en el 16bulo temporal 19 tumores (42%), en el I6bulo parietal 13
(28%), en el 16bulo frontal 11 (24%), dos tumores se localizaron en el l6bulo
occipital (4%) y uno en el cuerpo calloso (2%). Cabe destacar que la
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mayoria de los casos se localizaron en la region temporo-parietal, un total de
32 tumores.
Tabla 20. Estudio clinico de los 46 casos de glioblastoma

Sintoma Localizaciéon Tamafio Tratamiento Supervivencia
Casos Edad Sexo DSI
inicial . tumoral (cm) adyuvante (meses)
(dias)

1 56 F HTIC 70 13 TIz 2 RT+QT-T 23
2 72 F HTIC 70 14 F Dr 6 RT+QT-T 8
3 63 v HTIC 40 45 TIz 7 RT+QT-T 11
4 69 M HTIC 70 30 T Dr 6 RT 7
5 48 M DN 70 21 TIz 5.3 RT+QT-T 11
6 55 F HTIC 70 2 Ce 4 QT-T 4
7 59 7 DN 20 14 Plz 2,6 RT 18
8 58 P HTIC 70 21 Tlz 6 RT+QT-T 23
9 61 M HTIC 70 45 T Dr 8 RT+QT-T 12
10 59 v DN 60 1 Plz 2 RT+QT-T 20
11 66 M DN 90 15 Plz 4 RT+QT-T 6
12 55 M CcC 70 4 T Dr 3 RT+QT-T 5
13 66 F HTIC 70 - Flz 4 RT 36
14 69 M HTIC 70 7 TDr 6 RT+QT-T 12
15 66 M DN 70 1 Flz 2 RT 5
16 61 F HTIC 70 5 FDr 6 RT 2
17 58 v HTIC 70 5 Olz 2 RT+QT-T 20
18 57 M HTIC 80 5 FDr 3.5 RT 17
19 71 M DN 70 6 FDr 2 RT+QT-T 3
20 63 M HTIC 70 1 TIz 2 RT 5
21 45 M DN 80 31 TIz 7 RT =
22 24 M HTIC 90 7 TIz 4 RT 2
23 67 M DN 100 7 T Dr 5 RT+QT-T 7
24 73 M DN 70 7 PDr 2,5 RT 5
25 45 M DN 70 21 PDr 2.5 RT+QT-T 10
26 42 M HTIC 90 1 PDr 2 RT -
27 60 M HTIC 70 18 Plz 3,7 RT 5
28 31 v DN 70 1 FDr 2 RT s
29 73 F DN 70 1 PDr 6 RT+QT-T 26
30 35 M DN 80 37 TIz 2 RT 38
31 74 F HTIC 70 7 FIz 4 Paliativo 1
32 66 M DN 100 30 TIz 4 RT+QT-T 11
33 35 F HTIC 100 1 P 1 RT -
34 54 M HTIC 100 7 TIz 4 RT+QT-T &
35 63 M HTIC 80 14 FDr 4 RT+QT-T 36
36 75 M DN 70 1 P 3.5 Paliativo 6
37 55 M DN 80 9 FDr 2 RT+QT-T 26
38 73 M HTIC 70 30 Olz 6.6 RT+QT-T 11
39 63 v DN 80 1 PO 4 QT (BCNU) 9
40 67 M DN 90 1 PDr 3 RT+QT-T 21
41 s 7 DN 70 15 Flz 1 Paliativo 2
42 60 M HTIC 20 7 Pz 6 QT(BCNU) 2
43 50 M DN 80 35 T Dr 3.5 RT 10
44 65 F DN 90 1 T Dr 1 RT+QT-T 22
45 38 M DN 20 8 PDr RT 30
46 52 M DN 90 14 TIz 2 RT 23
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CC: Crisis comicial; Cc Cuerpo calloso; DN: Déficit neuroldgico; Dr: Derecha;
DSI duracion del sintoma inicial; F: Femenino; F:Frontal; HTIC: Hipertencion
intracraneal; 1z: lzquierda; M: Masculino; O: Occipital; P:Parietal; QT-T:
Quimioterapia —Temozolomida; QT (BCNU): Quimioterapia (carmustina (BCNU)),
RT: Radioterapia; T: Temporal.

Tratamiento: Todos los pacientes fueron intervenidos quirtirgicamente
realizando una reseccion del tumor, y como tratamiento adyuvante se utiliz6
radioterapia o quimioterapia o la combinacion de los dos tratamientos.

En el tratamiento radioterapico la dosis empleada fue de 46- 60 Gy. El
tratamiento quimioterapéutico se baso en la utilizacion de temozolomida
(QT-T) y/o BCNU.

El 48% de los pacientes recibié un tratamiento mixto de radioterapia y
quimioterapia. En el resto de los casos el tratamiento aplicado fue: 18 casos
(39%) se trataron con radioterapia, dos casos (4%) recibieron como
tratamiento quimioterapéutico implantes que contienen el agente alquilante
carmustina (BCNU), un caso (2%) con quimioterapia-temozolomida, 3 casos
(7%) recibieron un tratamiento paliativo de los sintomas post-cirugia.

Supervivencia: La supervivencia de los pacientes desde el diagnostico
hasta el su fallecimiento oscilo entre 1- 38 meses con una media de 13,2
meses. En el 13% de los casos la superviviencia fue menor de 4 meses, en el
45% fue de 4 a 12 meses, en el 33 % de los casos fue de 13 a 38 meses y en
el 9 % de los casos no se conocio su superviviencia.

4.2 Estudio neuropatoldgico e inmunohistoquimico

El estudio neuropatolégico mostré en todos los tumores los criterios
morfoldgicos establecidos para el diagndstico de GB: alta densidad celular
(Figura 20A), heterogenidad morfélogica, pleomorfismo nuclear, y anaplasia
con perdida del patron celular diferenciado. Se detectd la presencia de
patrones morfoldgicos celulares de tipo gemistocitico, oligo like, y/o de
célula pequefias indiferenciadas.

En 10 tumores (casos 1, 6, 9, 21, 22, 24, 26, 33, 35y 46) se observd la
presencia de gemistocitos, celulas neoplasicas astrociticas de citoplasma
amplio, eosinofilo, denso, mostrando el nicleo excéntrico.
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En seis de los casos (4, 8, 9, 10, 16 y 32) se observaron poblaciones
celulares de tipo oligo-like. Se consideré esta variante cuando se observo el
15% de la celularidad caracterizada por el nicleo redondeado y citoplasma
bien definido, palido y poligonal.

En tres de los casos estudiados (29, 42 y 43) los tumores mostraban un
claro predominio de células pequefias, con nucleos hipercromicos,
discretamente polimorfo, escaso citoplasma lo que aport6 al tumor un patrén
monomorfo de célula indiferenciada.

En dos casos (39 y 40) y con caracter focal se observo la presencia de
células gigantes de ndcleo irregular, con multinucleacion.

En la mayoria de los casos se detect6 la presencia de mitosis abundantes
(Figura 20B).

Dos de los criterios diagnosticos evidenciados fueron las alteraciones en
la vascularizacion y la necrosis.

La hiperplasia vascular con carécter displasico se observé en todos los
casos. Los vasos mostraron alteraciones estructurales alterando su forma
lineal, formando penachos y estructuras pseudoglomerulares, con una fuerte
expresion inmunohistoquimica CD34 (Figura 20C y 20D).

El endotelio aparecid hipertréfico, cuboide, con ndcleos prominentes y
evidentes nucléolos. Presentaban imagenes hiperplasicas y con tendencia a
la solidificacion. Se acompafié de hiperplasia de las células perivasculares.
Aisladamente se observaron figuras mitoticas.

La presencia de necrosis, se observéd en todos los casos. En general se
observaron extensas areas de necrosis, de contornos irregulares. Estas areas
de necrosis se asociaban con luces vasculares trombosadas (Figura 20E).

Los limites periféricos mostraron acumulos celulares con tendencia a
formar patrones morfoldgicos de pseudoempalizada. En forma aislada fue
posible observar micronecrosis asociadas a pequefios vasos, delimitadas
igualmente por pseudoempalizadas (Figuras 20F).
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Figura 20: Caracteristicas histolégicas generales del glioblastoma A)
Densidad celular alta. Patrén indiferenciado (H.E 10x). B) Patrén astrocitario
anaplasico H.E 40x). C) Hiperplasia vascular. Estructuras pseudoglomerulares
(H.E 20x). D) Hiperplasia vascular: Inmunotincion CD-34 (10x). E) Necrosis
extensas (H.E 10x). F) Necrosis pseudoempalizada (H.E 10x).
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Patrones de infiltracion

En todos los tumores estudiados se observé infiltracion de células
neoplasicas en el tejido circundante. Se diferencian dos patrones
morfoldgicos de infiltracion: un patrén difuso y un patrén nodular (Tabla
21).

El patron difuso, viene caracterizado por un limite mal definido en la
periferia del tumor. A este nivel la densidad celular decrece de forma
progresiva no pudiéndose definir un limite entre el tejido neoplésico y el
tejido normal. Este patron fue observado en 19 casos. (Figura 21A).

El patrén nodular viene caracterizado por un cambio brusco de la
densidad celular entre el tumor y el tejido circundante. Este patron se
observo en 9 casos (Figura 21B).

Figura 21. Patrones de infiltracion en el glioblastoma con técnicas de H-E.
A) Patron Difuso (20x). B) Patrén nodular (20x), las flechas indican el cambio
de densidad celular.
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Tabla 21. Estudio de los patrones de infiltracion y de los marcadores
inmunohistoquimicos en GB. nv: no valorable.

Casos ) Patron_e’s de GFAP EGFR p33 Ki67
infiltracion (%)
1 nv 3 3 0 5
2 difuso 3 3 1 20
3 difuso 3 3 2 8.5
4 difuso 3 3 3 15
5 nv 3 3 0 3
6 difuso 3 3 1 14,5
7 nodular 3 3 3 40
8 difuso 3 3 1 35
9 nv 3 3 1 4
10 nv 3 3 3 30
11 nv 3 2 2 19,7
12 difuso 2 2 2 6
13 nv 3 2 0 8
14 difuso 3 2 3 50
15 difuso 3 3 2 45
16 difuso 3 3 2 225
17 nv 3 2 1 5
18 nv 3 2 1 12
19 nv 3 2 1 20
20 nv 3 0 3 43
21 nv 3 1 2 3
77 nv 3 1 1 30
23 difuso 3 0 1 43
24 difuso 3 (4] 3 22
25 difuso 3 2 1 6.8
26 difuso 3 0 1 3
27 nodular 3 1 1 2
28 nodular 3 1 2 3
29 nodular 3 1 3 1
30 nv 3 1 0 30
31 difuso 3 0 1 12
32 difuso 3 (4] 1 5
33 nodular 3 0 2 2
34 nv 3 0 4 26
35 difuso 3 (4] 2 23
36 nodular 3 2 3 44
37 nodular 2 1 1 3
38 nodular 2 (4] 1 2
39 difuso 3 1 3 2
40 difuso 3 2 3 7.5
41 nodular 3 0 3 2
42 difuso 2 0 0 1
43 nv 2 0 0 5
44 nv 3 2 0 1
45 nv 2 0 0 1
46 nv 3 0 0 2
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El estudio inmunohistoquimico se orientd hacia el diagnéstico y
caracterizacion de los tumores. Este estudio fue realizado sobre cuatro
muestras aleatorias del tumor, en cada uno de los casos, sobre matrices
tisulares. Los valores se indican en la tabla21.

Expresion de GFAP. Fue positiva en el citoplasma de las células
neoplasicas en los 46 tumores. La expresion de GFAP fue heterogénea entre
tumores y dentro del mismo tumor. En el 91% de los 46 casos estudiados, la
expresion fue valorada con un nivel 3, correspondiente a mas del 75% de la
poblacion tumoral; en el 9% de los tumores, fueron valorados con un nivel
2 que corresponde a una expresion mayor del 10% y menor del 75% de la
poblacién celular (Figura 22A). No se detectaron tumores con menos del
10% de las células con expresion positiva.

Expresion de CD34. Los patrones de vascularizacion, hiperplasia
endotelial, estructuras pseudoglomerulares se observaron en todos los
tumores con la expresién positiva de CD34 a nivel de endotelios.

Expresion de EGFR. Se ha observado la positividad de este receptor en
la membrana celular y prolongaciones. La expresion fue variable entre los
tumores y dentro del mismo tumor, mostrando en el 28% de los casos, un
nivel de expresién alto, nivel 3. En el 21% un nivel de expresion intermedio,
nivel 2. En el 18%, la expresion fue focal, en células aisladas, con un nivel 1.
En el 33%, la expresion de EGFR fue negativa, identificandose con un nivel
de expresion 0 (Figura 22B).

Expresion de p53. Se observd a nivel nuclear, dando como resultado que
en el 26% de los casos, se detectd expresidon positiva con un nivel 3,
correspondiente a mas del 50% de las células neopléasicas; en el 20%, el
nivel de expresion fue 2, correspondiente a un 25-50% de las células; y con
un nivel 1, correspondiente a menos del 25% de las células se observo en el
34% de los casos. En el 20%, la expresion de p53 fue focal o negativa
(Figura 22C).

Expresion de Ki67/MIB-1. Se observd que un 25% de los casos
mostraron un indice de Ki67 del 25% al 50% con una media del 37,8%, en
el 34% presentaron un indice de Ki67 entre el 5y el 25%, con una media de
expresion del 14,5 y en el 43% de los casos fue menor del 5% con una
media de expresion del 2,7% en las células neoplésicas (Figura 22D).

En el estudio inmunohistoquimico de los tumores se observé la gran
heterogenidad, no solo entre tumores, sino también intratumoral.
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Figura 22: Expresion inmunohistoquimica en los GB. A) Expresion
citopldsmica GFAP (40x). B) Expresion de EGFR (10x). C) Expresion nuclear
de p53 (40x). D) Expresion nuclear de Ki67 (20x).

4. 3 Estudios genéticos y epigenéticos.

Se ha realizado la caracterizacién genética y epigenética de los 46
tumores primitivos de glioblastoma primario. Se ha estudiado la
amplificacién de EGFR mediante FISH, siendo esta técnica la que nos ha
servido para incluir la serie de nuestros casos en tres grupos distintos segun
el estatus de este gen. Se ha analizado también este gen mediante PCR. Se
analiz6 la variacién en el nimero de copias y el estudio de metilacion
mediante las técnicas MLPA y MS-MLPA en diferentes kits de genes. Asi
mismo se ha realizado el estudio de miRNAs mediante técnicas de arrays.
Los resultados de los miRNAs estan ligados al modelo experimental
realizado en esta tesis.
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4.3.1 Amplificacion de EGFR

Se analizaron por hibridacion in situ de fluorescencia los 46 casos de
glioblastoma. Se analizé el estatus de amplificacion de EGFR, y la presencia
de trisomias o polisomias del cromosoma 7, en tejido incluido en parafina
sobre matrices tisulares.

Los resultados obtenidos mostraron que el 65% de los casos estudiados
presentaron amplificacion de EGFR con diferentes niveles de amplificacion
(Tabla 22).

Basandonos en el nivel de amplificacion de EGFR hemos dividido los
casos en tres grupos:

Grupo H-amp. Alto nivel de amplificaciéon (casos 1-20): el 43% de los
casos se incluyeron en este grupo. En ellos se observé un alto nimero de
copias por nucleo en el 15%-100% de sus células (Figura 23A). En 12 casos
se observd este tipo de amplificacion en mas del 60% de los ndcleos
(valorado como grado 3 de amplificacién); en 7 casos una amplificacion
entre el 15-60% de los nucleos (valorado como grado 2 de amplificacion); y
el caso 20 presentd la particularidad de un gran nimero de copias por nicleo
pero en células aisladas.

El tipo de amplificacion de EGFR en este grupo corresponderia a la
descrita como dobles minutes (dmin) 27163 186. 187 282

Grupo L-amp. Bajo nivel de amplificacion (casos 21-30): el 22% de los
casos se incluyen en este grupo. En ellos se observd un bajo nimero de
copias de EGFR en un nimero no superior al 15% de las células (Figura 23
B). Estos casos se clasifican como un grado 1 de amplificacion.

El tipo de amplificacion de EGFR en este grupo corresponde a la
presencia de copias extras de este gen insertadas en los brazos p y q del
cromosoma & 18,

Grupo N-amp. No amplificacion (casos 31-46): el 35% de los casos se
incluyen en este grupo y no presentaron amplificacion de EGFR (Figura 23
C). Estos casos sin amplificacion se han valorado con un grado 0.

Estatus de cromosoma 7. Se observaron trisomias (T) en el 100% de los

casos y presencia de trisomias junto con polisomias (P) en 22 casos (47%)
(Tabla 22). Las polisomias se distribuyeron de la siguiente manera: En el
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grupo H-amp en el 35% de los casos, en el grupo L-amp en el 100%, y en el
grupo N-amp en el 31% de los casos.

Figura 23. Amplificacion de EGFR analizado por FISH. A) y B): Alto nivel de
amplificacion (100x). C) y D): Bajo nivel de amplificacion (100x). E) y F): No amplificacion
(100x). Nucleos con trisomias en el cromosoma 7 en la figura B (100x). Nucleos con
polisomias en el cromosoma 7 en la figura F (100x). Las sefiales rojas corresponden a EGFR,
las sefiales verdes al centrémero del cromosoma 7, y en color azul se tifien los nlcleos con
dapi.
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Tabla 22. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH. H-amp: alto nivel de
amplificacién, L-amp: bajo nivel de amplificacion, N-amp: no amplificacion.

T: trisomias del cromosoma 7. P: polisomias del cromosoma 7.

Casos

21

EREYS

T

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

FISH

N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp
N-amp

CEP-7

T/P
T/P
T/P
T/P
T/P
T/P
T/P
T/P
T/P
T/P

—

T/P

T/P

TP

T/P

T/P

H -

Grado de
amplificacion

(=R~ - I I - I - I I - N = I = A = = A = A = = o R R
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4.3.1.1 Estatus del EGFR mediante PCR diferencial

El estudio mediante PCR diferencial permitio analizar de manera
cualitativa y cuantitativa la amplificacion del gen EGFR. De los 46 casos
estudiados se escogieron 23 casos de los tres grupos de amplificacion de este
gen analizados por FISH. Los casos 1, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 12 y 20 del grupo
H-amp, los casos 21, 22, 23 y 24 del grupo L-amp, y los casos del 31 al 40
del grupo N-amp.

Se detectd la amplificacion del EGFR en 8 casos, todos ellos
correspondientes a los casos incluidos en el grupo H-amp con excepcién del
caso 20 que formando parte del grupo H-amp no presentd amplificacion que
pudiera ser detectada por PCR. Los 15 casos restantes no presentaron
amplificacién del gen que pudiera detectarse en la PCR, correspondiendo a
los casos incluidos en los grupos L-amp y N-amp (Figura 24 A, By C).

D

INF 15Upb
EGFR 110pb

Figura 24: PCR diferencial en GB. A) Casos del grupo H-amp. B) Casos del
grupo L-amp. C) Casos del grupo N-amp. D) Se observa en el gel de referencia
la banda correspondiente al gen INF que no puede ser identificada en la figura
A, debido a la amplificacién del gen EGFR. Se utilizaron como control
positivo una muestra de cancer de pulmdn con amplificacion de EGFR, y
como control interno, el interferdn, INF.
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Esté método no fue capaz de detectar la baja amplificacién del gen
EGFR en los casos del grupo L-amp.

4.3.1.2 Amplificacion de EGFR por FISH relacionada con la expresion
inmunohistoquimica de la proteina EGFR

Con respecto a la expresion de EGFR en los casos con diferentes niveles
de amplificacion de EGFR, se observd, que en el grupo H-amp todos los
casos presentaron sobreexpresion de la proteina detectada por
inmunohistoquimica (grados 2 y 3), con excepcion del caso 20 que presentd
amplificacién de EGFR solo en células aisladas y en el que no fue detectada
la expresion de la proteina EGFR.

En el grupo L-amp todos los casos excepto uno, que presentaba
sobreexpresiéon (caso 25), presentaban un grado bajo de expresion de la
proteina EGFR, 0 ninguna expresion.

En el grupo N-amp tres casos presentaron sobreexpresion de EGFR. El
resto de casos mostraron un nivel bajo de expresion de la proteina o una
expresion negativa.

Estos resultados se detallan en la tablas 21 y 22 y en la figura 25.

La correlacion entre el estado de amplificacion del gen EGFR, y la
expresion inmunohistoquimica de la proteina EGFR fue estadisticamente
muy significativa (p = 4.3E) segln el test de Chi-cuadrado. Pero debido a
los valores pequefios y al tamafio muestral se realizd el coeficiente de
asociacion gamma de Goodman and Kruskal, obteniéndose un valor de
0.819, con un intervalo de confianza al 95% (0.693, 0.946). Se evidencia una
alta asociacion.
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Figura 25. Andlisis comparativo entre la amplificacion de EGFR por FISH y la
expresion de la proteina EGFR detectada por inmunohistoquimica

4.3.1.3 Parametros clinicos e histopatolégicos en los diferentes grupos de

amplificacion de EGFR

En el grupo con alto nivel de amplificaciéon de EGFR (H-amp) la
incidencia del tumor por sexos fue similar en hombres y en mujeres, 10
pacientes eran mujeres y 10 pacientes eran hombres, mientras que en los
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grupos con bajo nivel de amplificacion (L-amp) y en el de sin amplificacion
(N-amp) fue superior en hombres que en mujeres; en el grupo L-amp se
detect6 el tumor en 8 hombres y 2 mujeres y en el grupo N-amp en 11
hombres y 5 mujeres.

La edad media de los pacientes fue superior en el grupo H-amp (62
afios) con respecto al grupo N-amp (60 afios), a diferencia del grupo L-amp
que fue inferior, con una media de edad de 50 afios.

La localizacién del tumor fue variable en los tres grupos. En el grupo
H-amp el tumor se localizaba principalmente en la region temporal, seguido
de la region frontal, de la region parietal, de la region occipital y por dltimo
del cuerpo calloso. En el grupo L-amp se localizaba en la region parietal,
seguido de la regién temporal. En el grupo N-amp la localizacion del tumor
fue equitativa entre las regiones frontal, temporal y parietal, y menor
incidencia en la regién occipital.

El sintoma inicial predominante fue el HTIC en los grupos H-ampy
N-amp, y el déficit neuroldgico en el grupo L-amp. La duracion del sintoma
inicial (DSI) fue igual en los grupos H-amp y L-amp, con una media de 13
dias y en el grupo N-amp con una duracién de 11 dias.

El indice de Karnofsky predominante en los grupos H-amp y L-amp fue
70, a diferencia del grupo N-amp que fue 90.

El tamafio del tumor fue mayor en los casos del grupo H-amp con una
media de 4,2 c¢cm, seguido del grupo L-amp con un tamafio de 3,7 cm y
finalmente del grupo N-amp con una media de 3,2 cm.

El tratamiento principal en el 100% de los casos de todos los grupos fue
la cirugia y como tratamiento adyuvante predomind la RT+QT en los
grupos H-amp y N-amp y la RT en el grupo L-amp.

La superviviencia de los pacientes, en los diferentes grupos fue la
siguiente: en el grupo H-amp la media de supervivencia fue de doce meses,
en el grupo L-amp alrededor de los trece meses, mientras que en el grupo
N-amp la media fue algo superior, alrededor de los catorce meses.

Con respecto a los patrones de infiltracion se observd que el patrén
nodular aparecio preferentemente en los grupos L-amp y N-amp. Solo un
caso con este patron se presento en el grupo H-amp.

La media de expresion de la proteina GFAP en todos los grupos fue de
grado 3. Con respecto al Ki-67, el grupo H-amp fue de 20,3% superior a la
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media del grupo L-amp (14,4%) y a la media del grupo N-amp que presento
un indice de Ki-67 muy inferior, de 8,7%. En los tres grupos la expresion de
la proteina nuclear p53 fue variable. La media de expresion de p53 en los
diferentes grupos fue de 25%, 20% y 31% de las células respectivamente.

El analisis estadistico: Entre las variables cuantitativas (edad, IK, DSI,
tamafio, supervivivencia y Ki67), el IK y el Ki67 fueron estadisticamente
significativos entre los tres grupos (H-amp, L-amp, N-amp), con un
p=000,1 enel IK,yunp=0,01en el Ki67, al nivel de significacion habitual
p = 0,05 mediante el test de Kruskcal Wallis (Apéndice I, tabla 1).

Entre las variables dicotémicas (sexo, presencia de trisomias y polisomias
del cromosoma 7), solo la presencia de polisomias result6 ser muy
significativa en el grupo L-amp con respecto al los otros dos grupos del
estudio con un p=0,006 usando el test Chi-cuadrado (Apéndice II, tabla 2).

Entre las variables cualitativas (localizacion, sintoma inicial, tratamiento,
patrones de infiltracion) no fueron apicables los métodos estadisticos por ser
cohortes pequefias, tan solo aplicando las tablas de contingencia y las tablas
de frecuencias relativas, se observd que para el pardmetro de patrones de
infiltracién, el patrén nodular se present6 con frecuencias relativas del 30%
en los grupos L-amp y N-amp, frente al 5% en el grupo H-amp.

Se estudid la supervivencia como variable independiente, analizando
estadisticamente los casos con una evolucién menor de 14 meses y los casos
con una evolucion superior a 14 meses, y analizando el resto de variables
comparativamente entre estos dos grupos. La superviviencia en cada uno de
los grupos segln la amplificacion de EGFR no mostré valores significativos
a nivel estadistico con p=0,9.

Del estudio clinico, el tamafio del tumor fue estadisticamente
significativo segun el test no paramétrico de Wilcoxon, con p=0,01. La edad
a pesar no ser significativa a nivel estadistico (p=0,08) se pudo observar una
diferencia marcada entre el grupo con una evolucion menor de 14 meses
presentandose una media de edad de 62,2 afios y el grupo con mayor
evolucion superior a 14 meses que presentd una media de edad de 57,4 afios.
El resto de variables clinicas no mostraron diferencias significativas
apreciables.
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4.3.2 Resultados del estudio genético y de metilacién obtenidos con el
anélisis por MLPA y MS-MLPA

Para este estudio se utilizaron dos kit diferentes:
-MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 Salsa MLPA KIT
-MEO001-C2 Tumor suppressor -1
El estudio de la variacion en el numero de copias (VNC), se ha
realizado en los dos Kits, y el estudio de la metilacion en el kit de genes
supresores. La relacion de genes y su funcion se detallan en el Apéndice |y
\V2
4.3.2.1 Estudio en la variacién en el nUmero de copias

Con el kit MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 se han estudiado
las VNC en los genes que participan en tres vias de sefializacion importantes
dentro de Glioblastoma: la ruta RAS/PI3K con los genes EGFR (7p11.2),
PDGFRA (4q12) y PTEN (10g23.31), la ruta de p53 con los genes
CDKN2A (9p21.3), MDM2 (12qg15), TP53 (17p13.1), y la ruta RB con los
genes CDKN2A y CDK4 (12g14.1). Ademas se han estudiado los genes
NFKBIA (14913.2) y MIR26A2 (12914.1) incluidos en este kit. Los exones
estudiados en cada gen aparecen descritos en la tabla 23. En este estudio se
ha excluido el caso numero 13 por insuficiencia de material.

Tabla 23. Genes del MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 Salsa MLPA KIT.

Genes Exones estudiados

EGFR 1,2,3,4,5,6,7,8,13,18,25
PDGFRA 3,5,22

CDKN2A 1,2a3,5

PTEN 1,2,3,4,56,7.,8,9

CDK4 4,8

MDM2 3,11

MIR26A2 1

NFKBIA 3,4,5

TP53 1, 2a, 3,4b,5,7,10,11
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Analisis del gen EGFR

El estudio de la VNC del gen EGFR, se presentd en su estatus normal
(dos copias), o un aumento de ellas. La distribucion de estas alteraciones en
los tres grupos obtenidos por FISH fue la siguiente:

Grupo H-amp (casos del 1 al 20): Se observé que en 15 casos el
aumento en el nimero de copias fue alta (cuantificacion: entre 4, 9 y 30,5)
en todos los exones; en tres casos también fue alta en parte de los exones; y
en el caso 20 solo el exdn 2 presentaba un alto nimero de copias.

Grupo L-amp (casos del 21 al 30): Todos los casos excepto uno,
presentaron un aumento bajo en el nimero de copias en todos los exones
(cuantificacion: entre 1,4 y 2,8), o en parte de ellos juntamente con exones
con un ndmero de copias normal (cuantificacion entre 0,9 y 1,2). De estos
casos, sblo dos casos presentaron un alto nimero de copias en un solo exén.
Ademas, un caso presento un numero de copias normal en todos sus exones.

Grupo N-amp (casos del 31 al 46): Seis casos presentaron un nimero de
copias normal, y los otros ocho casos presentaron, junto al estatus normal del
gen, un aumento bajo en el nimero de copias en algunos de sus exones.

Todos estos datos se muestran en la tabla 24.

Con estos resultados se observa que al relacionar el analisis del nimero
de copias de EGFR con los tres grupos de amplificacion establecidos por
FISH (H-amp, L-amp, N-amp), todos los casos del grupo H-amp (excepto el
caso 20), tenian un alto nimero de copias de EGFR en todos o en parte de
sus exones. Por otra parte, tanto en el grupo L-amp y N-amp el nimero de
copias de EGFR fue normal o con un aumento bajo de copias de este gen, en
todos o en parte de sus exones, por lo que el analisis con MLPA no pudo
discriminar los casos incluidos en cada uno de estos dos grupos.

Mediante el estudio con MLPA se ha podido detectar la presencia de
EGFRvIIl mutante. Se identificO mediante la evaluacion de la media del
nimero de copias de los exones 2-7 comparéndola con la media de los
exones 1, 8, 13, 17 y 22, y realizando el cociente. Se consideraron casos con
la variante EGFRvIII, cuando el ratio del cociente fue por debajo de 0,8. Los
casos con EGFRuvIII fueronel: 2, 3, 4, 6, 7, 8, 14, 15 y 16. Todos los casos
con la variante mutante EGFRvIII estaban incluidos dentro del grupo con un
alto grado de amplificacion de EGFR (grupo H-amp).

110



Resultados

Tabla 24. Anélisis del nimero de copias en los exones de EGFR por MLPA
en los tres grupos del estatus de amplificacion de EGFR. h: Aumento
elevado en el nimero de copias; I: Bajo aumento en el nimero de copias; n:

estatus normal del gen.

25

18

13

1

Caso/Exon

10
11

12
14
15
16
17
18
19
20
21

e
23

24
25

26

27

28

29

30
31

32
33

34
35

36
37
38
39
40

41

42
43

44
45

16
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Analisis del gen PTEN

La variacion en el nimero de copias de PTEN se observé de tres formas:
delecion en homocigosis, delecion en heterocigosis y delecion en
heterocigosis en algunos de sus exones (heterocigosis parcial).

En cuanto a la distribucion de estas alteraciones, se observd que la
delecion de PTEN estuvo presente en el 45%, 50% y 25 % de los grupos
H-amp, L-amp y N-amp respectivamente (Tabla 25). La delecion en
heterocigosis fue la alteracién mas frecuente en los tres grupos estudiados.

Grupo H-amp. La delecion en heterocigosis la presentaron 7 casos, todos
ellos con una delecion en heterocigosis parcial, con excepcién del caso 11
que presentd todos sus exones en heterocigosis. Dos casos presentaron una
delecion en homocigosis. El resto de casos no presentaron alteracién en el
gen PTEN.

Grupo L-amp. Cuatro casos mostraron delecién en heterocigosis, uno de
ellos fue parcial. Un caso mostrd una delecién homocigética, y el resto de
casos no presentaron ninguna alteracion.

Grupo N-amp. Tres casos presentaron una delecion en heterocigosis,
siendo ésta de caracter parcial en uno y completa en los otros dos. En un
caso se observo delecidon en homocigosis y el resto de casos de este grupo no
presentaron ninguna alteracion en este gen.

En conjunto, alteraciones en PTEN se encontraron en el 39% de los casos
estudiados, de ellos el 30% en heterocigosis y el 9% en homocigosis.

Analisis del gen MDM2

La variacion en el nimero de copias de MDM2 se present6 de tres
formas: delecién en homocigosis parcial, delecion en heterocigosis total o
parcial y amplificacion (Tabla 25).

En cuanto a la distribucion de estas alteraciones en los tres grupos,
fue la siguiente:

Grupo H-amp. El 35% de los casos presentaban alteracion en MDM2.
Cuatro casos presentaron una delecion en heterocigosis parcial, un caso una
delecion en homocigosis parcial y dos casos presentaron amplificacion.
Grupo L-amp. Solamente un caso, presentd delecién en heterocigosis
parcial.
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Grupo N-amp. El 25% de los casos presentaron alteraciones en MDM2.
Cuatro casos mostraron delecion en heterocigosis, uno de ellos parcial.

En conjunto, alteraciones en este gen se encontraron en el 26% de
los casos estudiados.

Analisis del gen CDK4

La variacion en el numero de copias de CDK4 se presentd en forma de
delecion heterocig6tica y homocigdtica conjuntamente, pero en exones
distintos; delecion heterocigética parcial; y amplificacion. (Tabla 25).

En cuanto a la distribucion de estas alteraciones en los tres grupos,
fue la siguiente:
Grupo H-amp. Un caso present6 en la mitad de los exones estudiados una
delecion en homocigosis y en la otra mitad una delecion en heterocigosis,
dos casos presentaron heterocigosis parcial, y un caso presento
amplificacion.
Grupo L-amp. Solo un caso presentd delecion en heterocigosis de forma
parcial.
Grupo N-amp. Dos casos presentaron una delecion en heterocigosis parcial,
el resto de casos no presentaron alteraciones.

En conjunto, el 15% de los casos del estudio presenté alterado el
gen CDK4.

Analisis del gen TP53

La variacion en el namero de copias de TP53 se presentd en forma
de delecidn heterocigética total o parcial, y delecién homocig6tica parcial
(Tabla 25).

En cuanto a la distribucion de estas alteraciones en los tres grupos,
fue la siguiente:

Grupo H-amp. Cuatro casos presentaron heterocigosis en TP53, y un caso
present6 homocigosis parcial.

Grupo L-amp. Dos casos presentaron delecion en heterocigosis de TP53,
uno total y el otro parcial.

Grupo N-amp. En este grupo se observaron el mayor ndmero de
alteraciones de este gen, delecion en heterocigosis en cinco casos, uno de
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ellos parcial; otro caso present6 una delecion homocigética en este gen; y el
resto de casos no presentaron alteracion en el gen TP53.

En conjunto, el 28% de los casos del estudio presento alterado el gen
TP53.

Analisis del gen NFKBIA

La variacion en el nimero de copias de NFKBIA se presentd solo en
forma de delecion heterocigoética total (Tabla 25).

En cuanto a la distribucion de estas alteraciones en los tres grupos
obtenidos con respecto a la amplificacion de EGFR fue la siguiente:
Grupo H-amp. Tres casos presentaron heterocigosis.
Grupo L-amp. Sélo un caso presentd delecién en heterocigosis.
Grupo N-amp. Tres casos mostraron delecién en heterocigosis.

En conjunto, el 15% de los casos del estudio presenté alterado el gen
NFKBIA.

Analisis del gen MIR26A2

El gen sélo presentd una delecion en heterocigosis total en un caso
dentro del grupo de los casos que no presentaban amplificacion de EGFR
(Tabla 25).

Analisis del gen PDGFRA

El estudio del gen, no mostr6 ningln tipo de delecion en ninguno de
los tres grupos (Tabla 25).

Los porcentajes de alteraciones de los distintos genes en los tres
grupos de amplificaciéon de EGFR se detallan en la tabla 29. De forma
general, en los grupos con amplificacion de EGFR (H-amp y L-amp) el gen
PTEN presentd6 mayor frecuencia de alteracion que el grupo sin
amplificacion de EGFR. EI gen CDK4 se alter6 con mayor frecuencia en el
grupo H-amp. En cuanto a los genes TP53 y NFKBIA se observé mayor
frecuencia de alteraciones en el grupo N-amp que en los grupos H-amp y
L-amp.

114



Resultados

En este kit, MLPA probemix P105-D1 Glioma-2, se tuvieron en cuenta
los siguientes genes de referencia: SCN1A (2924.3), RYBP RABT7A (3qg21) ,
IL4 (5931), PKHD1 (6p12.2) ,CHD7 (8g12.2), MYBPC3 (11p11.2 ), OCA2
(15913.1), HIRIP3 (16pl11.2), MYO5B (18¢21.1), SAMHD1 (20911.23) y
LARGE (22912.3).

En algunos genes de referencia del kit que se detallan a continuacién, se
detectd una delecion en heterocigosis total (tabla 26).

El gen OCAZ2 se encontrd delecionado en el 17% de los casos, todos
ellos en los grupos H-amp y L-amp.

El gen SAMHDL se present6 alterado en el 30% de los casos. El
mayor numero de casos afectados se observé en el grupo H-amp con 6 casos.
En el grupo L-amp se presentaron 4 casos con delecion heterocig6tica de
este gen, y también el grupo N-amp presentd 4 casos con la misma
alteracion.

El gen MYBPC3 present6 delecion en el 33% de los casos, destacando
gue el mayor nimero de alteraciones se observo en el grupo H-amp con 19
casos, seguido del grupo N-amp con 4 casos y finalmente el grupo L-amp
con 2 casos.

El gen LARGE se presentd alterado en un 33% de los casos del
estudio. La mayoria de los casos afectados se observaron en el grupo H-amp
con 11 casos. En el grupo L-amp la presentaron tres casos, y en el grupo N-
amp, se observd en un caso.

Los porcentajes de alteraciones de los distintos genes en los tres
grupos de amplificacion de EGFR se detallan en la tabla 30. Del anélisis de
todos estos genes se observo que el gen LARGE presentd mayor frecuencia
de alteracion en los grupos con amplificacion de EGFR.
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El siguiente kit a estudio fue MLPA KIT ME001-C2 Tumor
suppressor -1.

En este kit se estudiaron 26 sondas para MLPA correspondiente a
24 genes supresores de tumores que fueron CDKN2A, CDKN2B, PTEN,
VHL, GSTP1, CASP8, FHIT, APC,CDH13, TIMP3, BRCAL, TP73, DAPK1,
CD44, IGSF4 CHFR, RASSF1, MLH1, ATM, BRCA2, ESR, RARB, HIC1y
CDKN1B. También se analizaron 15 pruebas de referencia. Los casos 7y 41
no fueron analizados por falta de material.

De todos los genes supresores estudiados, los genes CDKNZ2A,
CDKN2B, VHL, GSTP1, CASP8, FHIT, APC, CDH13, TIMP3 y BRCAL,
presentaron alguna alteracion en el nimero de copias en los casos estudiados
(Tabla 27).

Analisis del gen CDKN2A

El gen CDKN2A se present6 alterado en el 52% de los casos. En 14
casos se observo una delecién en homocigosis y en 10 casos una delecion en
heterocigosis.
Grupo H-amp. Quince casos presentaron alteraciones de ellos 9 casos una
delecion homocigo6tica y 6 casos delecidn en heterocigosis.
Grupo L-amp. Cuatro casos presentaron alteracion en el gen, tres casos
presentaron una delecion en homocigosis y un caso una delecion en
heterocigosis.
Grupo N-amp. Cinco casos presentaron alteracion, dos casos delecion
homocigética y tres tenian delecidn heterocigotica.

Analisis del gen CDKN2B

En el gen CDKN2B se observaron alteraciones en el 50% de los
casos estudiados. En 13 casos se identifico una delecién homocigética y en
10 casos una delecion heterocigotica.
Grupo H-amp: 14 casos estuvieron alterados y en 9 de estos se identifico
una delecion en homocigosis y en 5 casos en heterocigosis.
Grupo L- amp: Cuatro casos presentaron alteracion en el gen, tres casos
presentaron una delecion en homocigosis y uno una deleciéon en
heterocigosis.
Grupo N- amp: un caso presento delecion en homocigésis y cuatro casos
presentaron delecion heterocigotica.
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Analisis del gen VHL

El gen presento alteraciones en 33% de los casos, en todos ellos se
observéd una delecion en heterocigosis total, con excepcion de un caso que
tenia un delecion en homocigosis. En el grupo H-amp seis casos
presentaron delecion heterocigdtica y un caso presentd delecion en
homocigosis. En los grupos L-amp y N- amp se observaron cuatro casos en
cada grupo con delecidn en heterocigosis.

Analisis del gen GSTP1

El gen presentd delecion en heterocigosis en el 30% de los casos.
En el grupo H-amp se detect6 esta alteracion en 6 casos, en el grupo L-amp
en 3 casos, Yy en el grupo N-amp en 5 casos.

Analisis del gen CASP8

El gen present6 delecion en heterocigosis en el 9% de los casos. Esta
alteracion estuvo presente en el grupo H-amp en dos casos, en los grupos
L-amp y N-amp en un caso en cada grupo.

Analisis del gen FHIT

El gen presentd delecion en heterocigosis total en el 11% de los
casos. Esta alteracion se detect6 en dos casos del grupo H-amp, en dos casos
en el grupo L-amp y en un caso en el grupo N-amp.

Analisis del gen APC

El gen se encontrd delecionado en heterocigocis en el 9% de los
casos del estudio. Esta alteracion se detectd en dos casos del grupo H-amp
y en un caso de los grupos L-amp y N-amp.

Andlisis del gen CDH13

En el gen se identificé la delecion en heterocigosis en el 11% de los
casos. Presentd esta alteracion un caso del grupo H-amp, tres casos del
grupo L-amp y un caso del grupo N-amp.
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Analisis del gen TIMP3

El gen presentd en el 9% de los casos una delecion en heterocigosis.
En el grupo H-amp se identificaron dos casos con esta alteracion, en el
grupo L-amp un solo caso, asi como otro caso en el grupo N-amp.

Analisis del gen BRCAL
Solo en el 4% de los casos se observaron alteraciones, en concreto,
delecion en heterocigosis. Los dos casos pertenecian al grupo H-amp.

Los porcentajes de alteraciones de los distintos genes supresores en
los tres grupos de amplificacién de EGFR analizados se detallan en la tabla
31. Los genes mas afectados en los casos estudiados fueron CDKN2A,
CDKN2B, VHL y GSTPL1.

Con respecto a los genes CDKN2A y CDKN2B, en el grupo H-amp
se detectaron alteraciones en la mayoria de los casos (75%), mientras que en
los grupos L-amp y N-amp en menos de la mitad de los casos (40% y 31%
respectivamente), siendo superior esta alteracion en los casos del grupo
L-amp con respecto al N-amp.

En este kit se estudiaron 15 genes de referencia CREM, PARK2,
TNFRSF1A, MLH3, PAH, BCL2, TSC2, CDK6, CDH1, Al651963, KLKS3,
BRCA2, CD27, CTNNB1 y CASR.

De ellos, en los tumores objeto de estudio, se detectaron alteraciones en
los genes, CREM, CDH1, PAH, BCL2, PARK2, BRCA2, CD27 y MLH3
(Tabla 28).

Analisis del gen CREM

En el 33% de los casos se observé alteraciones en este gen. En el
grupo H-amp se detectd un caso con delecion en homocigosis y 6 casos
presentaron delecion en heterocigosis. En los grupos L-amp y N-amp 4
casos presentaron delecion en heterocigosis en cada uno de los grupos.

Analisis del gen CDH1

El gen presentd delecidn en heterocigosis en el 35% de los casos.
En el grupo H-amp, 6 casos presentaron delecion en heterocigosis. En el
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grupo L-amp y N —amp, 5 casos presentaron delecidon en heterocigosis en
cada uno de los grupos.
Analisis del gen PAH

En el 22% de los casos el gen PAH presentd delecion en
heterocigosis: 4 del grupo H-amp, 5en L-ampy 1 en N-amp.

Andlisis del gen BCL2
En el gen se observo en el 17% de sus casos una delecidon en
heterocigosis: 3 en el grupo H-amp, 4 en L-amp y 1 en N-amp .

Analisis del gen PARK2

El 13% de los casos presentdé una delecién en heterocigosis. Esta
alteracion solo estaba presente en los grupos con amplificacion de EGFR, en
el grupo H-amp en 5 casos y en el L-amp en un caso.

Analisis del gen BRCA2

En este gen la delecidn en heterocigosis también se present6 en el
13% de los casos. Dos casos en el grupo H-amp, un caso en el grupo
L-amp, y tres casos en el grupo N-amp.

Analisis del gen CD27
Se observd delecion heterocigética en el 13% de los casos: 3 en el
grupo H-amp, 1 en el grupo L-amp y 2 en N-amp.

Analisis del gen MLH3

Este gen presentd delecion en heterocigosis en el 11% de los casos.
Solo en los grupos H-amp y L-amp se identificd la alteracion, tres casos en
el primero y dos casos en el segundo.

Los porcentajes de alteraciones de los genes referencia de este kit en
los tres grupos de amplificacion de EGFR se detallan en la tabla 32.
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Tabla 25. VNC en los genes del kit MLPA probemix P105-D1 Glioma-2.

‘Casos PTEN MDM2 CDK4 TP53 NFKBIA MIR26A2 PDGFRA

46

AMP. Amplificacién. HMZ. Delecién en homocigosis; HMZ-p. Delecion en
homocigosis parcial. LOH. Delecion en heterocigosis; LOH-p. Delecion en
heterocigosis parcial.
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Tabla 26. VNC de los genes de referencia del kit MLPA probemix P105-D1

Glioma-2.
‘Casos ¢ - OCA2 ‘¢ -SAMHD1 ¢ - MYBPC3 ¢ - LARGE
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Tabla 27. VCN en los genes del kit MEOO1-C2 Tumor suppressor -1.

Casos CDKN2A CDKN2B VHL GSTP1 CASP8 FHIT APC CDH13 TIMP3 BRCAl
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Tabla 28. VNC en los genes referencia del kit MEO01-C2 Tumor
suppressor-1.

Casos CREM CDH1 PAH BCL2 PARK2 BRCA2 CD27 MLH3

36

: —
33
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Tabla 29. Porcentajes de alteraciones de los distintos genes del kit MLPA
probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificacion de EGFR.

Grupos PTEN MDM2 CDK4 TP53 NFKBIA MIR26A2
H-amp 45% 35% 20% 25%  15% 0%
L-amp 50% 10% 10% 20%  10% 0%
N-amp 25% 25% 10% 38%  19% 6%

Tabla 30. Porcentaje de alteraciones de los genes de referencia del kit
MLPA probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificacion de

EGFR.

Grupos OCA2 SAMHD1 MYBPC3 LARGE
H-amp  30% 30% 45% 55%
L-amp 20% 40% 20% 30%
N-amp 0% 25% 25% 6%

Tabla 31. Porcentaje de alteraciones de los genes del kit ME001-C2 Tumor
suppressor-1, en los tres grupos de amplificacion de EGFR.

Grupos CDKN2A CDKN2B VHL GSTP1 CASP8 FHIT APC CDH13 TIMP3 BRCA1

H-amp
L-amp
N-amp

79%
40%
33%

74%
40%
33%

37%
40%
21%

32%
30%
33%

10%
10%
6%

10%
20%
6%

10%
10%
6%

5%
30%
6%

10%
10%
6%

10%
0%
0%

Tabla 32. Porcentajes de alteraciones de los genes de referencia del kit
MEQ001-C2 Tumor suppressor-1, en los tres grupos de amplificacion de

EGFR.

Grupos

CREM CDH1

PAH

BCL2 PARK2 BRCA2

CD27 MLH3

H-amp
L-amp
N-amp

37%
40%
21%

32%
50%
33%

21%
50%
6%

15%
40%
6%

26%
10%
0%

10%
10%
20%

15%
10%
13%

15%
20%
0%
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Perfiles genéticos en los tres grupos segun el estatus de EGFR,
obtenidos con el analisis de la MLPA

Realizando una vision general del estudio de genes estudiados sobre
la variacion en el nimero de copias por MLPA, y si consideramos aquellos
genes que aparecen alterados en el 40% o mas de los casos en cada uno de
los grupos establecidos, se observo que existen diferentes genes implicados
en los grupos con diferentes niveles de amplificacion, mientras que en el
grupo de casos sin amplificacién de EGFR, ningin gen se alterd en este
porcentaje. Ademas, en los dos grupos con amplificacion de este gen, los
genes PTEN y CDKN2A/2B aparecieron implicados en ambos grupos (Tabla
33).

Si también consideramos aquellos genes que aparecen alterados en el
30% o mas de los casos en cada uno de los grupos, observamos la existencia
de un perfil genético muy similar en los dos grupos con amplificacién: el
H-amp y el L-amp. Estos dos grupos presentan un patrén distinto con
respecto al grupo de casos sin amplificacion de EGFR, en el cual solo
aparecen cuatro genes implicados, aunque hay que resaltar que de ellos, tres
genes los comparte con los dos grupos con amplificacion de este gen, y el
gen TP53 esta incluido solo en este grupo (Tabla 34).

Los porcentajes del 30% y 40% se escogieron por ser los que se
presentan mas significativos en los genes de aparicion mas frecuente en el
GB.

Tabla 33. Genes implicados en el 40% o mas de los casos en los tres grupos
segun el estaus del EGFR. (En negrita los genes comunes).

H-amp L-amp N-amp
PTEN PTEN
CDKN2A/2B  CDKN2A/2B
MYBPC3 SAMHD1
LARGE VHL

CREM
CDH1
PAH
BCL2
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Tabla 34. Genes implicados en el 30% o mas de los casos en los tres grupos
segln el estatus del EGFR. (En negrita los genes comunes).

H-amp L-amp N-amp
PTEN PTEN
CDKN2A/2B  CDKN2A/2B  CDKN2A/2B
GSTP1 GSTP1 GSTP1
CDH1 CDH1 CDH1
SAMHD1 SAMHD1
VHL VHL
CREM CREM
LARGE LARGE
MDM2 PAH TP53
MYBPC3 BCL2
OCA2

Resutados del anélisis estadistico: a pesar que el nimero de casos
no es elevado para poder desarrollar el andlisis estadistico con las garantias
necesarias, se analizaron los p-valores proporcionados por el test Chi-
cuadrado de homogeneidad de proporciones de los genes estadisticamente
significativos al nivel de significacion habitual (p = 0.05). Entre los tres
grupos segun el estatus de amplificacibn de EGFR los genes
estadisticamente significativos han sido los siguientes: CDKN2A (p = 0.017),
CDKN2B (p = 0.044), PAH (p = 0.039), y LARGE (p=0.008) (Apéndice II,
Tabla 3y 4).

Del analisis de la variable supervivencia, con respecto a los parametros
genéticos estudiados, se observo que la frecuencia de alteraciones en MDM2
era mayor en el grupo con una evolucién menor de 14 meses que el grupo
con una evolucién superior a 14 meses. Este hecho fue estadisticamente
significativo, con p=0,033 segun el test Chi-cuadrado.

Aunque otros genes no fueron significativos a nivel estadistico cabe
destacar, que muchos de ellos presentaron una frecuencia relativa de
alteraciones, mayor en el grupo de menor evolucion. Por ejemplo, EGFR
tuvo una frecuencia relativa de alteraciones mayor en el grupo de evolucién
menor de 14 meses (46%) con respecto al grupo de evolucion superior de 14
meses (28,9%); y el gen TP53 present6 en el grupo de evolucién menor de
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14 meses una frecuencia mayor de alteraciones (19,4%) con respecto al
grupo de evolucion superior de 14 meses (1,7%).

Genes estudiados con MLPA implicados en vias de sefalizacion
dependientes de EGFR

Cuando realizamos el anlisis de las alteraciones génicas en relacion
con la via afectada en cada tumor se observa que con una alteracion génica
como minimo, los resultados son los siguientes:

La via 1 (EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K) aparece alterada en 34 tumores, lo
que representa el 74% del total de los casos. Esta via muestra una alteracion
en el 100% de los casos del grupo H-amp (20/20), igualmente en el 100%
del grupo L-amp (10/10), y solo se observa en el 15% del grupo N-amp
(4/16) (Tabla 35).

La via 2 (TP53/MDM2/MDM4/p16°"F) aparece alterada en 17 tumores,
representando el 37% de los casos. Se observé una alteracion en el 40% de
los casos del grupo H-amp (8/20), en el 20% del grupo L-amp (2/10), y en el
44% de los casos del grupo N-amp (7/16) (Tabla 35).

La via 3 (p16™“*JCDK4/RB1) aparece alterada en 28 tumores,
representando el 61% de los casos. Se observé una alteracion en el 80% de
los casos del grupo H-amp (16/20), en el 50% del grupo L-amp (5/10), y en
el 44% de los casos del grupo N-amp (7/16) (Tabla 35).

Tabla 35. Porcentaje de casos con un gen alterado en los tres grupos de
EGFR en las tres vias de sefializacion

Grupos Vial Via 2 Via 3

H-amp 100% 20/20 | 40% 8/20 | 80% 16/20
L-amp 100% 10/10 | 20% 2/10 | 50% 5/10
N-amp 25% 4/16 | 44% 7/16 | 44% 7/16
Total 74% 34/64 | 37% 17/46 | 61% 28/46

Cuando realizamos el andlisis teniendo en cuenta los casos que
simultaneamente tienen alterados los dos genes analizados en las distintas
vias, los resultados son los siguientes:
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La via 1 (EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K) aparece alterada en 14 tumores, lo
que representa el 30% del total de los casos. Esta via muestra una alteracion
en el 45% de los casos del grupo H-amp (9/20), en el 50% del grupo L-amp
(5/10), y en ningun caso del grupo N-amp (0/16) (Tabla 36).

La via 2 (TP53/MDM2/MDM4/p16°RF) aparece alterada en 8 tumores,
representando el 17% de los casos. Se observé una alteracion en el 20% de
los casos del grupo H-amp (8/20), en el 10% del grupo L-amp (1/10), y en el
19% de los casos del grupo N-amp (3/16) (Tabla 36).

La via 3 (p16™ **/CDK4/RB1) aparece alterada en 3 tumores, representando
el 7% de los casos. Se observo una alteracion en el 15% de los casos del
grupo H-amp (3/20), y ningln caso alterado en los otros dos grupos (Tabla
36).

Tabla 36. Porcentaje de casos en los tres grupos de EGFR con dos genes
alterados en las tres vias de sefializacion

Grupos Vial Via 2 Via 3

H-amp 45% 9/20 | 20% 4/20 | 15% 3/20
L-amp 50% 5/10 | 10% 1/10 | 0% 0/10
N-amp 0% 0/16 | 19% 3/16 | 0% 0/16
Total 30% 14/46 | 17% 8/46 | 7% 3/46

Haciendo un andlisis de la acumulacion de alteraciones en los
diferentes grupos se obtiene: En el grupo H-amp, el 30% de los casos tienen
alteradas las tres vias de sefializacion, en el grupo L-amp el 10%, y en el
grupo N-amp ningun caso acumuld alteraciones en las tres vias
simultdneamente.
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4.3.2.2 Estudio del estatus de metilacion con el kit ME001-C2 Tumor
suppressor -1

La metilacion fue estudiada en cada uno de los 24 genes supresores
de tumores del kit MEO01-C2 Tumor suppressor-1. De ellos se identifico
hipermetilacion en los genes RASSF1, CASP8, ESR1, CDKN2B, FHIT,
CDH13, TP73 y VHL (Tabla 38). En este estudio no se incluyé el caso 33
por falta de material.

Analisis del gen RASSF1

Hipermetilacion en el gen RASSF1 se detect6 en el 67% de los casos
estudiados. En el grupo H-amp 14 casos presentaron esta alteracion, 7 casos
en el grupo L-amp y 10 casos en el grupo N-amp.

Analisis del gen CASP8

El gen CASP8 presentd hipermetilacion en el 20% de los casos. En
el grupo H-amp solo un caso estaba hipermetilado; en el grupo L-amp cuatro
casos; y en el grupo N-amp cuatro casos.

Analisis del gen ESR1

Se detectd hipermetilacion del gen ESR1 en el 13% de los casos. En
el grupo H-amp en tres casos, un caso en el grupo L-amp y dos casos en el
grupo N-amp.

Analisis del gen CDKN2B
La hipermetilacion de este gen se observo en el 4% de los casos. Se
detect6 en un caso del grupo L-amp y en un caso del grupo N-amp.

Anadlisis del gen FHIT, CDH13, TP73y VHL.

La hipermetilacion en estos genes se detect6 solo en el 2% de los
casos. En los genes FHIT y CDH13 se detect6 un caso de cada gen en el
grupo H-amp. En el gen TP73 se identifico hipermetilacién en un caso del
grupo L-amp. En el gen VHL solo se identificd una hipermetilacion en un
caso del grupo N-amp.
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Del conjunto de genes estudiados en su estatus de metilacion, el gen
mas hipermetilado fue el gen RASSF1. En los grupos L-amp y N-amp se
observé el gen CASP8 como el gen mas metilado tras RASSF1, estando mas
hipermetilado en el grupo L-amp.

Los porcentajes de metilacion de los genes supresores en los tres
grupos de amplificacion de EGFR se detallan en la tabla 37.

Tabla 37. Estado de metilacion (hipermetilacién en porcentajes) en genes
supresores de tumores del kit MEOO1-C2 Tumor suppressor-1, en los tres
grupos de amplificacion de EGFR.

Grupos RASSF1 CASP8 ESR1 CDKN2B FHIT CDH13 TP73 UHL
H-amp 70% 5% 15% 0% 5% 5% 0% 0%
L-amp 70% 40% 10% 10% 0% 0% 10% 0%
N-amp 62% 25% 13% 6% 0% 0% 0% 6%
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Tabla 38. Hipermetilacion de genes supresores del kit ME0O01-C2 Tumor

suppressor-1. M: Hipermetilado.
Casos RASSF1  CASP8 ESR1 CDKN2B FHIT CDH13 TP73  VHL
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4.3.3 Estudios de secuenciacién de IDH1/IDH2 y TP53

IDH1/IDH2

Se estudiaron las mutaciones en las regiones gendmicas que abarcan
la region R132 de IDH1 y la regién R172 de IDH2. No se detectaron
mutaciones en los 46 casos estudiados. Con este resultado se determind que
todos nuestros casos se clasificaban como Glioblastomas IDH no mutado
segun la clasificacion reciente de la OMS ',

TP53

Se estudiaron las mutaciones en los exones 5, 6,7 y 8 del gen TP53 en
los 46 casos de GB. Se encontraron 2 casos con mutacion (4% de los casos).
En el caso 29 que pertenece al grupo L-amp se encontré una mutacion en
heterocigosis p.C141R de tipo sustitucion—missense en el exén 5 de TP53.
En el caso 33 que forma parte del grupo N-amp se detecté una mutacion en
heterocigosis p.R273C de tipo sustitucion—missense en el exdn 8 de este gen
(Figura 26).
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Figura 26. Secuenciacion de TP53. A) Mutacion en heterocigosis p.C141R
exon 5, caso 29. B) Mutacidn heterocigosis p.R273C exdn 8, caso 33.
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4.4 Estudio de la expresion de miRNAs

La expresion de miRNAs mediante microarrays permitio el estudio
de 6703 secuencias de miRNA en 30 casos de los 46 presentados en este
trabajo.

Se interpretaron los resultados usando un andlisis estadisticamente
restrictivo Partek Genomis Suite v 6.6 y fueron detectados 102 miRNAs
(Apéndice I11), de ellos un total de 64 miRNAs resultaron ser significativos
en el andlisis de varianza con un valor p < 0,05 al realizar la comparacion
entre los grupos N-amp y H-Amp (tabla 39).

Por otra parte, se realiz6 una agrupacion jerarquica sin supervisién
de los 30 casos con los 102 miRNAs, que derivd del estudio comparativo
de los grupos H-amp y N-amp, y se analizé la expresion del grupo L-amp
con respecto a los otros grupos. Asi mismo, se interpretd el estudio de
discriminacion entre grupos usando Andlisis discriminante de minimos
cuandrados parciales (PLS-DA) del estudio conjunto de perfiles de
miRNAs, obtenido usando Genechip miRNA Array, entre los casos del
grupo H-amp y los del grupo N-amp, para visualizar el comportamiento del
grupo L-amp con respecto al resto de los grupos (Figura 27 Ay B).

En ambos andlisis, la expresion de miRNAs fue diferente en los
grupos H-amp y el grupo N-amp (tabla 39). ElI PLS-DA permiti6 visualizar
que la expresion de los casos del grupo L-amp se encontraba solapado con
los casos del grupo H-amp vy del grupo N-amp; y otros casos de este grupo
presentaban un comportamiento intermedio entre los grupos H-amp vy
N-amp (Figura 27B).

Haciendo una comparacion entre los miRNAs més significativos
mediante el test no pardmetro Kruskal -Wallis con p < 0.05, resultaron
significativos 64 miRNAs entre el grupo H-amp y el grupo N-amp. Los
mMiRNAs significativos comunes fueron: miR-200c, miR-138, miR-891a,
miR-129, miR-379, miR-124, miR-128, miR-382, miR-383, miR-219-2, y
miR-571, cuya funcion se detalla en la tabla 40.

Estos miRNAs se encontraban infraexpresados en los tumores del
grupo H-amp con respecto al grupo N-amp, con excepcion del miR-571 que
se estaba sobrexpresado. La funcidn de estos miRNAs se detalla en la tabla
40.
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Tabla 39. miRNAs expresados diferencialmente entre los grupos H-amp y
N-amp ordenados por el valor de p < 0,05 de significacion estadistica. Los
mMiRNAS en negrita son los comunes en el modelo PLS-DA.

H-amp vs H-amp vs
N-amp P-value Fold Change N-amp P-value Fold Change

Down-regulated Up-regulated

hsa-miR-193a-3p_st 1.15E-03 -2.05 hsa-miR-320b_st 4.33E-03 1.49
hsa-miR-892b_st 1.26E-03 -2.75 hsa-miR-320a_st 5.25E-03 1.48
hsa-miR-200¢_st 2.37E-03 -3.84 hsa-miR-320d_st 5.25E-03 1.50
hsa-miR-34c-3p_st 2.41E-03 -1.91 hsa-miR-320c_st 6.35E-03 1.42
hsa-miR-138 st 2.91E-03 -3.47 hsa-miR-1228 st 1.09E-02 1.66
hsa-miR-299-5p_st 2.91E-03 -2.34 hsa-miR-548f st 1.09E-02 1.27
hsa-miR-891a_st 3.55E-03 -6.89 hsa-miR-571_st 1.09E-02 1.22
hsa-miR-200a st 7.65E-03 -1.84 hsa-miR-106a-star st 1.31E-02 1.48
hsa-miR-363_st 7.66E -03 -1.60 hsa-miR-496_st 1.84E-02 1.27
hsa-miR-342-5p_st 9.19E-03 -1.36 hsa-miR-877_st 1.84E-02 1.44
hsa-miR-569_st 9.19E-03 -1.41 hsa-miR-1292_st 2.55E-02 1.29
hsa-miR-129-5p_st 1.09E-02 -2.99 hsa-miR-675_st 2.99E -02 1.42
hsa-miR-342-3p_st 1.09E-02 -1.37 hsa-miR-876-3p_st 2.99E -02 1.29
hsa-miR-379_st 1.09E-02 -3.56 hsa-miR-32_st 3.49E-02 1.27
hsa-miR-491-5p_st 1.09E-02 -2.03 hsa-miR-340_st 3.49E-02 1.17
hsa-miR-124_st 1.31E-02 -4.64 hsa-miR-340-star_st  4.07E-02 1.13
hsa-miR-128_st 1.31E-02 -2.54 hsa-miR-1273_st 4.71E-02 1.25
hsa-miR-193a-5p_st 1.31E-02 -2.05 hsa-miR-549_st 4.71E-02 1.12
hsa-miR-132_st 1.84E-02 -1.61 hsa-miR-570_st 4.71E-02 1.22
hsa-miR-134_st 1.84E-02 -2.46

hsa-miR-148a-star st  1.84E-02 -1.41

hsa-miR-586_st 1.84E-02 -1.28

hsa-miR-409-3p_st 2.21E-02 -1.99

hsa-miR-124-star_st 2.25E-02 -1.79

hsa-miR-203_st 2.25E-02 -1.71

hsa-miR-507_st 2.25E-02 -1.21

hsa-miR-890_st 2.25E-02 -1.38

hsa-miR-10a-star st 2.99E-02 -1.41

hsa-miR-129-3p_st 2.99E-02 -1.52

hsa-miR-139-5p_st 2.99E -02 -2.38

hsa-miR-217_st 2.99E -02 -2.78

hsa-miR-377-star st 2.99E-02 -1.72

hsa-miR-127-3p_st 3.49E-02 -2.44

hsa-miR-382_st 3.49E-02 -2.66

hsa-miR-523-star st 3.49E-02 -1.22

hsa-miR-654-3p_st 3.49E-02 -1.83

hsa-miR-375_st 4.07E-02 -1.41

hsa-miR-383_st 4.07E-02 -3.47

hsa-miR-886-3p_st 4.07E-02 -2.07

hsa-miR-1262_st 4.71E-02 -1.26

hsa-miR-219-2-3p_st 4.71E-02 -3.09

hsa-miR-367_st 4.71E-02 -1.18

hsa-miR-485-3p_st 4.71E-02 -1.97

hsa-miR-517b_st 4.71E-02 -1.18

hsa-miR-590-3p_st 4.71E-02 -1.14
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Figura 27. Anélisis de la expresion de miRNAs mediante microarrays en 30
GBs. A) Agrupacion jerarquica sin supervision de 30 casos de GB con 102
miRNAs, a la izquierda una agrupacion de los casos del grupo H-amp, y a la
grupo N-amp. Los casos
correspondientes al grupo L-amp se localizaron de manera variable entre ambos
grupos. B) PLS-DA del estudio conjunto de perfiles de miRNAs entre los casos
del grupo H-amp (triangulo rojo) vy los del grupo N-amp (cuadrado azul), para
visualizar el comportamiento del grupo L-amp (circulo verde) con respecto al
resto de grupo.
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Tabla 40. Funcion de los miRNAs significativos comunes a los grupos de

estudio.
mMiRNA Funcién

miR-200c  Implicado en procesos de migracion celular, via PI3K/AKT,
proceso de EMT (Regula ZEB1/2).

miR-138 Regula la angiogénesis, proliferacion celular, apoptosis e hipoxia
(HIF1).

miR-8918  promotor de la proliferacion celular, fa migracién y la invasion.

miR-129-5p Regulacion del ciclo celular, proliferacion, proceso de EMT.

miR-379  Regulacion del ciclo celular, regulando ciclina B1.

miR-124  Su sobreexpresion aumenta la diferenciacion neural y diminuye la
migracion e invasion.

miR-128  Su sobreexpresion inhibe HIF1a y VEGF, disminuye la
proliferacién celular, crecimiento tumoral y angiogénesis.

miR-382  Interviene en la migracion celular, invasion, proceso de EMT, y en
la via de sefializacion PTEN/AKT.

miR-383  La transfeccion de miR-383 disminuye la viabilidad, la invasion,
migracion y aumenta la apoptosis.

miR219  Su sobreexpresion bloguea la proliferacion celular, migracion e
invasion. Reduce la via ERK1/2 relacionada con la migracion
invasion y metastasis.

miR-571  Es un mediador en procesos inflamatorios en diferentes

compartimentos celulares

Al comparar las intensidades absolutas de estos MiIRNAs mas
significativos, se observo que el perfil de expresion del miR-200c presentd
una diferencia de intensidad de expresion (media:2,5) que permitid
diferenciar el grupo H-amp, frente a los otros dos grupos L-amp (media: 5) y
N-amp (media: 5,2), aunque no permiti6 diferenciar entre estos dos ultimos

(Tabla 41).
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Tabla 41. Cuadro comparativo de intensidades absolutas de los perfiles de
expresion de los miRNAs significativos en los casos de GB. Rojo: grupo
H-amp; Verde: grupo L-amp; Azul: grupo N-amp.
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4.4.1 Estudio del miR-200c y la expresion de MRNA de CDH1y ZEB1
en relacion a la amplificacion de EGFR

Del estudio de miRNAs hemos elegido el miR-200c por tener la mas
alta significancia discriminatoria (p = 2,37E7) entre el grupo de tumores con
alta amplificacion de EGFR y los otros dos grupos, y por ser un miRNA
clave en la EMT, y por lo tanto en la infiltracion tumoral. En la segunda
parte de este trabajo expondremos los resultados del modelo experimental
utilizado para el estudio del comportamiento del miR-200c. Vamos a abordar
el estudio de la expresién del mMRNA del miR-200c y la expresion de dos de
sus genes dianas como son el CDH1 y el ZEB1.

Primeramente hemos comprobado una relacion altamente
significativa entre los niveles de amplificacion del gen EGFR y su expresion.

La expresion de mRNA de EGFR fue cuantificado mediante gRT-
PCR. Se observo que los tumores con un alto nivel de amplificacion de
EGFR mostraron un aumento de méas de diez veces (11,5+0,01; p=6,0E™) en
la expresién de EGFR con respecto a los tumores sin amplificacion de
EGFR; mientras que los tumores con un bajo nivel de amplificacion de
EGFR mostraron un aumento de mas de dos veces (3,7 + 0,01, p = 0,03) en
la expresién de EGFR con respecto a los tumores sin amplificacion de
EGFR (Figura 28).

Andlisis de la expresién de miR-200c

Realizamos una gRT-PCR para validar los 46 casos del estudio,
cuantificando la expresion de miR-200c en los tres grupos de amplificacion
de EGFR (Figura 28). Hemos observado que las muestras del grupo H-amp
tienen niveles estadisticamente méas bajos (0,4+0,03, p= 0,04) de miR-200c
que los otros grupos. Las muestras del grupo L-amp no muestran diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo N-amp, con una
expresion intermedia (0,6+0,03) entre el grupo H-amp y N-amp.

Analisis de la expresion de CDH1y ZEB1

Se analizaron los niveles de expresion de CDH1 y ZEB1 por gRT-
PCR. Los tumores del grupo H-amp y menor expresion de miR-200c
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mostraron niveles de expresion CDH1 maés bajos que el grupo L-amp y que
el grupo N-amp. A su vez, los niveles de expresién de CDH1 para el grupo
H-amp y grupo L-amp mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (p=0,03). Asi mismo ambos mostraron diferencias con repecto al
grupo N-amp (4,4+0,21, p=0,04 y 0,4%0,23, p=0,03 respectivamente)
(Figura 28).

Por el contrario, los niveles de expresion de mRNA de ZEBL1 fueron
significativamente menores en el grupo N-amp con respecto al grupo H-amp
(4,2+0,20 p= 0,04 y al grupo L-amp (4,4+1,30 p= 0,04). Sin embargo, el
grupo L-amp mostré niveles de expresion de ZEB1 comparables a los
detectados en el grupo H-amp (Figura 28).
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Figura 28. Andlisis por gRT-PCR de la expresion de EGFR, miR-200c, CDH1

y ZEB1 en 30 GB.
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4.4.2 Andlisis de la expresién proteica de EGFR, CDHL1, y ZEB1

Utilizando la técnica de western blot se han analizado las proteinas
codificadas por EGFR y CDH1, y mediante inmunohistoquimica la proteina
ZEB1. Se seleccionaron los casos donde se obtuvieron las mejores
concentraciones de proteina, y se escogieron 10 casos de cada uno de los
grupos en funcion del estatus del EGFR.

La expresion de la proteina EGFR fue detectada en todos los casos
del grupo H-amp. Los valores de expresion estaban en un rango de 0,10-1,41
de intensidad de expresidn con una media de expresién de 0,73. En los casos
del grupo L-amp se detectd en solo dos casos expresion de la proteina (0,12-
0,2). En los casos del grupo N-amp no se detectd expresiéon de la proteina
mediante esta técnica (Figura 29).

Hemos detectado mediante western blot la presencia de la proteina
truncada EGFR, la variante EGFRvVIII, en seis de los diez casos estudiados
(casos 2, 4, 8, 14, 15, 16). Esta proteina se detecta a un peso molecular de
140 kDa con respecto al peso de la proteina normal de 175kDa.

La expresién de la proteina E-caderina, en el grupo H-amp, se
detect6 solo, en 2 casos con 0,40 y 0,42 pixeles; en los grupo L-amp y
N-amp se detectd en casi todos los casos la expresion de esta proteina con
valores entre 0,07-0,47 pixeles, siendo superior la expresion en N-amp frente
a los demas grupos (Tabla 42, y figura 29).

La expresién inmunohistoquimica de ZEB1 fue homogénea con un
valor de 3 en el 100% de los casos del grupo H-amp, y también en el 70%
de los casos de grupo L-amp. En el grupo N-amp solo el 40% se valord
como 3, los casos restantes presentaron en el mismo numero de casos nivel 1
y 2 de expresion de ZEB1 (Tabla 42).
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Figura 29. Expresion de las proteinas EGFR y E-caderina (CDH1) en casos
que pertenecen a los tres grupos de estudio. A). Imagen de las bandas de
Western blot. B). Cuantificacion de la expresion de las proteinas E-caderina y
EGFR, en los casos 5y 14 (H-amp), casos 25 y 27 (L-amp), y casos 34 y 43
(N-amp).
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Tabla 42. Cuantificacion de la expresion por western blot para EGFR y
CDH1 (izquierda) y expresion inmunohistoquimica de la proteina ZEB1
(derecha). El asterisco indica la presencia de la proteina truncada de EGFR.
Color rojo: H-amp; Verde: L-amp; Azul: N-amp

casos | EGFR | CDH1
1,14* 0,00
1,41* 0,42
0,94 0,00
1,23* 0,00
0,10 0,00
0,74 0,40
0,20* 0,00
0,24* 0,00
0,28* 0,00
1,05 0,00
0,09 0,23
0,00 0,00
0,00 0,28
0,00 0,33
0,12 0,14
0,00 0,00
0,00 0,43
0,00 0,39
0,20 0,07
0,00 0,24
0,00 1.2
0,00 0,21
0,00 0,46
0,00 0,57
0,00 1,40
0,00 1,38
0,00 0,11
0,00 0,26
0,00 0,21
0,00 1,19
0,00 0,23
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4.5 Modelo experimental: Generacion de cultivos celulares para el
estudio del comportamiento del miR-200c

En esta parte de la tesis vamos a exponer los resultados del
comportamiento del miR-200c en cultivos celulares. Este miRNA ha sido
elegido por ser discriminatorio entre los tres grupos de glioblastomas,
establecidos segun el nivel de amplificacion de EGFR, y estar implicado en
procesos de migracion celular.

Segun nuestro protocolo de trabajo en el laboratorio de cultivos
celulares, se incluyeron en cultivo los 46 tumores primarios de glioblastoma.
Para este estudio se eligieron seis cultivos primarios que consiguieron
adaptarse “in vitro” durante al menos cinco pases. Ademas se escogieron con
los diferentes niveles de amplificacién de EGFR descritos.

Los cultivos se identificaron indicando las letras HC y el ndmero
correspondiente. Los cultivos primarios fueron: HC-439, HC-444, HC-466,
HC-468, HC-534 y HC-634. También fueron incluidas dos lineas celulares
establecidas: U87 y U118 (ATCC).

Los cultivos se obtuvieron de los casos de tumores primarios que se
indican en la tabla 43.

Tabla 43. Identificacion del cultivo celular correspondiente al tumor
primario del que proceden.

Cultivos Caso
HC-439 24
HC-444 34
HC-466 6
HC-468 35
HC-534 28
HC-634 43

Los 8 cultivos celulares se pusieron en cultivo in vitro con el objetivo
de estudiarlos, caracterizarlos y obtener material suficiente para el presente
estudio y posteriores, pasando a formar parte de la coleccion de cultivos de
nuestro grupo de investigacion que se crioconservan en nitrégeno liquido.
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Los cultivos celulares obtenidos crecieron en monocapa. Se adhirieron a
la superficie del frasco entre las 24 y 48 primeras horas tras la siembra. Y
cuando alcanzaron la confluencia se realizaron los doblajes.

Debido al potencial y rapidez de crecimiento del cultivo HC-444 se
procedid a realizar subcultivos y se consiguio establecer una linea celular
(No incluida en este estudio).

4.5.1 Caracterizacion de los cultivos celulares

Sobre los cultivos seleccionados se realizo una caracterizacion de los
mismos estableciendo los patrones morfolégicos y genéticos.

4.5.1.1 Caracterizacién morfolégica

El estudio morfolégico de los cultivos celulares se realizd con el
microscopio de contraste de fases. Las células cultivadas crecieron en
monocapa, mostrando patrones de crecimiento variable y una morfologia
celular heterogénea. Los cultivos seleccionados mostraron un crecimiento
rapido, con abundantes mitosis, consiguiéndose supervivencia celular entre
ocho y quince pases, a excepcion del cultivo HC-444 que se adapto a las
condiciones in vitro.

Algunos cultivos celulares presentaron células de pequefio tamafio,
de citoplasma denso, con nucleos claros (Figura 30A). Otras veces la
morfologia era alargada con largas expansiones citoplasmaticas (Figura
30B). La presencia de finas prolongaciones citoplasmaticas fue frecuente
durante el crecimiento celular (Figura 30C). En algunas ocasiones los
citoplasmas eran claros y con ndcleos poco visibles (Figura 30D). Los
nucléolos eran evidentes en la mayoria de las veces.

En los cultivos, también fue frecuente la presencia de células
poligonales. En algunos cultivos y desde fases tempranas las células
adquirieron mayor pleomorfismo.
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Figura 30. Morfologia de las células de GB en cultivo. A) Cultivo HC-444:
Crecimiento fundamentalmente en circulos, con células de tamafio pequefio, con
numerosas mitosis (flechas) B) Cultivo HC-466: Células de morfologia alargada
con expansiones citoplasmaticas (flecha). Sobre las células pegadas crecieron
otros grupos de células con poca capacidad de adhesién. C) Cultivo HC-534:
Células con morfologia variable, se observaron muchas mitosis (flechas). D)
Cultivo HC-634: Células con citoplasmas claros y nucleos poco evidentes,
algunas binucleadas.

En el estudio inmunohistoquimico de los cultivos celulares se
analizo la expresion de GFAP, EGFR, p53 y Ki67/MIB-1 (Tabla 44).

La expresion de GFAP fue positiva en el citoplasma de las células de
los cultivos celulares estudiados. En todos los cultivos la expresion fue
valorada con un nivel 3, correspondiente a mas del 75% de la poblacion de
células neoplasicas (Figura 31).

Para la expresion de EGFR, se determind su positividad en la
membrana citoplasmatica y en el citoplasma. El cultivo HC-466 present6 un
nivel de expresion alto (nivel 3); los cultivos HC-439 y HC-534 presentaron
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un nivel de expresion intermedio (nivel 2); la expresion fue focal, en células
aisladas (nivel 1), en los cultivos U87, U118 y HC-444. No se observo
expresion en los cultivos HC-468 y HC-634 (Figura 31).

Se analizd la expresion de p53. En los cultivos U118, HC-444 y HC-
466 se detectd expresion positiva con un nivel 3, correspondiente a una
positividad del mas del 50% de las células del cultivo (Figura 31); y en los
cultivos HC-439, HC-468, HC-534, HC-634 y U87 la expresion fue de un
nivel 2 correspondiente a un 25-50% de las células del cultivo.

La expresion de Ki67/MIB-1 mostro indices de proliferacion de las
células mayores al 30% en cuatro cultivos celulares U87, U118, HC-444 y
HC-466; y un indice inferior al 30% en los cultivos HC-439, HC-468, HC-
534 y HC-634 (Figura 31).

Figura 31. Expresion inmunohistoquimica del cultivo celular HC-466. A)
Expresion de la proteina GFAP (nivel 3). B) Expresion de EGFR (nivel 3). C)
Expresién de p53 (nivel 3). D) Expresién de Ki67 (70% de las células).
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Tabla 44. Resultados inmunocitoquimicos de los cultivos celulares de GB.

Cultivos GFAP EGFR p53 Ki67(%0)

HC-439 3 2 2 23
HC-444 3 1 3 56
HC-466 3 3 3 70
HC-468 3 0 2 22
HC-534 3 2 2 14
HC-634 3 0 2 11
us7 3 1 2 47
U118 3 1 3 35

4.5.1.2 Caracterizacion genética

La caracterizacion genética de los cultivos celulares se realizo
mediante estudios citogenéticos, estudio de la VNC mediante MLPA del gen
EGFR, y sobre la secuenciacion de TP53.

Patrdn citogenético mediante cariotipo
Se estudio el cariotipo de los seis cultivos primarios obtenidos, y se
corroboré el de las lineas celulares establecidas U87 y U118. La
nomenclatura se ha realizado segun el International System for Human
Cytogenetic Nomenclature 22,
Se analizaron en todos los casos el nimero méximo de metafases
obtenidas, que oscilaron entre 3 y 25 (Tabla 45).

Los rangos cromosomicos de los distintos cultivos celulares de GB
variaban desde el hipodiploide al hiperdiploide, con presencia en muchos de
los casos de poliploidias. La trisomia del cromosoma 7 estuvo presente en
todos los casos que resultaron valorables, y las monosomias 10 y 22 en
algunos de ellos. La presencia de reestructuraciones fue muy importante, y
en algunos de los cariotipos no fue posible detallarlos debido a su gran
heterogeneidad.
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Tabla 45. Resultados de los cariotipos de los cultivos celulares.

Cultivo Rango Cariotipo

HC-439 Hiperdiploide 47-49,XY,+3,del(3p),+7,+8,del(9q),-10,-17,-2,+mar

HC-444  Hiperdiploide 47-55,XY ,der(1)t(1;19),+del(1),del(20),t(3;13),+7,
der(11)t(11;14)rob(14),+15,+18,+der(19)t(3;19)x2,
+20Poliploidias.

HC-466 Hipotriploide  No valorable

HC-468 Hiperdiploide  No valorable. Poliploidias

HC-534 Hipodiploide  42-44,XX,+7,-10,-19,-22

HC-634  Hiperdiploide  No valorable

us7 Hiperdiploide 44-55,X,der(1)t(1;3)(p22;921),+7,der(16)t(1;16)
(p22; p12), del(9)(p13),+9mar.
Diferentes pérdidas. Poliploidias

U118 Hiperdiploide  +7,t(11;5), t(8q;4), t(19;?18). Poliploidias

Caracterizacion mediante FISH

Los estudios de FISH se han realizado sistematicamente con la
sonda EGFR/CEP-7, para el estudio del centrémero del cromosoma 7 y para
estudiar el gen EGFR, sobre las extensiones obtenidas de los cultivos
celulares. Los resultados del analisis de FISH se detallan en la tabla 46.

Tabla 46. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH. Alto y bajo grado de
amplificacién (H-amp; L-amp). No amplificacion (N-amp). T (trisomias), P
(polisomias).

Cultivo EGFR CEP-7
HC-439 L-amp T
HC-444 N-amp TIP
HC-466 H-amp T
HC-468 N-amp T/P
HC-534 L-amp T
HC-634 N-amp T

us7 N-amp T/P
U118 N-amp T/P

Los cultivos HC-466, HC-439 y HC-534 presentaron amplificacion
de EGFR. En el HC-466 se detect6 un alto nivel de amplificacion en el 55%
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de sus células, y en las metafases presencia de dobles minutes (Figura 32A).
Los cultivos HC-439 y HC-534 presentaron un bajo nivel de amplificacion,
en menos de un 15% de sus células, y en las metafases se observo
inserciones de este gen en los cromosomas 7 (Figura 32B). El resto de
cultivos analizados no presentaron amplificacion de EGFR, y las metafases
presentaban dos copias para el gen (Figura 32C). Las lineas celulares
comerciales no presentaron amplificacion de este gen.

Con respecto a la presencia de trisomias y polisomias del
cromosoma 7, pudimos detectar trisomias en todos los cultivos estudiados, y
ademas polisomias en los cultivos HC-444, HC-468, U87 y U118.

En todos los cultivos celulares primarios se pudo comprobar que el
resultado de FISH en relacion a la amplificacién del gen EGFR, se
correspondia al resultado obtenido en el tumor primario incluido en parafina.
Con respecto al centromero del cromosoma 7, no se detectaron polisomias
en los cultivos HC-439, HC-466 y HC-534, que se detectaron en los
tumores.
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A
. .
B
. .
C
. .
Figura 32. Estado de EGFR observado en nucleos interfasicos (izquierda) y
metafases (derecha). A) Alto nivel de amplificacién. B) Bajo nivel de

amplificacion. C) No amplificacion. Nucleos con trisomias del cromosoma 7 (A
y B). Nucleos con polisomias del cromosoma 7 (B y C izquierda).
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Variacion en el nimero de copias de EGFR con MLPA

Con respecto al estudio de la variacion en el nimero de copias de
EGFR, se observo que en el cultivo HC-466 el aumento en el numero de
copias fue alta en seis de sus exones (media: 9.54). En el cultivo HC-534 se
observo un aumento bajo en el nimero de copias en cuatro de sus exones
(media: 1.37); y en el resto de los cultivos el estatus de EGFR fue normal.
Estos resultados fueron coincidentes con los obtenidos al realizar el andlisis
por FISH. En el caso del cultivo HC-439 por FISH se detectd una baja
amplificacion de EGFR que no fue detectada por la MLPA.

En cuanto a la presencia de la variante mutante EGFRvIII solo
estuvo presente en el cultivo HC-466 (Tabla 47).

Tabla 47. Variacion del nimero de copias en los exones del gen EGFR.
Presencia de EGFRvIII (*). Estatus normal del gen (n), aumento alto en el
numero de copias (h), aumento bajo en el nimero de copias (I).

EGFR/

. HC-439 HC-468 HC-444 HC-634 HC-534 HC-466* U118 US87
Cultivos

=y

Exon 01
Exon 02
Exon 03
Exon 04
Exon 05
Exon 06
Exon 07
Exon 08
Exon 13
Exon 18
Exon 25

5 53 53 53 —>5 35 5 5 5 S
5D 3 3 353 3 3 3 3 35 5
5 3 — 35 3 3 3 3 3 35 5
-5 — 53 53 53 53 = 5 5 =—
5 3 — 3 3 3 3 35 — 35 5
5 3 3 3 53 = = 35 5 5 5

S5 O 5 O DO == 3D == =— =— 3
0O 05 05 5 5 —m —m o — — —

Secuenciacion de TP53

Se estudiaron las mutaciones en los exones 5, 6, 7 y 8 del gen TP53
en los cultivos primarios y lineas celulares estudiadas. En el anélisis de este
gen se encontré una mutacion en el exén 6, en homocigosis p.R213Q de
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tipo sustitucién - missense (c.638G>A) presente en la linea U118 (Figura
33).

a4

=10

Figura 33. Secuenciacion de TP53. Mutacién en homocigosis p.R213Q exén 6
en la linea U118.

452 Estudios de transfecciéon en los cultivos celulares

Para este estudio se utilizaron los seis cultivos primarios y las dos
lineas celulares comerciales.

Previamente se comprobd la viabilidad celular de cada cultivo
celular, y ademas que estuvieran libres de micoplasmas.

4.5.2.1 Viabilidad celular inicial

La viabilidad de los cultivos a estudiar se comprob6 cuantificando la
cantidad de células vivas mediante la tincion de azul tripan y
contabilizandolas mediante un nucleocounter. Los resultados se muestran en
la tabla 48.
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Tabla 48. Resultados de la viabilidad celular inicial.

Cultivos Conc. Inicial %océlulas vivas Diametro
(cel/ml) celular (um)

HC439 5,9E+05 100 18,23
HC444 3,0E+06 90 13,31
HC466 9,0E+05 90 17,92
HC468 3,4E+05 93 14,72
HC534 2,5E+06 99 14,98
HC634 4 1E+05 91 16,82

u8a7 3,0E+05 100 13,67

U118 9,0E+04 90 17,18

Los cultivos de tumores primarios y las lineas celulares tenian una
adecuada concentracion celular para el estudio. La viabilidad al inicio del
estudio fue igual o superior al 90%; el diametro de las células estaba entre 13

y 18,4 um (Figura 34; tabla 48).
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Figura 34. Distribucion de la poblacién de células vivas. Relacion del nimero
de células vivas con su didmetro en los cultivos celulares estudiados.
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El control de micoplasmas realizado en todos los cultivos mediante
PCR confirmd que estaban libres de micoplasmas (Figura 35).

HC-439 HC-468 HC-466

U118 usg7 HC-534

Figura 35. Deteccion de micoplasmas en cultivos celulares. Control positivo de
presencia de micoplasma en la Gltima posicién del gel.

4.5.2.2 Transfeccién del miR-200c en los cultivos celulares

Fueron transfectados los seis cultivos primarios y las dos lineas
celulares mediante el metdédo de lipofeccion basado en la formacion de
complejos entre lipidos catidnicos y RNA, el cual tiene afinidad por la
membrana y permite la entrada en la célula (Figura 36).

Primeramente se puso a punto el método haciendo un estudio previo
de la cantidad de células en crecimiento que son Optimas para tener a las 24
horas una confluencia del 80%, la cual es idonea para el ensayo de
transfeccion. Ademas, se calcularon las concentraciones de miRNA y RNAI
a utilizar, asi como los volumenes de cada reactivo.
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Figura 36. Transfeccion de células de GB en cultivo de la linea U118. A)
Imagen de cultivo celular por contraste de fases 10x. B) Células transfectadas
con el control positivo fluorescente de transfeccion miRNA marcado 3'-
fluorescein, 10x. C) Superposicién de las imagenes A y B, 10x. D) Seccion de la
imagen ampliada 20x.

Inhibicion del miR-200c

Las células fueron transfectadas con miRNA inhibidor Hsa-mir-
200c-3p (mirVana). En cada uno de los cultivos se utilizaron controles de
eficiencia de la transfeccion. Como control negativo de la transfeccion se
utilizé el miRNA inhibitor Negative Control #1 (mirVana) y como control
positivo miRNA inhibitor let-7c Positive Control (mirVana).

Los resultados del andlisis de la eficiencia de la inhibicion del
miR-200c se obtuvieron analizando la expresion del miR-200c y de genes
dianas de los controles internos de transfeccion mediante gRT-PCR.

155



Resultados

El control positivo let-7c regula negativamente el mRNA de
HMGAZ2. Este gen codifica para una proteina que a su vez puede modular la
expresion génica a través de cambios en la arquitectura de la cromatina. El
miRNA let-7c regula a la baja los niveles de mMRNA de HMGAZ2. Cuando se
transfecta en células humanas, el miRNA inhibidor de let-7, resulta un
aumento de los niveles del mMRNA del gen HMGAZ2. Por lo tanto, la actividad
inhibidora de miRNA let-7c puede ser monitorizado en las células humanas
utilizando gRT-PCR para detectar mMRNA de HMGAZ2 como control positivo
de la transfeccién y como control de la eficiencia de la inhibicion del miR-
200c. El control interno de la transfeccion, que fue la inhibicién del miR-let-
7, provoco el aumento de la expresién del mMRNA de HMGA2, dos veces
mas que la expresion del control, o que nos indicé la alta eficiencia del
ensayo de transfeccién (Figura 37).

En todos los cultivos estudiados se logré la inhibiciéon del miR-200c.
En la normalizacion de nuestros resultados, si tomamos que el control
negativo tiene una expresion del 100% de miR-200c, podemos observar que
la inhibicion de este fue total en los cultivos HC-444, HC-534 y U118. La
inhibicién en valores de expresion fue parcial en los cultivos HC-439, HC-
466, HC-634 y U87, pero con un nivel de expresion inferior al 40% en todos
los casos, lo que nos indica un predominio de células transfectadas en todos
los cultivos.

Inhibicidon del miR-200c
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Figura 37. Inhibicién del miR-200c en los cultivos celulares de GB.
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Sobrexpreesién del miR-200c

Las células fueron transfectadas con miRNA mimic Hsa-mir-200c-
3p (mirVana). En cada uno de los cultivos se utilizaron controles de
eficiencia de la transfeccion. Como control negativo de la transfeccion se
utilizé el miRNA mimic Negative Control #1 (mirVana) y como control
positivo miRNA mimic miR-1 Positive Control (mirVana).

Los resultados del anélisis de la eficiencia de la sobreexpresion del
miR-200c se detectaron analizando la expresion de este y de genes dianas de
los controles internos de transfeccion mediante gRT-PCR.

El control positivo miR-1 estd disefiado para actuar de la misma
manera que la forma madura del mRNA del miR-1. EI miR-1 se asocia con
la baja regulacién de muchos genes. En particular, mediada por miR-1 se
detecta la baja regulacién de la proteina tirosina quinasa 9 (PTK9)
analizando la baja expresion de su mRNA. El control positivo mimic miR-1
se utiliza para los experimentos de transfeccion donde se necesita la
sobreexpresion de un mRNA. Se puede supervisar la actividad de miR-1 a
través del silenciamiento génico de PTKO, utilizando qPCR-RT para detectar
el mMRNA de PTKO.

El control interno de la transfeccion que fue la sobreexpresion del
miR-1, provoco el silenciamiento del mMRNA de PTKO9, lo que nos indicé la
eficiencia del ensayo de transfeccion (Figura 38).

Sobrexpresion del miR- 200c
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Figura 38. Sobreexpresion del miR-200c en los cultivos celulares de GB.
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Todos los cultivos transfectados con el mimic miR-200c mostraron
una sobreexpresion de este microRNA. Destacaron la expresion de los
cultivos HC-468, HC-534 y U118.

La representacion grafica de datos de gRT-PCR, se muestran en la
figura 39 para determinar la Ct a las cuales se suele detectar la expresion del
miR-200c cuando este es inhibido o sobrexpresado en las células, en
comparacion con el nivel basal de expresidn que llamamos control Ct (ciclo
umbral), que es la interseccién entre una curva de amplificacién y una linea
umbral (threshold). Es una medida relativa de la concentracion del mRNA
del gen de interés en la reaccién de PCR. Estos valores, son inversamente

proporcionales a la cantidad de DNA inicial.
ARn vs. Cycle
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Figura 39. Representacion gréfica de datos de gRT-PCR. Rn es la
fluorescencia del RNAm control dividido por la fluorescencia de una sonda de
referencia pasiva; Rn es la sefial del informador normalizado a la sefial de
fluorescencia de un control interno. ARn es Rn menos la linea de base; ARn se
representa frente al nimero de ciclos de PCR. A) Caso donde se ha transfectado
las células con mimic miR-200c y se determina la sobreexpresion del miR-200c.
B) Caso control de expresion de miR-200c. C) Caso donde se ha transfectado las
celulas con inhibidor del miR-200c y se determina la baja expresion o ninguna
del miR-200c.
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Silenciamiento de EGFR

Las células fueron transfectadas con un silenciador de la expresion
de EGFR (mirVana). En cada uno de los cultivos se utilizaron controles de
eficiencia de la transfeccion. Como control negativo de la transfeccion se
utilizo Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (Ambion), y como
control positivo el control fluorescente Alexa Fluor Red BLOQUE-IT
(Invitrogen).

Los resultados del analisis de la eficiencia del silenciamiento de
EGFR se detectaron analizando la expresion del mRNA mediante qRT-
PCR. La casa comercial indica que pueden conseguirse niveles de
silenciamiento de un 70% o mas, o por el contrario niveles de expresion del
MRNA no superiores al 30%.

El silenciamiento de EGFR se produjo en todos los cultivos
celulares. Si tomamos que el control negativo tiene una expresion del 100%
de EGFR, podemos observar que se silencio la expresion del EGFR hasta un
nivel de expresion inferior al 30% en todos los casos, con excepcion del
cultivo HC-466 que alcanzd un 40% de expresion. Estos resultados nos
indicaron un predominio de células transfectadas en todos los cultivos. En
los cultivos HC-534 y U118 se logr6 el mejor nivel de silenciamiento de
EGFR En el cultivo HC-466 se logrd silenciar el EGFR pero con un efecto
menor en cuanto a la expresion comparado con el resto de cultivos. Este
cultivo presentd una alta amplificacién del gen EGFR detectada por FISH,
un aumento del nimero de copias del gen por MLPA vy la variante mutada
EGFRvIII (Figura 40).
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Figura 40. Silenciamiento de EGFR en los cultivos celulares de GB.

159



Resultados

Los resultados de transfectar las células con el control positivo
fluorescente se puede observar en la figura 41, donde de manera cualitativa
se muestra la alta eficiencia de la transfeccion en la mayoria de las células.

Figura 41. Transfeccion de células del cultivo HC-444, para lograr el
silenciamiento de EGFR. A) Imagen contraste de fases de células
transfectadas. B) Control Positivo de transfeccion fluorescente con Alexa Fluor
Red.

4.5.3 Andlisis de la expresion del mMRNA de EGFR, CDH1y ZEB1 en
los cultivos celulares transfectados

En las tres condiciones analizadas anteriormente: inhibicion de miR-
200c, sobreexpresion de miR-200c y silenciamiento de EGFR, se estudiaron
la expresion del mRNA de los genes relacionados con el miR-200c como
EGFR, ZEB1, CDH1. Previamente, se analiz6 la situacion normal de estos
genes y del miR-200c en los cultivos celulares sin transfectar.

Para este trabajo se escogieron los siguientes cultivos: HC-466 que
presentaba un alto nivel de amplificacion de EGFR, HC-534 con un bajo
nivel de amplificacion, HC-444 sin amplificacion de EGFR, y la linea
celular establecida U118. En estos cultivos se lograron los mejores
resultados durante la transfeccién y ademéas son cultivos que representan a
cada uno de los grupos de estudio segun el estatus de amplificacion de
EGFR.
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4.5.3.1 Cultivos celulares en situacién control

Analisis de la expresion de EGFR

Los cultivos U118 y HC-444 que no presentaban amplificacion de
EGFR presentaron menor expresion de EGFR que los cultivos HC-534 y
HC-466, con amplificacion. A su vez, el cultivo HC-466 que presentaba alta
amplificacién de EGFR, mostré mayor expresion que el cultivo HC-534 que
presentaba una baja amplificacion del mismo. La expresién del cultivo HC-
466 fue estadisticamente significativa (8,47+ 0,17, p=0,02) Asi pues, se
observa una correlacion directa entre la amplificacion y la expresion de
EGFR.
Analisis de la expresion de miR-200c

Los cultivos con amplificacion de EGFR (HC-534 y HC-466)
presentaron una menor expresion del miR-200c con respecto a los cultivos
sin amplificacién de EGFR (U118 y HC-444), siendo mas significativa la
baja expresion del HC-466. La expresion de estos fue estadisticamente
significativa (0,3 0,03, p=0,03 y 0,01£ 0,1, p=0,01 respectivamente).
Analisis de la expresion de CDH1

No se observé expresion de caderina en ninguno de los cultivos
estudiados.
Analisis de la expresion de ZEB1

Se pudo observar, una expresion creciente entre los cultivos HC-444
(sin amplificacion), HC-534 (baja amplificacion) y HC-466 (alta
amplificacion), pero inferior a la expresion de la linea U118.

Todos estos resultados se representan en la Figura 42.

En los cultivos amplificados (HC-466 y HC-534), se observé una
regulacion negativa en cuanto al miR-200c. En cuanto al ZEB1, los cultivos
amplificados presentaron con respecto al cultivo no amplificado (HC-444)
un aumento de la expresion mientras que con respecto a la linea celular
(U118) su expresién era menor.
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Figura 42. Andlisis por gRT-PCR de la expresion de EGFR, miR-200c, CDH1 y
ZEB1 en los cultivos celulares sin transfectar. * Estadisticamente significativo.

4.5.3.2 Cultivos transfectados con miR-200c: sobreexpresion e inhibicion
de miR-200c y silenciamiento de EGFR

Se analizaron los niveles de expresion de RNA de EGFR, CDH1 y
ZEB1 por gRT-PCR en las tres situaciones. Los resultados se muestran en la
tabla 49y la figura 43.

Analisis de la expresion de EGFR

Inhibicion de miR-200c: La expresion de EGFR de los cultivos no
amplificados U118 y HC-444 mostraron altos nivel de expresion de este
mensajero (13,8 +0,05 p=0,01 y 14,6+0,01 p=0,00 respectivamente) con
respecto al control, mientras que los cultivos con amplificacién HC-534 y
HC-466 mostraron bajos niveles de expresion (0,21+0,01 p=0,01 y 0,01+0,2
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p=0,01) con respecto a sus controles. En todos los casos fue estadisticamente
significativo.

Sobreexpresion de miR-200c: Los cultivos no amplificados U118 y
HC-444 mostraron una expresion de 9,2 y 2 respectivamente, ambas mas alta
que el control. Sin embargo, los cultivos amplificados, mostraron una
expresion mas baja que su control estadisticamente significativa (0,1+0,0,01
p=0,005; 0+0,0 p=0,01 respectivamente).

Silenciamiento del EGFR: Se observo una bajada significativa de
la expresion de este gen en todos los cultivos con respecto al control;
destacando que el silenciamiento de EGFR logrado en el cultivo con mayor
nivel de amplificacion de EGFR fue menor que en el resto de cultivos,
aunque también significativo (hay que tener en cuenta que este cultivo
presentaba la variante mutada EGFRvIIl). En U118 y HC-444 fue de
1,4+0,03, p=0,005 y 0,01+0,1 p=0,01; y en los cultivos HC-534 Y HC-466
fue de 0,5+0,01 p=0,001 y 0,4+0,0 p=0,01 respectivamente.

Andlisis de la expresion de ZEB1

Inhibicion de miR-200c: Los cultivos sin amplificacion de EGFR
(U118 y HC-444) mostraron una expresion de ZEB1 superior al control (1,8
y 3,1 respectivamente), mientras que los cultivos con amplificacion (HC-534
y HC-466) mostraron una baja expresion de ZEB1 (04 y 0,1
respectivamente). Los valores mas significativos con respecto a sus controles
fueron los de los cultivos HC-444 y HC-466 (3,1+0,08 p=0,03; 0+0,0
p=0,001 respectivamente).

Sobreexpresion del miR-200c: Todos los cultivos (U118, HC-444,
HC-534 y HC-466) mostraron una menor expresion de ZEB1 con respecto a
su control (0,6; 0,4; 0,1; O respectivamente), siendo mas significativa
estadisticamente la de los cultivos con amplificacion de EGFR, HC-534 Y
HC-466 (0,01+0,06 p=0,04; 0+0,0 p=0,00 respectivamente).

Silenciamiento de EGFR: Los cultivos sin amplificacion (U118 y
HC-444) presentaron una baja expresion de ZEB1 (0,4 y 0,1+0,01 p=0,001
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respectivamente), mientras que los cultivos con amplificaciéon (HC-535 vy
HC-466) presentaron una expresion ligeramente inferior y superior al control
(0,95 y 7,7+0,03 p=0,04 respectivamente) (hay que tener en cuenta que el
HC-466 presentaba el EGFRvIII).

Analisis de la expresién de CDH1

La expresibn de CDH1 no fue detectada en niguna de las
situaciones del estudio de transfeccion.

Tabla 49. Expresion de EGFR y ZEBL1 en los cultivos estudiados en las
diferentes situaciones de trasfeccion.

U118 EGFR ZEB1
Normal 1 1
Inibicion miR- 200c 138 181

Sobreexpresion miR-200c 9,2 0,5

Silenciamiento EGFR 0,1 0,4
HC-444 EGFR ZEB1
Normal 1 1
Inibicién miR- 200c 146 3
Sobreexpresion miR-200c 1,96 0,4
Silenciamiento EGFR 0,01 0,05
HC-534 EGFR ZEB1
Normal 1 1
Inibicién miR- 200c 0,21 0,37
Sobreexpresion miR-200c 0,13 0,09
Silenciamiento EGFR 0,14 0,95
HC-466 EGFR ZEB1
Normal 1 1
Inibiciéon miR- 200c 0 0,09
Sobreexpresion miR-200c 0 0
Silenciamiento EGFR 0,4 7,7
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Haciendo un resumen de estos resultados podemos validar que el
miR-200c modula la expresion de ZEB1 cuando este miRNA se encuentra
sobreexpresado. En este caso fue evidente el bloqueo automaético de la
expresion del ZEB1 en todos los cultivos estudiados. Sin embargo, cuando
en los cultivos se inhibié el miR-200c, sdlo se observé un aumento de la
expresion de ZEBL1 en los cultivos sin amplificacion.

Por otra parte, y en cuanto a la expresion de EGFR, en situacion de
inhibicién del miR-200c, se observo un aumento en la expresion de EGFR
solo en los cultivos sin amplificacion.

Independientemente de las situaciones anteriores el silenciamiento
de EGFR provocé una disminucion de la expresion de EGFR en todos los
cultivos, con una reduccion casi total en los cultivos sin amplificacion del
gen. Asi mismo, el silenciamiento de EGFR provocé una disminucion de la
expresion de ZEBL1 en todos los cultivos con diferentes niveles, a excepcién
del cultivo HC-466 con alto nivel de amplificacién, que a su vez se
corresponde con el mutante EGFRVIIL.

4.5.3.3 Estudio de la expresion de proteinas en cultivos transfectados

Mediante los estudios de western blot se estudiaron la expresién de
las proteinas EGFR, CDH1 (E-caderina), y ZEBL1 en los diferentes cultivos
celulares en situacion normal y transfectadas (Figura 44).

Los resultados de la determinacion de la proteina EGFR en los
cultivos celulares sometidos a las distintas situaciones de transfeccion y
silenciamiento de EGFR mostraron una homogeneidad en la respuesta al
silenciamiento de EGFR, con valores de 0 o proximos a 0. Ante la
sobreexpresion de miR-200c, los cultivos HC-444, HC-534, HC-466,
respondieron con una reduccién clara en la produccién de la proteina, no asi
la linea U118, que mostré un aumento claro de EGFR. Igualmente, la
inhibicion de miR-200c, provocd una respuesta heterogénea, con discretas
disminuciones con respecto al control en la linea U118, el cultivo HC-534 y
HC-466; frente a un discreto aumento en el cultivo HC-444,

Solo se observd una respuesta homogénea en los cultivos con
amplificacién de EGFR, en los cuales la transfeccién provoco, en ambas
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situaciones (inhibicion y sobreexpresién de miR-200c) una reduccion en la
sintesis de EGFR (Tabla 50).

Tabla 50. Expresion de la proteina EGFR en las diferentes situaciones

EGFR Control Inh.miR-200c Sobr. miR-200c Sil. EGFR

U-118 0.29 0.22 1.36 0.03
HC-444 0.23 0.75 0.24 0.01
HC-534 0.37 0.21 0 0
HC-466 1.15 0 0 0

La determinacion de la proteina ZEB1 mostré valores de
expresion bajos en los controles de las lineas celulares U-118, HC-444 y
HC-466. Hubo una pérdida de expresién en la situacion de inhibicién de
miR-200c (U-118, HC-444, HC-466) y en situacion de silenciamiento
(U-118, HC-534 y HC-466. Y no hubo expresién en ninguno de los cuatro
cultivos en situacion de sobreexpresién del miR-200c (Tabla 51).

Tabla 51. Expresion de la proteina ZEB1 en las diferentes situaciones

ZEB1 Control Inh.miR-200c Sobr. miR-200c Sil. EGFR

U-118 0.27 0 0 0
HC-444 0.04 0.08 0 0.02
HC-534 0 0 0 0
HC-466 0.09 0 0 0

La determinacion de la proteina CDH1 no mostrd expresion para
ninguno de los cultivos estudiados.
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Figura 44. Expresion de proteinas en los cultivos U-118, HC-444, HC-534 y
HC-466. A la derecha las bandas de proteinas en la membrana de western blot.

A la izquierda los graficos que representan la cuantificacion de las mismas

utilizando como proteina control la B-actina para el célculo del ratio de

expresion.
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4.5.4 Estudio de la migracion celular en las diferentes situaciones de
transfeccion

El estudio de la migracion celular se realiz6 sobre los cultivos U118,
HC-444, HC-534 y HC-466. ElI U118 y el HC-444, sin amplificacion de
EGFR; el HC-534, con nivel bajo de amplificacion; y el HC-466, con alta
amplificacién de EGFR. Este estudio se realizo en las siguientes situaciones:
control, inhibicion de miR-200c, sobreexpresion de miR-200c, Yy
silenciamiento de EGFR.

Previamente realizamos un estudio de viabilidad celular mas sensible
al utilizado anteriormente para poder llevar a cabo este proceso.

4.5.4.1 Estudio de Viabilidad celular

En cada uno de los modelos de transfeccion estudiados, en los
diferentes cultivos celulares (situacion control, situacion inhibicién del miR-
200c, situacion de sobreexpresion del miR-200c y situacion de
silenciamiento de EGFR), se realiz6 el ensayo de viabilidad celular midiendo
la produccion de ATP de las células vivas a las 0, 24, 48 y 72 horas, tal y
como muestra la figura 45.

En los cuatro cultivos utilizados el control presentd una viabilidad
superior hasta aproximadamente las 48 horas al resto de situaciones
transfectadas. Esto fue muy evidente en la linea celular U118, que persistio
durante todo el tiempo de estudio, y poco evidente en el cultivo HC-466.

La situacion de inhibicion de miR-200c fue en la que se obtuvo
menor viabilidad celular en todos los cultivos hasta las 24 horas; a partir de
ese momento el comportamiento celular fue heterogéneo. En la situacion de
sobreexpresion de miR-200c la viabilidad celular fue mayor en todos los
cultivos hasta aproximadamente las 30 horas, pero luego empez6 a
descender, a excepcion del cultivo HC-466, que se mantuvo muy proximo a
los niveles de la situacién control. En situacion de silenciamiento de EGFR,
la viabilidad celular es la que se mantuvo mas cercana a la situacion control,
especialmente en los cultivos con amplificacion de EGFR, observandose
diferente en la linea celular U118, donde persistié bastante por debajo de la
situacion control.
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Figura 45. Estudio de viabilidad celular por luminiscencia, medida por la
produccién de ATP de cada célula.
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4.5.4.2 Estudio de la migracion celular

Para el estudio de la migracion celular, utilizamos el “CytoSelect
TM Wound Healing Assay Kit basado en un cultivo en monocapa de células
confluentes que se mueven hacia una “brecha” o “herida”. La eliminacién
del inserto y estudio secuencial del crecimiento define la capacidad
migratoria de las células.

El analisis se efectud sobre las imagenes obtenidas secuencialmente,
mediante un estudio automatico, con revision manual utilizando el programa
de morfometria Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics), que permitié medir
el area que queda libre después de la migracion de las células y restarla al
area inicial, para obtener el area ocupada por las células que migran. Los
valores se expresaron en porcentajes del area ocupada por las células (Figura
46).
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Figura 46. Andlisis de las imagenes de migracion celular de la linea U118,
mediante el programa de morfometria Image Pro Plus 6.0.

Resultados entre las 0-3 horas

En el modelo celular de migracion se observo que entre las 0y 3
horas no era posible aun detectar actividad migratoria de las células, con
excepcion de los cultivos controles HC-466 y U118 que presentaron un
estadio inicial de migracion celular. En el cultivo H-466 cuando se silencio
EGFR era posible cuantificar a las 3 horas una migracion que era
ligeramente superior al control (Figuras 47).
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Resultados a las 6 horas

Los cultivos iniciaron una actividad migratoria cuantificable en tres
de ellos. Asi, U118 ocup0 el 5,4% del area, HC-444 ocupd el 2% del éarea, y
HC-466 el 3,6% del area total. El cultivo HC-534 se mantuvo estable. Los
resultados en las tres situaciones analizadas fueron las siguientes:
Inhibicién de miR-200c. Se produjo una respuesta heterogénea en los
diferentes cultivos. Se observd un aumento en la migracién celular en los
cultivos HC-444 y HC-534 con valores del 3% y del 1,8% respectivamente.
Frente a ellos, la linea U118 y el cultivo HC-466 presentaron una migracion
menor que se evidencid de forma clara con valores respectivos de 1,1% vy
0%.
Sobreexpresién de miR-200c. Provoco una respuesta homogénea en todos
los cultivos celulares estudiados, produciéndose una menor migracion con
valores del 0,1% en la linea U118, 1,3% en el cultivo HC-444, 0% en el
cultivo HC-534 y 2% en el cultivo HC-466.
Silenciamiento de EGFR. Provoc6 una menor migracién celular en U118
(2% del &rea), HC-444 (1,8 % del area) y en HC-466 (2,1% del area). Se
observéd un discreto aumento migratorio en el cultivo HC-534 con un area
ocupada del 0,4%.

Estos resultados se observan en la tabla 52 y en la figura 47.

Tabla 52. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos
celulares a las seis horas. Color azul, aumento de migracién, color rojo,
menor migracion, y color negro, igual migracion.

Cultivos Control Inhibicion  Sobreexpresion  Silenciamiento
(6 horas) miR-200c de miR-200c de EGFR
U118 5,4% 1,1% 0,1% 2%
HC-444 2% 3% 1,3% 1,8%
HC-534 0% 1,8% 0% 0,4%
HC-466 3,6% 0% 2% 2,1%

Resultados a las 18 horas
El andlisis de los cultivos mostré una importante actividad
migratoria en U118 y HC-444 con valores del 19,9% y 31,4%
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respectivamente. En los cultivos HC-534 y HC-466 esta actividad fue
claramente menor, con valores respectivos del 2% vy 3,3%.
Inhibicion del miR-200c. Se produjo una activacion en la migracion de las
células en los cultivos U118 (24,9%), HC-444 (46%) y HC-534 (11,3%),
destacando una disminucion de la actividad migratoria en el cultivo HC-466
(1,2%,) siendo esta respuesta en relacion con su control discordante al resto
de las anteriores.
Sobreexpresién de miR-200c. Se produjo una respuesta homogénea en los
cuatro cultivos estudiados, provocando una inhibicion de su actividad
migratoria. Asi tanto en U118 (0,6%), HC-444 (1,7%), HC-534 (1,1%) y
HC-466 (2,9%), se observo una disminucion del area ocupada en relacion
con el valor del &rea control en este periodo.
Silenciamiento de EGFR. Se provocO una respuesta heterogénea en la
migracion celular. Asi en la linea U118, HC-444 y HC-534, se observo una
disminucion de la migracion celular con valores respectivos del 3.9%, 13,8%
y del 0,8%; mientras que en el cultivo HC-466 se observé un incremento en
la migracion celular.

Estos resultados se observan en la tabla 53 y en la figura 47.

Tabla 53. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos
celulares a las 18 horas. Color azul, aumento de migracion, color rojo, menor
migracion, y color negro, igual migracion.

Cultivos Control Inhibicion  Sobreexpresion  Silenciamiento
(18 horas) miR-200c de miR-200c de EGFR
U118 19,9% 24,9% 0,6% 3,9%

HC-444 31,4% 46% 1,7% 13,8%
HC-534 2% 11,3% 1,1% 0,8%
HC-466 3,6% 1,2% 2,9% 12,7%

Resultados a las 24 horas
El analisis de los cultivos celulares mostraron un claro incremento
del é&rea ocupada en todos los cultivos, con valores que definen una
variabilidad en la capacidad migratoria, aunque la migracion se produce en
todos ellos de forma continua.
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Inhibicion de miR-200c. Se produjo una respuesta homogénea en tres de los
cultivos, produciendo un incremento en la actividad migratoria en U118
(32,1%), en HC-444 (92,4%) y en HC-466 (5,9%). En el caso de HC-534 la
migracion aparecio estable con un valor de 8,2%, produciéndose una minima
disminucion de la migracion con respecto a su control.
Sobreexpresién de miR-200c. Se produjo una clara inhibicion de la
migracion celular en la linea U118 (2,1%), en el cultivo HC-444 (42,6%) y
en HC-534 (1,2%). La respuesta del cultivo HC-466 a las 24 horas fue
heterogenea, produciéndose una activacion de la migracion celular con
valores de 12,5%, superiores al control.
Silenciamiento de EGFR. Se observ6 una respuesta heterogénea; a las 24
horas, la linea U118 ocupd un area de un 12,7%, el cultivo HC-444 el
72,4%, y HC-534 con el 4,1%, mostrando una inhibicién de su actividad
migratoria. Frente a ellas el cultivo HC-466 presentd aumento en la actividad
migratoria con valores del 15,1%.

Estos resultados se observan en la Tabla 54 y en las Figura 47.

Tabla 54. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos
celulares a las 24 horas. Color azul, aumento de migracion, color rojo, menor
migracion, y color negro, igual migracion.

Cultivos Control Inhibicién  Sobreexpresion  Silenciamiento
(24 horas) miR-200c de miR-200c de EGFR
U118 31,2 % 32,1% 2,1% 12,7%

HC-444 89,5% 92,4% 42,6% 72,4%
HC-534 8,6% 8,2% 1,2% 4,1%
HC-466 4,6% 5,9% 12,5% 15,1%

Si realizamos el analisis de la migracién celular de los cultivos en
funcion de las tres situaciones planteadas y teniendo en cuenta el estado de
amplificacion de cada uno de los cultivos, se obtienen los siguientes
resultados:

Cultivos con inhibicion de miR-200c

Los cultivos HC-444 y U118 (cultivos sin amplificacion de EGFR)
mostraron un aumento de la migracion celular progresiva en el tiempo con
respecto a su control. El cultivo HC-534 (baja amplificacion) mostrd un
aumento de la migracion con respecto a su control a partir de las 18 horas y
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permanecié estable a las 24 horas. El cultivo HC-466 (alta amplificacion)
mostré un comportamiento diferente en la migracion, siendo a las 6 y 18
horas inferior a su control (Tabla 55).

Tabla 55. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos con
inhibicion de miR-200c. Color azul, aumento de migracién; color rojo, menor
migracion; Color blanco, igual migracién. N-amp, no amplificacion de EGFR.
L-amp, baja amplificacion de EGFR, H-amp, alta amplificacion de EGFR.
Inhibicion

miR-200c 6h 18h 24h

U118 N-amp
HC-444  N-amp
HC-534 L-amp
HC-466  H-amp

Cultivos con sobreexpresion de miR- 200c

En todos los cultivos celulares estudiados con sobreexpresion de
miR-200c, se detectd una menor migracion celular con respecto al cultivo
control, con excepcion del cultivo HC-466 que mostr6 un aumento de la
capacidad de migracion a las 24 horas con respecto al control. Los cultivos
sin amplificacion de EGFR (U118 y HC-444) mostraron una homogénea
disminuncion de la migracion de sus células (Tabla 56).

Tabla 56. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos con
sobreexpresion de miR-200c. Color azul, aumento de migracion; color rojo,
menor migracion; Color blanco, igual migracién. N-amp, no amplificacién
de EGFR. L-amp, baja amplificacién de EGFR, H-amp, alta amplificacion
de EGFR.

Sobreexpresion

de miR-200c 6h 18h 24h

U118 N-amp
HC-444 N-amp
HC-534 L-amp
HC-466 H-amp
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Cultivos con silenciamiento de la expresion de EGFR

Los cultivos HC-444 y U118 (cultivos sin amplificacion de EGFR)
presentaron una menor migracion que sus controles. El cultivo H-534 (baja
amplificacion de EGFR) a partir de las 18 horas presenté una menor
migracion que su control. En el cultivo HC-466 (alta amplificacion de
EGFR) se observo hasta las 6 horas una menor migraciéon celular con
respecto a su control, que aument6 a partir de las 18 horas del estudio (Tabla
57).

Tabla 57. Area de migracion en porcentajes de los diferentes cultivos con
silenciamiento de EGFR. Color azul, aumento de migracion; color rojo, menor
migracion; Color blanco, igual migracién. N-amp, no amplificacion de EGFR. L-
amp, baja amplificacién de EGFR, H-amp, alta amplificacion de EGFR.

Silenciamiento
de EGFR 6h 18h 24h

U118 N-amp

HC-444  N-amp | |
HC-534 L-amp |
HC-466 H-amp |

Analizando la migracion de los cuatro cultivos resaltariamos los
siguientes resultados:
-En la linea celular U118, que no presenta amplificacion de EGFR,

obtuvimos aumento de la migracién celular cuando se inhibié el miR-200c, y
disminucion de la migracion cuando se produjo sobreexpresion del miR-
200c y cuando hubo silenciamiento de EGFR (Figura 47).

- En el cultivo primario HC-444, que no presentaba amplificacion de
EGFR, el comportamiento fue muy similar a la de la linea celular U118
(Figura 47 y 48).

-En el cultivo primario HC-534, con baja amplificacion de EGFR, el
comportamiento fue ligeramente diferente pero con mayor similitud al
comportamiento migratorio del los cultivos sin amplificacion de EGFR
(Figura 47).

-En el cultivo primario HC-466, con alta amplificacion de EGFR, el
comportamiento fue mas heterogéneo, con tendencia a aumentar el area de
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migracion a partir de las 24 horas, y en las tres situaciones estudiadas.

(Figura 47).
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El analisis de los efectos sobre la migracion celular en los diferentes
cultivos, al provocar cambios en miR-200c y con el silenciamiento de
EGFR, permitié destacar que la sobreexpresion de miR-200c provocd una
respuesta inhibidora homogénea en la migracion celular, que se observa en
los cultivos celulares a las 3, 6, 18 y 24 horas (figura 48) a excepcion del
cultivo HC-466, el cual es un cultivo que muestra amplificacion de EGFR y
presencia de la variante mutante EGFRvIII, la cual a las 24 horas no
responde a la ribointerferencia de miR-200c.

En la inhibicién del miR-200c el aumento en la migracion se produjo
en tiempos distintos segun los cultivos: El HC-444 y el HC-534 desde las
seis horas, el U118 desde las 18 horas, y el HC-466 a partir de las 24 horas.

En el silenciamiento de EGFR la disminucion en la migracion fue
heterogénea en los diferentes cultivos celulares; la disminucion de la
migracion se observé en el U118 y el HC-444 desde las seis horas, en el HC-
534 desde las 18 horas y en el HC-466 tuvo un comportamiento variable en
los distintos tiempos.

En cuanto a la relacién con la amplificacion de EGFR los cultivos
sin amplificacion de EGFR respondieron homogéneamente, tanto a la
sobreexpresion de miR-200c, como al silenciamiento de EGFR,
produciéndose una inhibicién de la migracion.

Los cultivos con amplificacion de EGFR respondieron
homogéneamente a la sobreexpresion de EGFR hasta las 18 horas del
cultivo; a la inhibicion del miR-200c respondieron escalonados en el tiempo;
y no respondieron o lo hicieron de forma heterogénea al silenciamiento de
EGFR en particular el cultivo HC-466.
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5.1 Caracterizacién clinica, histopatogica e inmunohistoquimica

El glioblastoma, es la neoplasia primaria del SNC mas importante en
adultos, por su frecuencia y agresividad. Su localizacion en el SNC, su alta
capacidad invasiva y destructiva, y su presentacién clinica, hacen de este una
enfermedad neoplésica altamente invalidante y de evolucion fatal, en la que
las distintas acciones terapéuticas se han mostrado ineficaces hasta el
momento. EI GB muestra, dentro de los procesos neoplasicos, un
comportamiento paradigmatico en los procesos de infiltracion, como
inductor de angiogénesis y de otros procesos oncogénicos, que lo han
convertido en una diana de estudio y analisis de respuesta a distintos
métodos terapéuticos. En este trabajo presentamos un estudio analitico de 46
casos de GB primarios, IDH no mutado, en pacientes adultos.

Aunque el tumor puede presentarse a cualquier edad, es caracteristico
de edades adultas, entre la quinta y sexta década de vida. La presencia en la
edad adulta tardia ha sido relacionada con la acumulacion de lesiones
genéticas que desemboquen en la formacion del tumor. La edad de los
pacientes se presenta como un factor pronostico independiente vy
significativo relacionado con la evolucion y la supervivencia %%, En
nuestro estudio, la edad al momento de diagnostico se presentd en la quinta
y la sexta década de vida en el 69% de los casos.

En cuanto al sexo de los pacientes, se presenta preferentemente en
hombres. Las diferentes series analizadas muestran un 60 % de casos en
varones frente a un 40% en mujeres **!. En los casos de este trabajo también
se detectd la prevalencia de hombres sobre mujeres, algo mayor que el
publicado en la literatura.

El estado y discapacidad funcional del paciente fue evaluado mediante

el IK. Este indicador clinico asociado con factores prondsticos, es una
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variable predictiva robusta independiente de la edad del paciente *** *°, Los
resultados de nuestra serie de pacientes, presentaron un IK de 70 o menor, en
mas del 50% de ellos, y fue un factor estadisticamente significativo, entre los
grupos de EGFR.

El sintoma inicial, fue la HTIC, en mas del 50% de los pacientes,
seguido de los déficits neurol6gicos. La duracién del sintoma inicial no
mostro variacion con los datos publicados ***'%.

El tamafio del tumor ha sido propuesto por diferentes autores como un
factor prondstico *** ', En nuestros casos, el tamafio del tumor fue mayor
en los casos que presentaban amplificacion de EGFR.

Respecto a la localizacion, los GBs, muestran preferencia
supratentorial, con una incidencia similar en ambos hemisferios cerebrales.
Los trabajos publicados evidencian que los 16bulos frontales seguidos de los
I6bulos temporales, y parietales son las localizaciones mas frecuente % %,
En este estudio las localizaciones fueron coherentes con los distintos
registros, no obstante, predomind la localizacion temporo-parietal. Fue
minoritaria la localizacion en el 16bulo occipital y excepcionalmente en el
cuerpo calloso.

En referencia al tratamiento, el GB muchas veces muestra elevada
resistencia a los diferentes regimenes terapéuticos. Los tres tipos de
tratamiento (cirugia, radioterapia y quimioterapia) usados cominmente en el
tratamiento de otras neoplasias, también son utilizados como estrategias
terapéuticas del GB . La naturaleza difusa e infiltrante junto a las
localizaciones anatémicas con areas criticas y vitales impiden alcanzar
resecciones completas *°. Todos los pacientes analizados fueron sometidos a
resecciones quirdrgicas en las que se extirpo el tumor, y posteriormente se

aplico quimioterapia o radioterapia, 0 una combinacion de ambas.
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Los pacientes con GB presentan una perspectiva de supervivencia corta
que muchas veces no sobrepasa los 12 meses desde su diagndstico 2%,
Algunos estudios publicados mostraron que el 3-5% de los pacientes
sobrevivieron durante mas de 3 afios y se conocen como supervivientes a
largo plazo ***°. Los factores clinicos y moleculares que contribuyen a este

221 De los casos estudiados en nuestro

hecho son todavia desconocidos
trabajo, el tiempo medio de supervivencia fue menor de 12 meses, aungue
fue mayor de 12 meses en aproximadamente un tercio de los casos. En tres
pacientes se alcanz6 una supervivencia mayor de 30 meses. Las
caracteristicas de este trabajo no permite establecer criterios comparativos
con estudios reglados (ensayos clinicos) orientados a determinar factores

terapéuticos asociados a la supervivencia.

El GB es considerado por la OMS como una neoplasia glial astrocitica
con el mayor grado de agresividad (grado 1V) ****!, Es una neoplasia con
una gran heterogeneidad tanto intratumoral como intertumoral, que viene
definida por la variabilidad de sus poblaciones celulares, con diferentes
patrones morfolégicos de diferenciacién y anaplasia. La clasificacién de la
OMS del 2007 recoge una division clasica de los GB en primarios o “de
novo”, en pacientes sin antecedentes clinicos de neoformacion glial
astrocitaria y los glioblastomas secundarios, en pacientes con diagndstico
previo de tumor glial astrocitario. Esta division es recogida en esta
clasificacion con una propuesta de perfil genético ligando el GB primario a
la amplificacién de EGFR y el GB secundario a la mutacion en TP53. La
deteccion de mutaciones en IDH como una caracteristica de los astrocitomas
que permite establecer diagndstico diferencial con el oligodendroglioma, se
mostré como criterio diferencial en los GB, para establecer criterios de

diferenciacion entre los GB primarios, IDH no mutado y los GB secundarios
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IDH mutado. Esta division es recogida en la clasificacién de la OMS de
2016 **. En nuestro trabajo todos los casos estudiados fuero GB primarios

clinicamente, IDH no mutado.

Diferentes trabajos han centrado la atencidn sobre el patrén morfoldgico
de las células neoplasicas con distintas denominaciones " %% 302 307 pFp
nuestro estudio, en mas del 50% de los tumores estudiados la poblacion
predominante mantenia el patrén astrocitario. Todos los casos de GB
analizados mostraron una angiogénesis displasica con un crecimiento
anomalo de los vasos, formando patrones pseudoglomerulares. Junto a esta,
la necrosis, en &reas extensas o en pequefios focos de necrosis con
organizacion de las células en pseudoempalizadas, apareciendo relacionados
con frecuencia con vasos sanguineos trombosados. Estas caracteristicas son
considerados criterios diagnosticos necesarios del GB %%,

El GB es una neoplasia con caracteristicas infiltrantes siendo uno de
los criterios de agresividad mas importantes. Se reconocen diferentes
patrones de infiltracién, que diferencian la agresividad en esta neoplasia, y la
dificultad en los planteamientos de reseccion quirtrgica *’. Desde el punto de
vista neuropatoldgico, este tumor puede presentarse con un patron de
infiltracion nodular 'y difuso®®. El patron nodular, definido
radiol6gicamente por sus limites definidos, e histopatoldgicamente por la
definicion de un limite del tumor con alta densidad celular frente al tejido
nervioso. El patron difuso viene caracterizado por la no delimitacion en la
imagen radioldgica del tumor, e histopatologicamente por un patron sin
limites definidos del mismo *. En nuestros casos, en los que fue posible
observar el patron de infiltracion, un poco mas del doble de casos fue difuso,

y se asocio con los casos que presentaban amplificacion de EGFR.
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El estudio inmunohistoquimico realizado se orientd hacia la
caracterizacién diagndstica del GB, el indice proliferativo, y el estudio de la
expresion de EGFR y p53.

La expresion de GFAP, fue positiva en el citoplasma de las células
neoplésicas en todos los tumores estudiados, confirmando su diferenciacion,
preferentemente astrocitaria, dato ampliamente referido en la bibliografia ®
141,28 por otra parte, la expresion positiva en los endotelios de CD34, se
utiliz6 como un marcador descriptivo de la hiperplasia vascular, el caréacter
displasico y los patrones pseudoglomerulares de su crecimiento %,

El Ki67, es el marcador de proliferacion mas ampliamente utilizado para
medir el indice de proliferacion y para poder tener una estimaciéon del
crecimiento cuantitativo de una neoplasia, hasta el punto de actuar con
frecuencia como una variable pronéstica *** 2%, En glioblastomas, los indices
de Ki-67 son elevados, oscilando entre el 15-20% *. En nuestros casos este
indice fue heterogéneo, pero fue mayor de manera estadisticamente
significativa en el grupo H-amp, hecho que indicaria mayor agresividad en
los casos de este grupo.

La expresion de p53 fue muy heterogénea tanto entre tumores como en
diferentes areas del propio tumor, comportamiento similar al descrito en la
bibliografia *****, Y con respecto a la expresion inmunohistoquimica de
EGFR, se observé estadisticamente significativa con respecto a la

amplificacion del gen, hecho que detallaremos mas ampliamente.

5.2 Caracterizacion genética. Amplificacion de EGFR y vias de
sefializacion
El glioblastoma presenta un patron altamente heterogéneo tanto a nivel

histopatoldgico como genético, siendo la amplificacion de EGFR la
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alteracion mas frecuentemente implicada, que se detecta entre el 40-70% de
los casos estudiados, principalmente en los llamados GB primarios'®”?*,

El FISH es una metodologia que utiliza sondas de DNA para detectar o
confirmar anomalias génicas o cromosdémicas que generalmente estan mas
alld de la capacidad de resolucién de la citogenética de rutina. Con esta
metodologia es posible conocer el estado de amplificacién de EGFR en los
tumores. En el caso del GB las secuencias amplificadas se han encontrado
localizadas en dmin, aunque por FISH hay pocos trabajos realizados sobre
metafases **"; sin embargo, estudios de FISH en ncleos interfasicos son mas
frecuentes, observandose una considerable heterogeneidad en el nimero de
copias de EGFR %, Estudios realizados simultaneamente en metafases y
en nucleos de GB han demostrado que, segun el nimero de copias Yy el tipo
de amplificacion, se presentan casos con un alto nivel de amplificacion en
forma de dmin y casos con bajo nivel de amplificacion en forma de
inserciones cromosomicas en el cromosoma 7 *® ¥ considerandose el grupo
de baja amplificacion como un paso previo en la aparicion de esta alteracion
molecular **".

En este contexto, los tumores de este estudio han sido agrupados segun
el estatus de amplificaciéon de EGFR en tres subgrupos: GB altamente
amplificado (H-amp), GB con baja amplificaciéon (L-amp) y GB no
amplificado (N-amp). Destacan como criterios diferenciales: el nivel de
amplificaciéon, el mecanismo de amplificacion (dmin versus insercion
génica) y la distinta frecuencia de afectacion de las poblaciones celulares.

Los resultados obtenidos por FISH fueron parcialmente validados por
PCR diferencial. Los resultados obtenidos por esta técnica revelaron
amplificacién de EGFR sdélo en los casos correspondientes a los casos del
grupo H-amp, identificado por FISH. Un caso de este grupo fue detectado

como no amplificado por PCR, dado que present6 una amplificacién con un
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alto nimero de copias, pero s6lo en un bajo porcentaje de las células
analizadas. Estos resultados son similares a otros estudios donde se
comprobd que técnicas como la PCR diferencial o SNPs arrays, son técnicas
gue tienen menos probabilidad de detectar niveles de amplificacion presentes
en pequerias poblaciones celulares tumorales *¥"2%,

La amplificacion de EGFR se ha observado asociada con el aumento en
el nimero de copias del cromosoma 7. Sin embargo, se ha identificado tanto
en GB con amplificacién de EGFR como en GB sin amplificacion, por lo
que esta anomalia cromosOmica se consideraria un evento inicial en la
tumorogénesis del glioblastoma 2" 2 #°_ Todos nuestros casos presentaron
trisomias o polisomias del cromosoma 7.

Existe una relacion muy directa entre la amplificacién del EGFR por
FISH y la sobreexpresion de la proteina por inmunohistoquimica. De manera
general, todas las publicaciones han identificado el FISH y Ila
inmunohistoquimicas como dos técnicas compatibles para reconocer el
estado de amplificacion de EGFR en GB *® 2%, En nuestro estudio los casos
correspondientes al grupo H-amp también presentaron sobreexpresion de la
proteina (considerando como sobreexpresion los niveles 2/3 de
inmunohistoquimica); los casos del grupo L-amp presentaron expresion
variable de la proteina, lo que podria indicar que en este grupo hay casos que
se sitlan mé&s cercanos a los del grupo H-amp y otros més cercanos a los del
grupo N-amp. En el grupo N-amp, todos los casos, excepto tres, no
presentaron sobreexpresion de la proteina, resultado que sigue la linea de

otros estudios 198, 255, 294.

Diferentes estudios genéticos en el GB, han modificado el enfoque, de
“GB primario” ligado a la amplificacion de EGFR y “GB secundario” ligado

a mutaciones en TP53. Un enfoque basado en datos aportados por los
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analisis genomicos integrados realizados por el “Cancer Genome Atlas
Research Network™ ha planteado la consideracion de cuatro subtipos de GB:
“Proneural”, “Neural”, “Clasico” y “Mesenquimal” *"*#°%! En este
enfoque, el “GB clasico” muestra las alteraciones de EGFR (amplificacion y
mutaciones) como caracteristica diferencial. Pero esta alteracién, también se
observa de forma importante en los otros subgrupos de GB, reafirmandose

las alteraciones en EGFR como la més frecuente en estos tumores.

Ademés de las alteraciones del EGFR en el GB, muchas méas
alteraciones genéticas se han detectado en este tumor lo que denota una gran
heterogeneidad en las poblaciones celulares que lo compone. Los métodos
convencionales de estudios de genes como puede ser el FISH, PCR, CGH,
son técnicas de estudio en las neoplasias que presentan como inconvenientes
el alto coste y muchas veces la preparacion especial del tejido. Ademas estas
técnicas no detectan algunas alteraciones como por ejemplo mutaciones de
las regiones no codificantes ®°®. Por otra parte, otras técnicas como las
distintas tecnologias de secuenciacion masiva de nueva generacion, que son
capaces de realizar muchas operaciones de secuenciacion, estan aportando
una gran cantidad de datos, pero alin requieren una gran inversion 2, Frente
a este escenario, la MLPA permite hacer un cribado de una alta cantidad de
secuencias genomicas definidas, para amplificaciones, deleciones y
metilacion de promotores en un solo paso, siendo un método de bajo coste y
ﬁable 28,136,201,269, 303.

El gen EGFR fue el més importante a evaluar dentro de los genes de
este estudio mediante MLPA. Con esta metodologia se pudo constatar la
presencia de alta amplificacion del gen en todos los casos del grupo H-amp,
con excepcidén del caso 20 que pudo observarse alta amplificacién solo en el

exon 2, y una baja amplificacidn en el resto de exones. Este caso es el que
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presentaba por FISH, alta amplificacién del gen, pero en una poblacion
celular muy minoritaria. Mediante el estudio con MLPA no se pudieron
diferenciar los grupos L-amp y N-amp, debido a que las trisomias y
polisomias del cromosoma 7, dan un aumento en el nimero de copias, y por
lo tanto no distinguible de los casos con baja amplificacion de EGFR.

Ademas de la amplificacion, también es frecuente encontrar
mutaciones, especialmente la variante EGFRvIII, que afecta generalmente
hasta el 67% de los GBs con EGFR amplificado #2927 En nuestro
estudio la presencia de esta variante se detectdé en la mitad de los casos,
todos ellas en el grupo con un alto grado de amplificacion de EGFR (grupo
H-amp).

Las alteraciones en forma de amplificacion de EGFR o mutacion del
gen se vinculan con la desregulacion de algunas de las vias de sefializacion
importantes relacionadas con este gen. Este hecho se asocia con un mal
prondstico, pues son vias de transduccion de sefiales que regulan la
proliferacion celular #"'?, Estas vias estan alteradas en el GB, especialmente
a nivel de genes como PTEN, CDKN2A, CDKN2B, MDM2, CDK4 y TP53
entre otros *’,

La via EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K presento alteracién en el 74% de
los casos (incluyendo el EGFR y el PTEN que son los dos genes estudiados
en esta via). Esta observacion es acorde a otros estudios que sefialan entre
50-88% 27242279280, 281 | a5 ganancias y pérdidas de dosis génicas en EGFR
y PTEN son eventos bien conocidos en los GBs y actualmente son objeto de
intervenciones terapéuticas ™, EI PTEN se localiza en el cromosoma 10q
y es uno de los genes asociados a la malignidad tumoral, su funcion es la
desfoforilacion de sustratos ™. En GBs interviene en la via PI3K-AKT-

mTOR bloqueando la sefial de PI3K, regulando la proliferacion celular. En
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los GBs primarios, el gen PTEN esta mutado en el 15%-40% de los tumores
279, 280. 297 'En nuestro estudio la delecion de PTEN se presenté en el 47% de
los casos en los grupos con amplificacion de EGFR, y solo en el 25% de los
casos sin amplificacion. Las alteraciones en este gen sumado a la
amplificacion de EGFR son indicadores de una evolucion desfavorable *°,

En la via TP53/MDM2/MDM4/p14ARF, donde se han estudiado los
genes TP53 y MDM2, se produjeron alteraciones en el 37% de los casos. La
incidencia publicada es mayor, oscila entre 68-87%, debido a que estos datos
incluyen todos los genes de la via 2" 22279 20. 27 En |os grupos H-amp y N-
amp la frecuencia de las alteraciones fue similar y superior a las presentadas
en el grupo L-amp, pero las alteraciones fueron diferentes segun el gen
implicado, estando mas afectado TP53 en el grupo N-amp, y MDM2 en el
grupo H-amp.

El gen TP53 se alterd o bien con perdida en el nimero de copias o con
mutacién. La mutacion de TP53 se ha observado en un porcentaje variable
de GBs, entre el 2-31% siendo mucho més frecuentes en GBs secundarios
que en primarios %' En cuanto al tipo de mutacién, es muy comin
encontrar sustituciones o transciciones (GC— AT). En nuestros casos, el 4%
presentd la mutacion, porcentaje bajo pero acorde, ya que todos nuestros
casos fueron GBs primarios. Las mutaciones fueron sustituciones como
timina por citosina o, al contrario. Este hecho coincide con los datos de la
bibliografia, donde se observa que estas mutaciones son las
predominantes®.

En el gen MDM2 se observaron deleciones parciales en heterocigosis y
homocigosis y amplificaciones, concentrdndose en el grupo H-amp, lo que
resulto ser estadisticamente significativo en relacion a la supervivencia, ya
que ese grupo mostré los datos mas bajo de supervivivencia. Se ha

observado que la sobreexpresion de MDM2 con o sin amplificacion génica
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constituye un mecanismo molecular de escape de control de crecimiento
regulado por TP53, operativo en la evolucion de los glioblastomas primarios
que normalmente carecen de mutaciones de TP53 %1%,

Alteraciones en esta via conllevan a la supresion de la apoptosis,
interrupcién del ciclo celular, incapacidad de diferenciacion celular y
elevada inestabilidad gendémica por errores en la reparacion del DNA #°,

En la via pl6INK4a/CDK4/RB1, donde se han estudiado los genes
CDKN2A/ CDKN2B y CDK4, se observaron alteraciones en el 61% de los
casos, coincidiendo con las frecuencias publicadas %" 2% 27 2% En el grupo
H-amp esta via estaba afectada casi el doble que en los otros dos grupos; y
cuando estos dos genes se alteraron simultanamente, todos los casos
observados pertenecian al grupo H-amp.

Las alteraciones en los genes CDKN2A y CDKN2B localizados en el
cromosoma 9p16 son factores de riesgo para la gliomagénesis »**'". En otros
tumores cerebrales, estos genes se encuentran alterados de forma recurrente

I 3238 Sy inactivacion lleva a la

y asociados a la progresién tumora
desregulacion en la progresion del ciclo (por la inactivacion del punto de
control de la fase G1/S) posiblemente en conjuncién con la activacién de las
telomerasas. En nuestro estudio el gen CDKN2A y CDKN2B se encontrd
alterado en el 52% y en el 50% de los casos respectivamente, predominado
la delecion en homocigosis, siendo mas frecuente en los grupos con algln
tipo de amplificacion de EGFR.

La convergencia de amplificacion de EGFR y delecion en los genes
CDKN2A y CDKN2B, podria proporcionar una explicacién cooperativa de
mayor agresividad. Esta confluencia se observa en aproximadamente el 20%
de los GBs'?. En nuestros casos esta simultaneidad de alteraciones se
observé en un porcentaje mayor, alrededor del 38% de los casos. Se observo

gue en los casos donde convergian ambas alteraciones, fue donde se observo
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mas presencia de casos con patrén infiltrativo de tipo difuso. Este patrén
tendria un mayor problema para la reseccion quirargica y por lo tanto estaria
relacionado con una mayor agresividad

La principal funcion de esta via es la de actuar como transductor de
sefiales regulando el ciclo celular y la transcripcion que media el avance en

la proliferacion celular ®.

La alteracién de una via molecular esta asociada significativamente con
una de las otras dos. Se ha observado que la desregulacion de dos vias es
critica en la patogénesis del GB, y se ha publicado que puede ocurrir en un
77% de los casos *¥. En nuestro estudio, y con los seis genes estudiados,
podemos observar que hay una alteracion en al menos dos vias en el 70% de
los casos y alteraciones de las tres vias en el 17% de los casos. Esta
discordancia con los datos mencionados en la bibliografia, estaria
relacionado por el sesgo provocado al analizar solo dos genes por via. Por
otra parte, las tres vias alteradas se encontraron fundamentalmente en el
grupo H-amp, no encontrandose ningun caso en el grupo N-amp, lo que
indicaria una mayor agresividad de los GBs con alto nivel de amplificacion
de EGFR.

El estudio con MLPA también nos ha permitido establecer perfiles
genéticos de los diferentes grupos, segun el estatus de amplificacion de
EGFR. A este respecto, los genes CDKN2A/2B, GSTP1 y CDHI,
relacionados con crecimiento, proliferacion celular, apoptosis, y migracion,
se presentaron alterados en al menos un 30% de los casos de los tres grupos,

lo que podria indicar una participacion temprana en el desarrollo del GB.
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Hay que destacar que CDKN2A/2B apareci6é con una frecuencia doble
en el grupo H-amp que, en los otros dos grupos, frecuencia estadisticamente
significativa.

Por otra parte, en los grupos con algin tipo de amplificacion se
observaron genes alterados como PTEN, SAMHD1, VHL, CREM, y LARGE
(Apéndice 1V), que no se presentaron con esta frecuencia en los casos del
grupo N-amp. Estos resultados podrian indicar perfiles genéticos distintos
entre los casos con amplificacion y sin amplificacién de EGFR, y una
implicacion diferente en la progresion tumoral. Ademas, los dos grupos con
amplificacion también presentaron genes distintos alterados con diferentes
frecuencias, como el MDM2 en el grupo H-amp, y el PAH en el grupo
L-amp, éste dltimo con una frecuencia de altercion estadisticamente
significativa. A su vez, en el grupo N-amp, el gen TP53, es el que aparecid
con mayor frecuencia; gen relacionado con los glioblastomas secundarios,
IDH mutado. Estos resultados indicarian, que los tres grupos podrian tener
implicaciones diferentes dentro de la biopatologia del glioblastoma (Tabla
58). Un analisis con técnicas genéticas de alto rendimiento podria precisar

esta hipdtesis.

Tabla 58. Genes implicados en los grupos del glioblastoma segun el nivel de

amplificacion de EGFR.

Comunes Diferenciales
PTEN
CDKN2A/28 SAMHD1 xe;‘fca
H-amp CHH1 s 0OCA2
GSTP1 CREM
LARGE
PTEN
CDKN2A/28B o1 PaK
L-amp CHH1 VHL BcL2
GSTP1 CREM
LARGE
CDKN2A/28B P53
N-am p CHH1

GSTP1
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Mediante la técnica de MLPA hemos podido conocer el estatus de
metilacién de los genes estudiados. Con respecto a este analisis, observamos
gue la hipermetilacion fue baja, siendo RASFF1 el gen mas hipermetilado en
los tres grupos de estudio, seguido del gen CASP8, mas hipermetilado en los
grupos L-amp y N-amp. ElI gen RASSF1 interviene en la reparacion del
DNA, la detencién del ciclo celular y se encuentra metilado en multiples
tipos tumorales * %, La metilacion de este gen se ha asociado con la
tumorogénesis en el GB >, El gen CASP8 desempefia un papel central en
el proceso de apoptosis celular. La hipermetilacion de la CASP8 pro-
apoptdtica es una caracteristica diferencial de las recaidas de los GBs y se
asocia con pacientes de corta supervivencia %%,

La elevada acumulacion de alteraciones y aberraciones en los casos
estudiados de glioblastoma, nos indica la elevada inestabilidad genémica de
este tumor. Algunos de los genes alterados detectados en este estudio son
aberraciones caracteristicas y recurrentes en la panoramica genémica del
GB, y hemos observado una mayor incidencia en el grupo con alta
amplificacion de EGFR. Su elevada frecuencia evidencia que los genes
contenidos son clave, y estan directamente relacionados e implicados en la

génesis, y progresion del GB ***.

5.3 Estudio de la expresion de miRNAs en GB

En la actualidad se viene desarrollando nuevas formas de intento de
clasificacion de tumores basada en técnicas para el estudio de los perfiles de
expresion génica mediante arrays. Algunos autores han utilizado estas
técnicas tanto para distinguir la expresion de genes entre glioblastomas y

astrocitomas de menor grado como para identificar subclases distintas de

G BS 158,183,194,213
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Dado que la alteracién en la expresion de los miRNASs parece ser una
caracteristica general del cancer, varios estudios han investigado si estan
diferencialmente expresados en los tumores del SNC. Se ha observado que el
30% de los miRNAs evaluados se hallan desregulados en dos 0 méas estudios
independientes; estos perfiles podrian ser Gtiles como biomarcadores %,
También es importante destacar que los perfiles de expresién de miRNAs
obtenidos por la TCGA #°2%%8 han permitido la identificacion de subgrupos
de GB segun su origen, lo que ha servido para apoyar clasificaciones
previas, pero a la vez han revelado heterogeneidad dentro de esas
clasificaciones %32,

En nuestro trabajo, hemos tratado de identificar perfiles de expresion de
miRNA que diferencien los tres grupos de glioblastomas segun el grado de
amplificacion de EGFR. De los 64 miRNAs identificados como
significativos, el 20% de ellos, se encontraron localizados en cromosomas
con gran inestabilidad genética en este tumor, como sonel 1,7, 9, 10y el 22,
hecho que podria estar relacionado con su desregulacién. De ellos se
identificaron como infraexpresados el 70%, y como sobreexpresados el
30%*°. Todos los miRNAs, a excepion de uno, identificados como mas
significativos entre los grupos de estudio se presentaron infraexpresados.
Hipotéticamente, un miRNA que es infrarregulado en el cancer y tiene como
diana un oncogén, podria actuar como supresor tumoral, mientras que una
sobrerregulacion de un miRNA que tenga como diana un supresor tumoral o

un gen importante para la diferenciacion, podria actuar como un oncogén *.
Dentro de las vias de sefializacion mas importantes relacionadas

con EGFR, los miRNAs identificados en nuestro estudio por orden de
significancia fueron: miR-200c, miR-129, miR-124, miR-128, miR-382,
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mMiR-383 y miR-219-2-3p. Todos ellos se presentaron infraexpresados y han
supuesto el 64% de los mMiRNAs estadisticamente significativos.

El miR-200c, pertenece a la familia miR-200 junto a otros cuatro
miembros: miR-200a, miR-200b, miR-429 y miR-141"". El analisis
funcional en diferentes bases de datos, utilizando el programa ‘“Pathway
studio”, muestra que este micro presenta una implicacién en diferentes
procesos celulares, asi como asociacion a vias de sefializacion dependientes
de EGFR. Mediante este programa bioinformatico, miR-200c tiene una
accion reguladora negativa sobre algunos de estos procesos y vias de
sefializacién como PI3K/AKT, MAPK /ERK1/2, AKT/NFkB. Estas vias estan
implicadas en activacion de genes que intervienen en diferentes procesos
neoplésicos (apoptosis, proliferacion celular y migracion) y /o mecanismos
de estrés oxidativo entre otros **'.

En el analisis funcional realizado segun las bases de datos se observé
que TP53 es un regulador positivo de miR-200c, inhibiendo a PDGFR. Una
consecuencia importante de la pérdida de actividad de TP53 es el aumento
de la inestabilidad genética manifestada por la desregulacion de
determinados genes o por la ausencia de reparacion de dafios en DNA .

El miR-129 regula importantes dianas moleculares de las vias alteradas
en GB como PDGFRA de la via EGFR/PTEN/PI3K, o indirectamente
mediante HMGBL1 que interactGa con TP53 en la via TP53/MDM2/4/P14 3%

324

EL miR-124 es el més expresado en el cerebro. Su desregulacion afecta
el espectro de funciones bioldgicas del SNC. Recientemente, el vinculo entre
la desregulacion de miR-124 vy los trastornos del SNC, tales como la
neurodegeneracion, enfermedades neuroimmunes, y tumores cerebrales, han

llegado a ser evidentes %7,
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Este miRNA, estd relacionado con la via pl6/CDK4/RB bloqueando
directamente a CDK4. Se ha visto que la sobreexpresion de CDK4 se traduce
en un peor prondstico y confiere en gliomas resitencia a la radioterapia ®.

El miR-128 es otro de los miRNAs mas expresados en cerebro y
muestra baja regulacién en los gliomas *%2% Sin embargo, no se conoce
con exactitud el papel que tiene en la carcinogénesis y en el desarrollo de
estos tumores. Se ha observado que bloquea la fase G1/S en GB y reprime el
crecimiento, regulando a EGFR y PDGFRa en células madres de GM,
implicados en la via EGFR/RAS/PI3K **. Se ha descrito en 2012 un
resultado novedoso que ayuda a esclarecer el rol de este miRNA. Se observo
que miR-128 actGa como un supresor tumoral regulando directamente a
p70S6K1, HIFla y VEGF, directamente implicados con la carcinogénesis,
los procesos de metéstasis y angiogénesis del GB, tanto in vitro como
in vivo .

Del miR-382, no hemos encontrado informacion en glioblastomas.
Los estudios en tumores gastricos y hepaticos han demostrado que la
sobreexpresion de miR-382 sobreregula la via PTEN/AKT/mTOR, lo que
indica que PTEN es un gen diana funcional de miR-382. Ademas, PTEN
inhibe a miR-382 lo que induce la angiogénesis in vivo, asi como la
secrecion de VEGF. Estos resultados sugieren que miR-382 inducido por
hipoxia promueve la angiogénesis y actlia como un oncogén angiogénico por
la represion de PTEN 8%,

El miR-383 se encuentra infraexpresado en gliomas, lo que se asocia
a una mayor progresion tumoral; por el contrario, los niveles elevados de
expresion de este miRNA pueden activar la via AKT por sobreregulacion de
MMP2y IGF1R ",

Y, por ltimo, el miR- 219-2-3p, no ha sido estudiado en GBs, pero

si su homologo el miR-219-5p. Se ha observado en una larga seria de estos
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tumores, que el miR-219-5p reprime EGFR. En todos los casos se observo la
infraexpresion de miR-219-5p. Ademas, este miRNA, inhibe las vias MAPK
y EGFR/PTEN/PI3K en las lineas celulares de glioma, en concordancia con
su capacidad de regular a EGFR #*. Por lo tanto, un estudio de su homologo
miR.219-2-3p podria tener una implicacion similar dado que muchos
integrantes de un mismo cluster actdan en sinergia para lograr regular una
via de sefializacion.

Algunos de los miRNAs significativos en este estudio estan implicados
en el proceso de migracion celular. Por orden de significancia fueron: miR-
200c, miR-138, miR-891a, miR-129-5p, miR-124, miR-382, miR-383, y
miR-219. Todos ellos se presentaron infraexpresados, y representaron el
66% de los miRNAs significativos.

La familia miR-200 juega un papel importante en la EMT, y por ello en
los procesos de migracion celular. Y, dado que el miR-200c fue el mas capaz
de diferenciar claramente entre los grupos de casos segun el estatus de
amplificacion de EGFR, lo veremos mas detalladamente en un apartado
posterior, analizando su comportamiento en el modelo experimental.

La infraexpresion del miR-138 ha sido frecuentemente observada en
varios tipos de cancer. EI miR-138 esta relacionado con la iniciacion del
crecimiento y la supervivencia de las células madres de GB potenciando su
auto-renovacion. La inhibicion funcional especifica de la secuencia de miR-
138 impide la formacién de neuroesferas in vitro e impide la tumorigénesis
in vivo “®. Se sabe que actlla como un supresor tumoral implicado en la
invasion de las células de GB suprimiendo la proliferacion in vitro y la
tumorogenicidad in vivo ***°, Se ha identificado que HIF-1a es su diana
molecular. En cultivos celulares, miR-138 puede regular negativamente la
expresion de HIF-1a; regula la expresion de dianas moleculares implicadas

en el crecimiento y la diferenciacion celular **,
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El miR-891a estd poco estudiado en GBs, encontrdndose
sobreexpresado en los perfiles de miRNA de una corta serie de estos tumores
comparados con tejido normal de corteza cerebral, pero no de manera
significativa % En el cancer de prostata este miRNA esta sobreexpresado y
actla in vitro como promotor de la proliferacion celular, la formacion de
colonias, la migracion e invasion'®. Y de manera general, una
sobreexpresién de este miRNA aumenta la migracion celular en
carcinomas®®,

El miR-129-5p no hay referencias de su papel en la migracion de las
celulas del GB. Recientemente, se ha publicado que el miR-129-5p regula la
migracion y la invasion en células de cancer gastrico teniendo como diana a
la interleuquina-8. La transfeccion con inhibidor de miR-129-5p, aumento
notablemente la viabilidad celular, la capacidad de formacion de colonias, y
el nimero de células que migraron. La IL-8 fue regulada negativamente por
el miR-129-5p. La co-transfeccion de inhibidor de miR-129-5p con si-IL-8
invirtid el efecto inhibidor de miR-129-5p sobre la migracién y la invasion
de las células **'.

El miR-124 inhibe la migracién de células de glioma y la invasion

mediante la regulacion de ROCK1, relacionado con la movilidad celular ’.

Del miR-382 no hay referencias de su papel en la migraciéon de las
células del GB. En otros tumores como en cancer gastrico, renal, colorectal y
en cancer de ovario se ha observado que mediante la activacion de TGF-1 se
induce la transicion epitelio-mesenquimal, lo que da como resultado un

aumento en la migracion de las células de estos tipos de neoplasias 6% 227

337
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El miR-383 cuando presenta los niveles elevados de expresién puede
inhibir el crecimiento celular, la invasion y promueven la apoptosis celular,
en gliomas ***,

Y, por Gltimo, el miR- 219-2-3p, aparece referenciado en un estudio de
transfeccion en lineas celulares de glioma, donde este MIRNA se
sobreexpresd, observandose la inhibicion de la proliferacion, y la migracién

celular 2,

5.4 Analisis del papel del miR-200c en el glioblastoma

En la evolucién del GB, se detectan cambios en su patrdn infiltrativo
ligados a modificaciones en el comportamiento migratorio de las células
neoplésicas. Estos cambios, ya conocidos en otras neoplasias como
“Transicion Epitelio/Mesenquimal (EMT), afectan a procesos de
reconocimiento, union intercelular y capacidad de movimiento, entre otros; y
estan asociados a modificaciones genéticas y epigeneticas de las células
neoplasicas 5" 17°3%,

Estos procesos son conocidos en el GB como “Modo Mesenquimal de
Migracion e Invasion” (MMMI) y aparecen asociados a cambios en la
expresion de distintas proteinas de unidn, de reconocimiento de membrana,
de interaccidn con el intersticio, entre otras. Estos cambios, con frecuencia,
estan directamente relacionados con una alteracion en la funcion génica y en
las vias de sefializacion especificamente ligadas a estos procesos °"*%°.

El papel del miRNA-200c estd descrito en diferentes tumores
epiteliales, y la pérdida de su expresion se asocia con la progresion de la
enfermedad en diferentes neoplasias, incluyendo cancer de mama, cancer de
vejiga, cancer de pulmén y cancer de ovario"*'¥’. Este miRNA esta

implicado en el proceso EMT; su accion, entre otras, es modular la expresion
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de ZEB1 y ZEB2 que actian como “represores trascripcionales” de la E-
Cadherina (CDH1), por lo que a través de este sistema se reduciria la
movilidad celular y la capacidad de migracion e infiltracion neoplasica 2> %%,

En estudios realizados en tumores primitivos de cancer de ovario se
concluy6 que la familia miR-200 determina el fenotipo epitelial de las
células cancerosas regulando la EMT y la progresion de este tipo tumoral ?%°,
Estos estudios fueron validados en una larga serie de tumores primarios de
cancer de ovario, asi como en cultivos celulares, donde se observé una fuerte
relacion inversa entre la expresion de los miembros de la familia miR-200 y
la expresion de ZEB1/ZEB2 %, Estos resultados son similares a los descritos
en lineas celulares y tumores primarios de cancer colorectal y de mama,
donde se encontr6 que ZEB1 reprime al promotor de miR-200c, aunque se
desconoce la contribucion de ZEB2 en esas células *.

Por otra parte, la contribucion de la sobreexpresion de EGFR o su
activacion autocrina en el proceso EMT estan adn sin resolver.

En un estudio realizado en tumores primarios de carcinomas y en
lineas celulares establecidas, al inhibir la expresion de EGFR se reprimid
fuertemente la expresiéon de ZEB1 y ZEB2. ZEBL1 es especialmente critico
para la EMT en carcinomas y se observd que EGFR promueve EMT a
través de la regulacion de ZEB1, y que el bloqueo de ZEB1 es suficiente
para bloquear la EMT inducida por TGF-b en estos tumores®®. En
consonancia con los anteriores hallazgos, los inhibidores de EGFR pueden
bloquear EMT y suprimir la generacion de células madre cancerosas que
expresan altos niveles de CD44, por la baja regulacion de ZEB1%*.

En un estudio realizado en lineas celulares de cancer de vejiga se
logré investigar los mecanismos que subyacen al proceso de EMT y la

resistencia inducida a la terapia EGFR-dirigida. Los resultados revelaron una
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asociacion estrecha y directa entre la expresion de miR-200, E-cadherina, y
sensibilidad a los antagonistas de EGFR. También demostraron que ZEB1 y
ZEB?2 estaban involucrados en el proceso de EMT e identificaron una nueva
diana (ERRFI-1/Mig6), que también desempefia un papel importante, porque
media la resistencia a EGFR. Estos resultados permiten identificar de forma
prospectiva los tumores de vejiga que seran mas susceptibles al tratamiento
dirigido hacia EGFR™.

Hasta la fecha, estudios de la implicacion del miR-200c en tumores
primitivos de GB solo existe el trabajo publicado por nuestro grupo®°.
Nuestros datos muestran una clara relacion entre la amplificacion de EGFR y
la expresion de miR-200c, estadisticamente significativa, en los tumores
primitivos de GBs, de manera que, en los casos con alto nivel de
amplificacion de EGFR, mostraron los niveles mas bajos de miR-200c.
Aunque no hay articulos publicados de este miRNA relacionado con EGFR
en tumores primitivos de GBs, en la base de datos “The Cancer Genome
Atlas (TCGA)” 7% 280281 encontramos, que la expresion de miR-200c mostrd
una disminucién estadisticamente significativa en muestras con
amplificacién de EGFR.

También se encontré que la expresion ZEB1 también mostr6 un
aumento estadisticamente significativo en las muestras con amplificacion de
EGFR “?7 en correspondencia con lo obtenido en el grupo H-amp de
nuestro estudio, donde los casos con alta amplificacion de EGFR mostraron
los valores més altos de ZEB1.

En los cultivos primarios y en la linea celular de GB estudiada, se
corroboraron los resultados obtenidos en tumores primarios, ya que los
cultivos con amplificacion de EGFR presentaron una menor expresion del

miR-200c con respecto a los cultivos sin amplificacion. En cuanto al ZEB1,
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los cultivos amplificados presentaron mayor expresion que el cultivo no
amplificado.

Dentro del proceso de la EMT, se sabe que las caderinas regulan,
entre otras funciones, la adhesion celular dentro de los tejidos *™*. La baja
expresion de caderinas produce un aumento de la motilidad celular, y a su
vez permite que las células del tumor puedan invadir los tejidos
circundantes, es decir la pérdida de cadherinas va ligada a la migracién en
las células neoplasicas “'?>'817  Nuestro estudio sobre los tumores
primitivos de GB mostr6 una correlacion positiva entre el miR-200c y
CDH1. Los tumores sin amplificacion de EGFR o baja amplificacion
mostraron la mas alta expresion de CDH1, estos tumores son los que
presentaron de forma preferente un patréon de infiltracion nodular. Sin

embargo, en nuestros cultivos celulares no se obtuvo expresion de CDH1.

Debido al origen de los astrocitos, el concepto de la EMT no es
totalmente transladable a los glioblastomas, ya que estos tumores expresan
niveles muy bajos de E-cadherina, o esta ausente '® 2, No obstante, la
expresion de ZEB1 se ha observado en células de GB debido a otros
intermediarios como la Wnt/B-catenina, que aumenta la motilidad celular y
actGia de manera similar en la transicion epitelio-mesenquimal **°. También
puede explicarse la regulacion de mir-200c/Zebl a través de la via de
sefializaciéon FAK/Src. Esta via esta estudiada en gliomas, donde en los
margenes invasivos del tumor primario se expresan elevados niveles de
FAK®"%> E|l Src es un proto-oncogén que interacciona con FAK, la
interaccion de ambos es un importante determinante de la migracion de
células mesenquimales 2 %,

Debido a la escasez de estudios relacionando el estatus del EGFR y

el miR-200c, son muchos los interrogantes que se plantean sobre si la
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activacién de EGFR interfiere con la EMT Yy si tales interacciones alteran el
potencial migratorio e inflitrativo de las células, asi como su sensibilidad a la

radioterapia y a otros tratamientos.

5.5 Estudio del comportamiento del miR-200c en glioblastoma mediante

transfeccion en cultivos celulares

Se han desarrollado diferentes procedimientos de gran utilidad en los
estudios de biologia molecular y celular, con el propdsito de poder introducir
moléculas en el interior de la célula, superando su barrera natural; entre los
que podemos citar las técnicas de transfeccion celular. La eleccion del
método o técnica depende en gran medida del objetivo final del experimento
y de la disponibilidad del presupuesto y del equipamiento adecuado.

En este sentido, las ventajas del método de trasfeccion de miRNAs o
RNAI mediante lipofeccién, utilizado en este trabajo frente a otros métodos,
es la gran efectividad en cultivos celulares, es relativamente simple, rapido y
repetible; siendo un método eficaz para la expresion transitoria o temporal ™.

Este método ha sido empleado para estudiar distintas funciones
celulares como la apoptosis, la angiogénesis, la migracion e invasién, entre
otros, modificando la expresién, ya sea por sobreexpresién o inhibicién de
miRNAs o0 por sobreexpresion o silenciamiento de RNAI, en diferentes tipos
tumorales, como céancer de pulmén, cancer de mama ** %%, glioblastoma >* %%
entre otros.

La mayoria de los estudios de transfeccion de miRNAs, han sido
realizados sobre lineas celulares establecidas, siendo escasos los trabajos
sobre cultivos primarios humanos , hecho que tiene mayor interés, dado la
similitud del cultivo primario con el tumor original. En este trabajo, ademas

de dos lineas celulares, hemos utilizado seis cultivos primarios de GB,
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ampliamente caracterizados, tanto a nivel morfoldgico como molecular, y
con los diferentes estatus de amplificacion de EGFR utilizados en este
estudio. Ademas los cultivos primarios presentaban caracteristicas
histopatoldgicas y genéticas similares a los tumores primitivos
correspondientes.

El analisis del comportamiento del miR-200c en cultivos celulares en
distintos tipos de tumores mediante sobreexpresion o inhibicion del miR-
200c o silenciamiento de EGFR ha permitido el estudio de sus dianas
moleculares y su implicacion en la EMT %" 2% 33 En tumores epiteliales, se
ha demostrado que la sobreexpresion del miR-200c bloquea la expresion
de ZEB1 y ZEB2 *°. En este sentido, diferentes estudios informan de una
regulacion reciproca de ZEB1 sobre miembros de la familia de miR-200c, y
viceversa, activando fuertemente la diferenciacion epitelial en las células
pancredticas, colorrectal y en cancer de mama *°.

Asi mismo, en el estudio de lineas celulares de adenocarcinoma de
pancreas (HPAF2 y DLD1) con inhibidores de miR-200c, se observo una
transicion mesenquimal que se evidencid por la dispersion de células, la
regulacion positiva de vimentina y la reduccién de la expresion de E-

cadherina **#,

En cuanto a la relacién miR-200c y EGFR, no hay muchos estudios
publicados al respecto. Ha sido estudiada en cancer de tiroides, donde se
observo que la perdida de expresion de miR-200 provocé el aumento de
expresion de EGFR en las células tumorales®*. Un estudio sobre la
sobreexpresion de miR-200c demostrd6 que dicho aumento recupera
parcialmente el comportamiento sensible a EGFR de las células de
carcinoma pulmonar no microcitico, que son resistente a gefitinib,

suprimiendo la activacion de las vias dependientes de EGFR*®.
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En el estudio de nuestros cultivos transfectados, con sobreexpresion
de miR-200c, fue evidente el bloqueo automatico de la expresion del ZEB1
en todos los cultivos estudiados. Sin embargo, en los cultivos con inhibicién
de miR-200c, s6lo se observo un aumento de la expresion de ZEB1 en los
cultivos sin amplificacion. Por otra parte, y en cuanto a la expresion de
EGFR, en situacion de inhibicion del miR-200c, se observé un aumento en
la expresion de EGFR s6lo en los cultivos sin amplificacion. Asi mismo, el
silenciamiento de EGFR provoc6 una disminucion de la expresion de ZEB1
en todos los cultivos con diferentes niveles, a excepcion del cultivo con alto
nivel de amplificacion que a su vez se correspondia con el mutante
EGFRuvIIL.

El miR-200c desempefia un papel crucial en la tumorigénesis y la
progresion tumoral, y como consecuencia de su participaciéon en la EMT,
actia como modulador en la migracion celular, afetando al desarrollo del
tumor y a la produccion de metastasis. Sin embargo, el papel de miR-200c y
el mecanismo por el cual modula la actividad migratoria de los diferentes
tipos de canceres es ain desconocida, solo se han iniciado estudios en
algunos de éstos.

En cultivos celulares de céncer de colon, pancreas y pulmoén, la
sobreexpresion de miR-200c condujo a la reduccidn de expresion de ZEB1,
TGFB2 y al aumento de los niveles de E-caderina, lo que redujo
considerablemente la migracion, hecho que indicaria un papel inhibidor
potencial en la progresion del tumor 3992142325,

Recientemente se ha publicado un estudio que analiza la accion del
miR-200c/ZEB1 en los procesos de invasion y metéstasis en cancer de
pulmén. Este trabajo, se ha centrado en las interacciones célula-matriz,
esenciales para la activacion de las células tumorales. Cuando no se

expresaba el miR-200, la integrina B1 interacciona con el colageno I y se
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observaba la migracién/invasion in vitro, y la metastasis in vivo en ratones.
ZEB1 mejora la capacidad de respuesta de las células tumorales a la
composicién de la matriz extracelular y activa la via de sefializaciéon de
FAK/Src mediante la represién de una diana directa de miR-200, CRKL.
CRKL acttia como una molécula adaptadora para facilitar la formacion de
adhesiones focales, que mantienen los contactos célula-matriz. Alteraciones

en estas diferenciaciones de membrana potenciarian la invasion celular #*.

Existen evidencias acerca de un supuesto papel del EGF y su
receptor (EGFR) en procesos de invasion, migracion y finalmente
metastasis, en diferentes tumores como el cancer de mama o pulmén 223,
En células de cancer de mama la unién de EGF a su receptor induce diversas
vias de sefializacion como son la activacion de la proteina quinasa C-delta,
las quinasas activadas por mitégenos, y la fosfolipasa C-y; estas vias

facilitan la migracion celular **-**

. También se ha demostrado que la
activacion de EGFR induce la produccion de metaloproteinasa 9,
posiblemente a través de la via de PI3K, que conduce a la migracion
celular”™.

En el caso del GB los trabajos sobre el papel del miR-200c y la
migracion celular son muy escasos, y solo se han realizado en lineas
celulares. Recientemente se ha estudiado la expresion de ZEB1, y parece
estar asociada con la infiltracion de células tumorales mediante el feedback
que se establece entre miR-200c y ZEB1. Se demostrd6 que una
sobreexpresion de esté miRNA induce la degradacién de ZEB1 y suprime la
expresion de esta proteina'®.

En nuestro estudio, la sobreexpresion de miR-200c en las células de
cultivo de GB, provocé una inhibicion de la migracion celular, a excepcién

del cultivo HC-466, el cual es un cultivo que muestra amplificacion de
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EGFR y presencia de la variante mutante EGFRvIIl. Con respecto a la
inhibicién del miR-200c, se observd un aumento de la migracién celular,
aunque en tiempos distintos segun los cultivos.

Los trabajos publicados sobre el silenciamiento de EGFR vy
migracion celular, aportan datos que no han sido concluyentes®® Al
silenciar EGFR en dos lineas celulares de GB, con diferente expresion de
EGFR (U373 MG, LN18), se ha observado que la expresion del mMRNA y la
proteina se redujo en un 70-90%. Sin embargo, no tuvo efecto inhibidor
sobre la proliferacion celular y la migracion, lo que indic6 que la baja
regulacion especifica de EGFR no podria ser suficiente como agente unico
en GB . Sin embargo, posteriormente se ha demostrado que tratando las
celulas U251 de GB con el silenciador de EGFR, se inhibio la expresion de
este RNAm, y la inhibicion del crecimiento en células in vitro 6,

En nuestro modelo experimental, al silenciar EGFR se produjo una
disminucién de la migraciéon celular. Fue mas evidente en los casos sin
amplificacion de EGFR, y en el cultivo con baja amplificacion, no

observandose en el cultivo con amplificacion y mutacion de EGFR.

Son muchos los interrogantes que hay planteados sobre el proceso de
infiltracién del glioblastoma, y especificamente del papel de los miRNAs.
Mediante el andlisis de nuestros resultados, tanto en los tumores primitivos
como en el modelo experimental con cultivos celulares, hemos podido
definir la implicacion del miR-200c en el GB, y la relacion con dianas
moleculares que podrian estar implicadas en la capacidad infiltrativa de estos
tumores. Ademas, existiria una relacién estrecha entre miR-200c y la
amplificacion de EGFR en el proceso de MMMI. Los estudios de miRNAs y
sus dianas podrian utilizarse en el diagnostico, prondstico y tratamiento de

estos tumores.
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En el estudio genético y epigenético realizado en tumores primitivos
y cultivos celulares de glioblastoma hemos llegado a las siguientes
conclusiones:

1.- Los tumores fueron clasificados como glioblastoma primario, IDH no
mutado, siguiendo los criterios de la OMS (2016).

2.- El estatus de EGFR estudiada mediante FISH, discrimind tres grupos de
GB: con alto nivel de amplificacion (H-amp), con bajo nivel de
amplificacion (L-amp), y sin amplificacion de EGFR (N-amp). Los grupos
L-amp y N-amp no se pudieron diferenciar con la técnica de PCR ni con la
MLPA, por lo que el FISH fue la técnica de mayor resolucion para la
observacidn de los diferentes tipos de amplificacion de EGFR.

3.- Los tumores del grupo H-amp presentaron, de manera estadisticamente,
significativa, un IK menor, y una expresion mayor de Ki-67 y de EGFR.
Ademas, el patrén de infiltracion difuso fue el mas frecuente. Todas estas
caracteristicas estarian relacionadas con una mayor agresividad tumoral en
este grupo.

4.- El estudio con MLPA permitié definir perfiles genéticos diferenciables
para los grupos estudiados. Los genes CDKN2A/2B, GSTP1 y CDH1,
aparecieron alterados en los tres grupos de GB, posiblemente como genes
implicados de forma temprana en el desarrollo del tumor. Las alteraciones en
CDKN2A/2B aparecieron con una frecuencia mayor, estadisticamente
significativa, en el grupo H-amp.

5.- Los grupos de GB con amplificacién de EGFR presentaron con mayor
frecuencia alteraciones en los genes PTEN, SAMHD1, VHL, CREM, y
LARGE. A su vez, el grupo H-amp mostré con mayor frecuencia alteraciones
en MDM2, y el grupo L-amp alteraciones en PAH, este Ultimo
estadisticamente significativo. Dentro del grupo N-amp, alteraciones en
TP53, aparecieron con mayor frecuencia. Estos resultados estarian a favor de
mecanismos evolutivos diferentes en la biopatologia del GB.
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6.- El estudio de los genes implicados en las vias de sefializacion estudiadas
dependientes de EGFR, mostraron que alteraciones en estas tres vias
simultdneamente se presentaron de forma mayoritaria en el grupo H-amp, no
observandose ningun caso en el grupo N-amp. Este hecho indicaria un perfil
oncogenético mas agresivo de los GB con alta amplificacién de EGFR.

7.- El estudio de miRNA ha permitido establecer patrones de expresion
diferentes entre los grupos de GB. Los niveles de expresion del miR-200c
permitieron diferenciar, de manera estadisticamente significativa, el grupo
H-amp, frente a los grupos L-amp y N-amp.

8.- La expresion de miR-200c presentd una relacion estadisticamente
significativa, con la amplificacion de EGFR, tanto en los tumores como en
los cultivos celulares. Los casos del grupo H-amp, mostraron los niveles méas
bajos de expresion de miR-200c.

9.- Los tumores del grupo H-amp presentaron, de manera estadisticamente
significativa, los valores mas altos de expresion de ZEB1 y los méas bajos de
expresion de CDH1. EI mismo resultado de ZEB1 se obtuvo en los cultivos
celulares, pero no se pudo demostrar expresion de CDH1.

10.- En los cultivos transfectados, con sobreexpresion de miR-200c, fue
evidente el bloqueo automatico de la expresion de ZEB1 en todos ellos. Sin
embargo, en los cultivos con inhibicion de miR-200c, sélo se observd un
aumento de la expresion de ZEB1 en los cultivos sin amplificacion.

11.- El silenciamiento de EGFR, en los cultivos transfectados, provocé una
disminucion de la expresion de ZEB1 en los cultivos celulares, a excepcion
del cultivo con alto nivel de amplificacion de EGFR, que a su vez presentaba
el mutante EGFRVIII.

12.- En el modelo experimental, la sobreexpresion de miR-200c en las
células de cultivo de GB, provocé una inhibicion de la migracion celular,
excepto en el cultivo con amplificacion de EGFR y con la variante mutante
EGFRVvIIl. Con respecto a la inhibicion del miR-200c, se observd un
aumento de la migracion celular, en tiempos distintos segln los cultivos.
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13.- El silenciamiento de EGFR, en el modelo experimental, produjo una
disminucién de la migracion celular. Esta fue evidente en los casos sin
amplificaciébn de EGFR, y en el cultivo con baja amplificacion, no
observandose esta disminucion, en el cultivo con amplificacion y mutacion
de EGFR.

14.- De todos estos resultados obtenidos, se puede deducir que miR-200c
actuaria como un regulador potencial de la migracion y la invasion a través
de ZEB1 en GB. Ello apoyaria que, miR-200c estaria implicado en el
proceso MMMI en GB.
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Apéndice documental

Apéndice I. Kits de MLPA

Tabla 1: Salsa MLPA KIT P105-D1 Gliomas-2. El kit contiene 55 sondas
para MLPA con productos de amplificados de 126 a 500 nt. También tiene 9
controles que generan fragmentos de 120 nt.

Secuencia parcial

Logitud # de sonda Localizacion / (24nt adyacentes
(nt) del kit MLPA  Gen/Exon sitio de Ligacion al sitio de ligacion)
391 03107-L02038 | PDGFRA, ex 3 NM_006206.4; 495-496 GGAGAGTGAAGT-GAGCTGGCAGTA
439 18756-L24124 | PDGFRA, ex 5 NM_006206.4; 1042-1043 ACCTGTGCTGTT-TTTAACAATGAG
407 18755-L24123 | PDGFRA, ex 22 | NM_006206.4; 3263-3264 ATCCTGCTGTGG-CACGCATGCGTG

172 * 06405-L24605 EGFR, ex 1 NM_005228.3; 208-209 CCGTCCAGTATT-GATCGGGAGAGC
423 * 05435-L21568 | EGFR, ex 2 NM_005228.3; 425-426 TAACTGTGAGGT-GGTCCTTGGGAA
398 * | 05436-L24070 | EGFR, ex 3 NM_005228.3; 518-519 TTATGTCCTCAT-TGCCCTCAACAC
220 | 17208-L23059 | EGFR, ex 4 NM_005228.3, 802-803 ACCACCTGGGCA-GCTGTAAGTGTC
161 * 05438-L24607 | EGFR, ex 5 NM_005228.3; 837-838 TGTCCCAATGGG-AGCTGCTGGGGT
137 = * | 06121-L20393 | EGFR, ex 6 NM_005228.3; 899-900 CTGTGCCCAGCA-GTGCTCCGGGCG
184 * | 05440-L04856 | EGFR, ex 7 NM_005228.3; 1102-1103 AGGGCAAATACA-GCTTTGGTGCCA
430 * 02063-L21569 EGFR, ex 8 NM_005228.3; 1200-1201 AGCTATGAGATG-GAGGAAGACGGC
256 | 05959-L24612 | EGFR, ex 13 NM_005228.3; 1847-1848 CCGAGGCAGGGA-ATGCGTGGACAA
346 = | 17210-L24618 | EGFR, ex 18 NM_005228.3, 2154-2155 CTTGAAGGCTGT-CCAACGAATGGG
269 05969-L24610 | EGFR, ex 25 NM_005228.3; 3022-3023 AGATCTCCTCCA-TCCTGGAGAAAG
309 17814-L22631 | CDKN2A, ex 5 NM_000077.4; 1106-1107 TTGCGAGCCTCG-CAGCCTCCGGAA
384 17817-L23295 | CDKN2A, ex 3 NM_058195.3; 603-604 TGCGCGCGGCTG-CGGGGGGCACCA
250 16060-L22417 | CDKN2A, ex 2a | NM_000077.4; 138-139 GCCTGGAAAGAT-ACCGCGGTCCCT
142 | 18753-L24594 | CDKN2A, ex 1 | NM_058195.3; 76 nt before ex 1 | CGCAGGGCTCAG-AGCCGTTCCGAG
226 17387-L24118 | PTEN, ex 1 NM_000314.4; 967-968 CCTGCAGAAGAA-GCCCCGCCACCA

190 *+ 06729-L06339 | PTEN, ex 2 NM_000314.4; 217nt after ex 2 rev. TATCACATAAGT-ACCTGATTATGT
178 17314-L20922 | PTEN, ex 3 NM_000314.4; 225nt after ex 3 TTGATCTGCTTT-AAATGACTTGGC
208 17391-1.21278 PTEN, ex 4 NM_000314.4; 13nt before ex 4 rev. AAAAGAAAAGTT-TAAAAGTGATAT

373 % 03638-L22839 | PTEN, ex 5 NM_000314.4; 1436-1437 GGTGTAATGATA-TGTGCATATTTA
323 * 03639-L24076 PTEN, ex 6 NM_000314.4; 1659-1658 rev. CTTACTGCAAGT-TCCGCCACTGAA
475 17386-L22174 | PTEN, ex 7 NM_000314.4; 1736-1737 ACACGACGGGAA-GACAAGTTCATG
359 17397-L24616 | PTEN, ex 8 NM_000314.4; 1973-1974 AATGACAAGGAA-TATCTAGTACTT
214 07686-L15591 PTEN, ex 9 NM_000314.4; 3189-3188 rev. ACAGCATCTGAA-TTTTAGCACTGG
454 « 18752-L22100 | CDK4, ex 8 NM_000075.3; 1294-1295 TCTCTGAGGCTA-TGGAGGGTCCTC
339 « 17815-L22422 | CDK4, ex 4 NM_000075.3; 781-782 GGCCTGGCCAGA-ATCTACAGCTAC
469 | 18710-L24620 | MIR26A2, ex 1 | NR_029847.1; 43-42 AGGCCTCACAGA-TGGAAACAGCCT
481 07178-L24069 | MDM2, ex 3 NM_002392.3; 341-342 CCTACTGATGGT-GCTGTAACCACC
415 18255-L22981 MDM2, ex 11 NM_002392.3; 1181-1180 rev. TCAGGATCTTCT-TCAAATGAATCT
231 18757-L24608 | NFKBIA, ex 5 NM_020529.2; 813-812 rev. CTTCAACAGGAG-TGACACCAGGTC
277 18759-L24127 | NFKBIA, ex 4 NM_020529.2; 711-712 GCATCGTGGAGC-TTTTGGTGTCCT
157 18758-L24126 | NFKBIA, ex 3 NM_020529.2; 450-451 ATTCGTAGACTC-CACTCCACTTGG
445 | 17424-124621 | TP53, ex 11 NM_000546.5; 1360-1361 CTCATGTTCAAG-ACAGAAGGGCCT
353 | 17422-L24617 | TP53, ex 10 NM_000546.5; 1248-1249 TGAGGCCTTGGA-ACTCAAGGATGC

283 *+ 01999-L.21074 | TP53,ex 7 NM_000546.5; 1041-1042 CTGTCCTGGGAG-AGACCGGCGCAC
316 17421-L24613 | TP53,ex 5 NM_000546.5; 795-796 TATCCGAGTGGA-AGGAAATTTGCG

263 *% 02376-L21409 | TP53, ex 4b NM_000546.5; 606-607 CAAGATGTTTTG-CCAACTGGCCAA
299 | 17420-L21142 | TP53,ex 3 NM_000546.5; 511-510 rev. TAGCTGCCCTGG-TAGGTTTTCTGG

196 * 01996-L09268 | TP53, ex 2a NM_000546.5; 177-178 CTCTTGCAGCAG-CCAGACTGCCTT
166 * 01588-L06028 | TP53,ex 1 NM_000546.5; 118-119 TCCGGGGACACT-TTGCGTTCGGGC
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202 04542-L03931 | SCN1A 2q24.3 AACACCACAACT-GGTGACAGGTTT
238 15174-L16949 | RYBP 3pi3 GAATCTTTCTGA-AATTGCACATGG
131 16316-L22397 | RAB7A 3g21.3 CACAATAGGAGC-TGACTTTCTGAC
126 18709-L21698 | IL4 5g31.1 ATCGACACCTAT-TAATGGGTCTCA
292 11900-L12706 | PKHD1 6p12.2 TGCTCTCTGGAT-TCAAGACTGAAA
366 06760-L24615 | CHD7 8qi2.2 GATTTTTACCGT-GTGGTATCCACC
331 08905-L24614 | MYBPC3 11p11.2 CGTGGGAGAGGA-CTCCTGCACAGT
148 14279-L15949 | OCA2 15q13.1 AGGGGGAAAATA-TCTCACCCTTTC
461 11674-L24181 | HIRIP3 i6p11.2 GGCGAGCCTCAA-AGGCAGTTGAGG
490 16456-L24172 | MYOSB 18g21.1 TCTGACTCATCA-TCTCCCACTTCC
500 17001-L22947 | SAMHD1 20q11.23 CCCTGTCACCTC-AAGTTTGAGGAT
244 12431-L13432 | LARGE 22a12.3 ATCCACCTGGTA-TGGTCGACGGGG

Tabla 2: Salsa MLPA KIT MEQ001-C2 Tumor suppressor -1. El kit
contiene 26 sondas para MS-MLPA correspondientes a 24 genes supresores
de tumores que generan productos de amplificacion de 136 a 483 nt.

Secuencia parcial

Logitud # de sonda Gen/  Localizacion/ (24nt adyacentes
(nt) del kit MLPA Exon sitio de Ligacion al sitio de ligacion)
NM_WUHLSLT
M| ; (GCOCGOGAAGGGGACGCAGC:
400xs | 005001263 | TP73 | 12:13; 29790 e before | 01003558977 A A
NM_001080125.1; 100 CTTTCCAATARAGCATGTCCABEGETC:
265 | 02761102210 | CASP8 it before exon 3 02-201.830871 | GGGCTTTAGTTTGCACGTCCATGAATTGTCTGOCACA
NM_00055L.3; 13- GUGAAGACTACGEAGGTCGACTOGG6-
353 | 03310101211 | VHL 135; B0 nt before ATG | 00-010-158426 AE0GCGCACECAGCTCOGCCCOGCGTCOGACT
o oo | www | MO | o s | et SO
NM_000249.3; 166- CGTTGAGCATCTAGACGT TTCCTTGGCTCT -
167 | 01686101266 | MLH1 | 19755 1 hefore At | 03037009621 | ot oone e ANAATGTCGTTOGTGGCAGGGGT TATTC
NM_000249.3; 183 nt -
463 ++ | 02260-L01747 MLH1 before exon 1, reverss; 03-037.010000 mmmma
382 it before ATG
NM_001904.3; GGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACA
475 | 03984103251 | CTNNB1 351-252 03041241086 | GTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGOCACT
NM_170714.1; CAGTCOCTGCACCCAGGTTTCCA
328 | 02248101734 | RASSF1 | Ontbeforeexonl; | 03-050.353298 -
e e TTBEGOGGCTCTOCTCAGCTCCTTCOCGCCGE
NM_170714.1; p—
, CACAGGGOSGGCCCTGAC-
B | 0B07L02159 | RASSFL | 535, fverse; Tont | (3050353347 T A A
NM_002012.2; CGCGGGTCTGaGTTTCCATGE
409 | 02201101699 | FHIT 64 nt after exon 1 03-061.211918 GOGTCAGGTCATCACCCOGGAGCCCAGTGGG
M 0003583 2137 CCAGTGOCTGTAACAAG TGOCCAGATGACT-
483 | 02683102148 | CASR 0002853 03-123.485226 | TCTGGTCCAATGAGAACCACACCTCCTGCATTGCCAAG
GA
NM_000038.5; CAGCTGTGTAATCOGCTGGATGCGGACT-
145 | D1905L01%68 | APC 71nt before exon2 | 0> 112101357 AGGGOBETCOCCATTCCOGTCRGEAGCCOCGE
NM_001122742.1;
373% | 02202001700 | ESR1 536-537; 163 ntafter | 06-152.170883 W@ﬁ%c
ATG
FVT—— CGTTCACGACCCT CAACT TGGCTACT-
154 | 03366102750 | PARK2 O0ase2.% 06-162.126766 | COCTGCCTTGTGTGGGTAAGTCTAGCATGTTTTCTCTC
AT
NM_001250.6; 1130 GOGTGATTGGACTOCCAGGAGARGAAGACT-
310 | 03184102523 |  CDK6 1140 07-092.085391 | G0 TAGAGATGTTGOOCTTCCCAGGCAGGCTTTTCA
NM_058105.3; 820 nt CAGAGGGGAAGAGGAAAGAGGANGANGOGC TCAGAT-
161%» | 01524101744 | CDKN2A | beforeexon1;930nt | 09-021.985276 |GCTCOGCGGCTGTOGTGAAGGTTAAAACCGAARATARA
before ATG AAT
NM_078487.2; 470- CTGCGACAGCTCLTGGARGOTGG-
211% | 00607100591 | CDKN2B | 471710t afteraTg | 09021998808 | oGOGGATCCCAACGGAGTCAACCGTTTCGGGAGG
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NM_001242.4; 598 GARAGTCCTGT GGAGCCTGCA-
444 | Dosrelooizs | €D27 B99; exon 6 12-006.430685 GAGCCTTGTCGTTACAGCTGLCCCAGGGAGG
NM_004064.3; 316~
= e AGCOCCTGOGOGETCCTAGA-
274 | OrsLO770 | CDKNIB. | 3171570k before | 12012761853 | oronoama e, T
M 000277 1- A CAGTGCCCTGGTTCCCARGAA-
220 | 02334101820 | PAH 000271, 12101795401 | CCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGCCAATCAGATTCTC
AG
N To134 13 110 (CGOGAGAGTAGEOGOGTGGAGE-
238 | 03813103753 | cHFR | "D i | 12131974372 [NBEBETCGGCCATCTTTGATCCTGACCAGGCGACTTCG
reverse; 407 nt before T
ATG
NM_000050.3; 130- CGOGAGAAGCGTGAGGGGACAGATTTGTG
301% | 04042103755 | BRCA2 13%; 852 ntbefore | 13-031787722 |CCGGOBOGGTTTTTGTCAGCTTACTCCGGCCAAAARAG
ATG A
T 0000523 9100 GGOCATGGAAT CTGCTGAACARAA-
418 | 01617101199 | BRCA2 s 3 13031851548 |GGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCACAACCGTGTGEA
AGTTGCG
1 010801081 GCGACCTTGTTCTTCCTTTCCTTCEGA
202 | 01245100793 | MLH3 T 14-074.579936 | GAGCTCGAGCAGAGAGGACTGTGATGAGACAGGATAA
CAG
NN_000525.3; 2080- GAGCCAGAGAGAGGCTCTGAGAAGAAG-
281 | 01832101397 | TSC2 16002061786 | 5 op on O e TG
1 0083603 209 CTATGAAGGAAGUGGTTCLGAAGCTGCTA-
337 | 02416101862 | CDHL 004360.3; 16-067.424755 |GTCTGAGCTCCCTGAACTCCTCAGAGTCAGACAAGAC
CAGGAC
NM_001220491.1;
001 P TTCTGTGCGTTCTCCTGTCCCAG-
Bme | O7S6L07727 | COHIZ | 344345, 21 after | 16081218219 LA e e
NV 0064373, 11 ) CCGCTCOAGAT ARGAGTGTGUGGA
220+ | 03304100949 |  HIC1 before exon 1 17-001.905107 ANGOBCGG0GGGGCTGAGACGCGACCAGGAC
NM_007294.3; 178- TTCTCAGATAACTGGGCCCCTGE
246n | 0516210443 | BRCAL 179 17-038.530811 | GETCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTCTGGGTARAGE
NM_000633.2; 1151 CTTCTOCTGGCTGTCTCTGAAGACTC:
2% | D0587-L00382 | BCL2 1152 18-058.946868 TGCTCAGTTTGGCCCTGGTGGGAGCTTG
NM_001648.2; TGTGTCACCATGTGGGTCOCG-
300 | 00713100108 | KLK3 00165 19-056.050014 e T oG e
WM 000362.4; 1015
142 | 02255403752 | TIMP3 1016: 172 ntbefore | 22-031.527795 CCARMERCGAGGCAGCITUGC:

ATG

TGOGCCCCATCCCGTOCCGCOGEECACTCOGG
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Apéndice Il. Estadistica

Tabla 1. Pardmetros clinicos. Media aritmética para cada uno de los tres
grupos y p-valor del test de Kruskal-Wallis.

Variable N_amp L-amp H-amp p_valor
Edad (afios) 60.31 49.5 61.6 0.217
IK 84.38 79 70.5 0.001
DSI (dfas) 11.31 13.1 1342  0.956
Tamafio (cm) 3.16 3.67 4.17 0.364
Evolucién 14.33 13.29 124 0.914
(meses)

Ki67 (%) 8.7 14.38 20.31 0.01

Tabla 2. Frecuencia relativa en tantos por ciento, de diferentes categorias, en
cada uno de los tres grupos y p-valor del test Chi-cuadrado.

Variable N-amp L-amp H-amp p_valor
Sexo 31.2 20 50 0.232
CEP7_trisomias 93.8 90 100 0.403
CEP7_polisomias 31.2 90 35 0.006
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Tabla 3. Frecuencia relativa de las alteraciones génicas, en tantos por ciento,
en cada uno de los tres grupos, y p-valor del test Chi-cuadrado.

Gen N-amp L-amp H-amp p_valor
EGFR 0 100 100 0,001
PTEN 25 50 45 0.345
MDM2 25 10 25 0.596
CDK4 125 10 15 0.926
TP53 375 20 25 0.573
NFKBIA 18.8 10 15 0.833
MIR26A2 6.2 0 0 0.384
OCA2 0 20 30 0.06
SAMHD1 25 40 30 0.72
MYBPC3 25 20 45 0.28
LARGE 6.2 30 55 0.008
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Tabla 4. Frecuencia relativa de las alteraciones génicas, en tantos por ciento,
en cada uno de los tres grupos y p-valor del test Chi-cuadrado.

Gen N-amp L-amp H-amp p_valor
CDKN2A 333 40 78.9 0.017
CDKN2B 333 40 73.7 0.044
VHL 26.7 40 36.8 0.746
GSTP1 333 30 316 0.984
CASP8 6.7 10 10.5 0.921
FHIT 6.7 20 10.5 0.582
APC 6.7 10 10.5 0.921
CDH13 6.7 30 5.3 0.107
TIMP3 6.7 10 10.5 0.921
BRCA1 0 0 10.5 0.252
Al651963 333 40 42.1 0.868
CREM 26.7 40 36.8 0.746
CDH1 333 50 316 0.591
PAH 6.7 50 211 0.039
BCL2 6.7 40 15.8 0.1
PARK2 0 10 26.3 0.079
BRCA2 20 10 10.5 0.676
CD27 13.3 10 15.8 0.91
MLH3 0 20 15.8 0.219
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Apéndice I11. Resultados de los miRNAS

Tabla 1. Fold change y la significacion estadistica de los valores de p < 0,05
para los pequefios RNAs no codificantes expresados diferencialmente entre
los grupo H-amp y N- amp. Los miRNAS etiquetados en negro son comunes
al modelo PLS-DA.

EGFR-ampH vs EGFR-Namp
Probeset ID P-value Fold Change

hsa-miR-200c_st 4.86E-04 -3.84
U42A_st 1.02E-03 1.44
hsa-miR-891a_st 1.06E-03 -6.89
U57_st 1.90E-03 1.41
hsa-miR-299-5p_st 2.92E-03 -2.34
ENSG00000199363_st 3.12E-03 -1.28
hsa-miR-138_st 3.49E-03 -3.47
U98b_x_st 3.59E-03 -1.30
hsa-miR-193a-3p_st 3.64E-03 -2.05
14q11-22_x_st 4.16E-03 -2.00
ENSG00000201863_st 4.41E-03 -1.26
hsa-miR-129-5p_st 4.58E-03 -2.99
hsa-miR-491-5p_st 4.64E-03 -2.03
hsa-miR-320b_st 5.10E-03 1.49
14ql-6_st 5.13E-03 -1.44
hsa-miR-892b_st 5.68E-03 -2.75
ENSG00000212401_x_st 6.33E-03 -1.20
hsa-miR-200a_st 6.43E-03 -1.84
uU102_st 6.75E-03 1.30
hsa-miR-586_st 6.86E-03 -1.28
hsa-miR-320c_st 7.01E-03 1.42
hsa-miR-320d_st 7.21E-03 1.50
hsa-miR-569_st 7.33E-03 -1.41
hsa-miR-32_st 7.35E-03 1.27
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hsa-miR-496_st
hsa-miR-320a_st
hsa-miR-128_st
hsa-miR-124_st
hsa-miR-193a-5p_st
ENSGO00000199552_x_st
ENSG00000201859_x_st
spike_in-control-1_st
ACA29 st
ENSG00000199282_st
14q11-28_x_st
U71b_x_st
ENSG00000212529_st
hsa-miR-876-3p_st
ENSG00000212338_x_st
U56_st
hsa-miR-1292_st
hsa-miR-106a-star_st
hsa-miR-570_st
14q11-26_st
hsa-miR-1228_st
hsa-miR-379_st
U78_x_st
ENSG00000201810_st
hsa-miR-767-3p_st
hsa-miR-363_st
hsa-miR-132_st
hsa-miR-34c-3p_st
ENSG00000207244 st
14qll1-26_x_st
14q11-31_st
hsa-miR-523-star_st
14ql-9_x_st
hsa-miR-675_st
hsa-miR-485-3p_st

7.53E-03
8.20E-03
8.37E-03
8.69E-03
8.92E-03
9.70E-03
1.09E-02
1.14E-02
1.21E-02
1.22E-02
1.25E-02
1.28E-02
1.30E-02
1.31E-02
1.57E-02
1.73E-02
1.76E-02
1.91E-02
1.97E-02
2.00E-02
2.01E-02
2.08E-02
2.11E-02
2.12E-02
2.15E-02
2.16E-02
2.22E-02
2.30E-02
2.34E-02
2.44E-02
2.48E-02
2.81E-02
2.84E-02
2.89E-02
2.90E-02

1.27
1.48
-2.54
-4.64
-1.84
1.20
1.18
1.21
1.27
1.25
-1.97
1.26
-1.26
1.29
1.35
1.50
1.29
1.48
1.22
-2.63
1.66
-3.56
1.47
1.17
1.38
-1.60
-1.61
-1.91
1.19
-2.25
-1.23
122
-1.60
1.42
-1.97
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ENSG00000206961_st
ENSG00000199633_st
hsa-miR-31_st
hsa-miR-383_st
ENSGO00000200051_x_st
hsa-miR-654-3p_st
hsa-miR-571 st
hsa-miR-154 st
hsa-miR-601_st
ENSG00000200072_st
hsa-miR-148a-star_st
U4l st

U58B_x_st
hsa-miR-139-5p_st
ENSG00000202517_st
hsa-miR-326_st
hsa-miR-624_st
hsa-miR-205_st
ENSG00000201674_x_st
hsa-miR-342-3p_st
ENSG00000200999_x_st
hsa-miR-433_st
hsa-miR-375_st
ENSG00000200288_x_st
ENSG00000212295 st
hsa-miR-1257 st
ENSG00000206903_x_st
hsa-miR-377-star_st
ENSG00000201300_x_st
ENSGO00000207199_x_st
ENSG00000200394_x_st
HBII-85-5_x_st
ENSG00000212214 st
hsa-miR-548p_st
ENSG00000212295_x_st

3.02E-02
3.06E-02
3.07E-02
3.20E-02
3.24E-02
3.35E-02
3.40E-02
3.40E-02
3.46E-02
3.48E-02
3.50E-02
3.52E-02
3.63E-02
3.68E-02
3.72E-02
3.99E-02
4.03E-02
4.08E-02
4.09E-02
4.13E-02
4.17E-02
4.21E-02
4.30E-02
4.32E-02
4.35E-02
4.35E-02
4.37E-02
4.41E-02
4.47E-02
4.47E-02
4.50E-02
4.52E-02
4.57E-02
4.58E-02
4.61E-02

-1.19
1.16
-3.92
-3.47
-1.13
-1.83
1.22
-2.24
-1.29
1.26
-1.41
1.35
1.25
-2.38
1.19
-1.36
1.25
-3.23
1.15
-1.37
-1.23
-2.58
-1.41
-1.19
-1.17
-1.41
-1.13
-1.72
-1.31
1.15
1.36
1.26
-1.19
1.23
1.20
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hsa-miR-134_st
hsa-miR-588_st
ENSG00000212161_st
hsa-miR-944 st
hsa-miR-203_st
14q1-3_x_st
ENSG00000212434 st
ENSG00000199850 x_st

4.62E-02
4.65E-02
4.69E-02
4.87E-02
4.88E-02
4.92E-02
4.95E-02
4.98E-02

-2.46
1.16
1.19

-1.26

-1.71

-1.27
1.18

-1.18
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Apéndice 4. Caracterizacion de los genes estudiados

Tabla 1. Caracteristicas de los genes del kit Salsa MLPA KIT ME001-C2 Tumor suppressor -1.

GEN FUNCION TUMORES PROCESOS IMPLICADOS
TP73 Codifica para una proteina miembro de | Neuroblastoma Via de P73
la familia de p73 de factores de
transcripcion.
CASP8 Codifica para una proteasa de la familia | c&ncer géstrico, colon, Apoptosis
de las cisteina-acidoaspartato mama
(caspasas).
VHL Codifica para una proteina que es un Sd Von-Hippel-Lindau, Ubiquitinizacion de HIF.

componente de un complejo proteico
que incluye elongina B, elongina C, y
culina-2.

carcinoma renal de células
claras, feocromocitoma,
eritrocitosis
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RARB Codifica para un receptor hormonal en | Carcinoma hepatocelular, Metabolismo de los carotenos y de la
el ndcleo que se une al &cido retinoico | cancer de pancreas, cancer | vitamina A.
y media el crecimiento celular a través | de pulmdn microcitico
de la regulacion de la transcripcion.
MLH1 Es un hom6logo humano del gen mutL | Céncer de colon Reparacion del DNA
de reparacion de los desajustes de DNA | hereditario, cancer de
de la E.coli. mama
CTNNB1 Codifica para proteinas de uniones Cancer colorectal, Proteinas de uniones adherentes y
adherentes y también esta proteina se meduloblastoma y cancer via APC
une a productos del gen APC. de ovario
RASFF1 Codifica para una proteina similar a las | Carcinoma escamoso de Reparacion del DNA, arresto celular,

proteinas efectoras RAS

esofago, cancer de ovario,
cancer de mama

hipermetilacién de regiones
promotoras.
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FHIT Este gen engloba el sitio comun fragil Cancer de esofago, Metabolismo de purinas
FRA3B en el cromosoma 3, donde el estémago y colon
dafio carcinogénico inducido puede
conducir a traslocaciones y trascritos
aberrantes que se han encontrado en
diferentes canceres

CASR Codifica para un receptor acoplado a Cancer de mama, Sefalizacion a través de proteinas G
una proteina G que se expresa en colorectal
glandula paratiroides y ttbulo renal. Es
sensible a pequefios cambios del Ca
circulante y juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis mineral.

APC Este gen tiene una proteina supresora FAP (Poliposis Via de sefializacion de Whnt.
tumoral que act(la como antagonista de | Adenomatosa Familiar) Procesos de migracion y adhesién
la via de sefializacion de Whnt. celular, activacion de la transcripcién

y apoptosis

ESR1 Receptor de estrdgenos en el nlcleo Céncer de mama, cancer de | Via de sefializacion de estrégenos;
importante para la unién a hormonas, ovario, osteoporosis via de regulacion de la reabsorcion
union a DNA, activacion y de Calcio; red de transcripcion
transcripcion, que intervienen en las FOXA1l
funciones de desarrollo sexual y
funcién reproductiva.

PARK2 Funcién exacta desconocida. Es un Enfermedad de Parkinson, | Sistema inmune adaptativo; via de

componente del complejo de
multiproteinas E3 ubiquitina-ligasa,
que media la focalizacion de sustratos
proteicos par la degradacion en

cancer de pulmén, cancer
de ovario

sefializacion de alfa-sinucleina;
procesamiento de antigeno para
degradacidn por proteasoma y
ubiquitinizacion; procesamiento de
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proteasoma

antigeno para MHC I; via parkin-
ubiquitina proteasoma;
procesamiento proteico en RE;
protedlisis mediada por ubiquitina

CDK6 Esta kinasa fosforila y esto regula la Leucemia mieloide aguda, | Fase G1 del ciclo celular y transicién
actividad de la proteina supresora cancer de es6fago de G1/s
tumoral Rb células escamosas
CDKN2A Genera diferentes transcritos, Céncer de mama, Pc3y CDKA4. Fase G1 ciclo celular.
dependiendo de por donde se corte, carcinoma cel escamosas
dando lugar a diferentes isoformas. cabezay cuello,
lecucemialinfoblastica T,
cancer de pancreas,
CDKN2B Este gen codifica para una quinasa Leucemia mieloide, Via de CDK4, CDKG®, fase G1 ciclo
ciclin-dependiente inhibidora glaucoma celular
DAPK1 Esta quinasa es un mediador positivo Céncer bucal, cancer de Via de la apoptosis, via de IFN-
del interferon-gamma que induce ovario, cancer de cérvix gamma
muerte celular programada. Es un
candidato de supresor tumoral
CUGBP2 Regulacidn de splicing alternativo del Cancer de colon, cancer de | Pre-mRNAsplicing
pre-mRNA, edicion mRNA y mama
translacion
CREM Codifica para proteinas que actdan Carcinoma escamoso de Via activacion AMPc
como activadores y represores de la esdfago,
transcripcion y es un importante
componente de la respuesta del AMPc
PTEN Este gen codifica para una Cancer de colontumores Via AKT. Viawnt

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-

pancreaticos
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fosfatasa, lo que hace es desfosforilar
los sustratos

neuroendocrinos,
carcinoma hepatocelular

CD44 Codifica para una glicoproteina de la Cancer de vejiga, cancer de | Interaccién membranas, sefializacion
superficie celular. Interviene en la mama, leucemia aguda citoquinas en el sistema inmune,
activacion de linfocitos, recirculacion, linaje celular hematopoyético,
hematopoyesis y metéstasis tumoral degradacion matriz extracelular, via

del interferdn, metabolismo del
hialurénico, etc

GSTP1 Detoxificacion mediante la catalizacion | Céncer de mama, tumor de | Conjugacion del glutation,
de la conjugacion de componentes ovario metabolismo xenobidticos mediante
hidrofébicos y electroliticos con p450, via araquidénico-
glutation reducido epoxigenasa/epdxido hidrolasa,

respuesta celular al estrés,
carcinogénesis quimica.

ATM Controlador de puntos dentro del ciclo | Cancer de pulmén, ataxia Ciclo celular, fosforilacion de
celular Regulador a la baja de reparacion de proteinas, rotura de
supresores tumorales como p53 y doble hebra de DNA, apoptosis,
BRCAL1, punto de control celular de la autodegradacién de E3 ubiquitina
kinasa CHK2, punto de control de ligasa COP1, respuesta celular a
RAD17 y RAD9, proteina NBS1 de estrés.
reparacion de DNA

IGSF4/CADM1 | Adhesion celular de mastocitos Glioblastoma, enfisema Adhesién de moléculas,

pulmonar comunicacion celula-celula

TNFRSF1A Receptor TNF. Puede activar NF- Cancer gastrico, Sindrome | Apoptosis, via NF-kappaB, via de
kappaB, mediar apoptosis, regulacion de fiebre periddica, sefializacion de adipocitos
de la inflamacion. Alzheimer

TNFRSF7CD27 | Inmunidad células T, este receptor se Carcinoma hepatocelular, Receptor de interaccion citoquina-
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liga con CD70 y regula la activacién de
las células B y la sintesis de Igs y
también tiene funcion en la apoptosis.

linfoma difuso de células B

citoquina, NF-kappaB, MAPK8/INK

CDNK1B Control de que el ciclo celular pase a MEN4, cancer de mama, Ciclo celular, via PI3BK/AKT.
G1y la degradacion de su proteina es linfoma linfoblastico de
necesaria para que la celula pase de un | células B,
estado quiescente a proliferativo colangiocarcinoma

CHFR Punto de control del ciclo celular que Adenocarcinoma pulmaon, Punto control de la mitosis
regula la entrada de la mitosis. cancer endometrial

BRCA2 Mantiene la estabilidad del genoma, Céncer de mama, ovario, Reparacion DNA y mantienen
especialmente de las vias de glioma, meduloblastoma, estabilidad genémica.
recombinacion de homélogos para el cancer de pancreas.
reparto del DNA de doble cadena.

MLH3 Reparacidn de los desajustes del DNA | Céncer colorectal no Replicacién DNA, recombinacion

poliposico tipo 7 meiotica
(HNPCC7?)

TSC2 Estimula GTPasas especificas. La Esclerosis tuberosa Via AMPK, interacciones DAP12,
proteina actia como una chaperona de via PI3K/AKT, Sl adaptativo,
la hamartina efectores directos de p53

CDH1 Es una cadherina de la superfamilia de | Carcinoma endometrial, Adhesién celular
las caderinas. cancer de ovario, mama,

cancer gastrico hereditario,
tumor maligno de prostata,
tiroides
CDH13 Superfamilia de las caderinas Glioma, melanoma, Diferenciacion celular

desérdenes
cardiometabdlicos
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HIC1 Regulacion del crecimiento y gen Tumor de células renales, Regulacién crecimiento
supresor tumoral. cancer gastrico

BCL2 Codifica para una proteina de la Linfoma folicular, cancer Apoptosis
membrana mitocondrial, que bloquea la | de mama, leucemia
apoptosis. linfoblastica en nifios

KLK3 Codifica para una proteasa que se Céncer de prostata Via de sefializacion de los
encuentra en el liquido seminal cuya androgenos, factor de transcripcion
funcion es licuar el coagulo seminal. FOXAL

TIMP3 Las proteinas codificadas por este gen, | Carcinoma endrometrioide, | Matriz extracelular

son inhibidores de las
metaloproteinasas.

adenocarcinoma unién
gastroesofagica.
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Tabla 2. Caracteristicas de los genes mas implicados en los perfiles genéticos de los grupos de amplificacion de EGFR

GEN NOMBRE LOCALIZ. | FUNCION TUMORES PROCESOS IMPLICADOS
CDKN2A | Kinasa inhibidora | 9p21 Participa en la union | Melanoma, Ciclo celular, senescencia celular,
dependiente de de los factores de carcinoma de apoptosis, regulacién en el
ciclina 2A transcripcion, unién a | pancreas, cancer de | crecimiento celular, regulacion de
proteinas inhibidoras | mama, cancer la proliferacion celular
de la actividad de pancreatico,
transferasas paragangliomas
CDKN2B | Quinasa 12p13.1 Inhibidor de la Cancer de esofago, Ciclo celular, expresion de genes,
inhibidora actividad kinasa melanomas, transcripcion, diferenciacion
dependiente de dependiente de hepatoblastoma,
ciclina 2B ciclina. carcinoma.
CDH1 Caderinal 16¢22.1 Adhesion celular, Céncer de colon, Apoptosis, union célula-célula,
unién de proteinas. cancer pancreatico desestabilizacion de la matriz
extracelular, desarrollo neuronal,
sinapsis.
GSTP1 Glutation 11913.2 Catalizacion de la Céancer de mama, Adhesion célula-matriz, desarrollo

transferasa P1

conjugacion de
componentes
hidrofobicos y
electroliticos con
glutation reducido.

cancer, colorectal,
adenocarcinoma,

cancer de prostata,
cancer de es6fago

del SNC, regulacion via MAPK,
apoptosis, necrosis.
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PTEN Homologo de 10¢23.3 Codifica para una Carcinomas, cancer | Crecimiento y proliferacién
fosfatasa y tensina proteina supresora de | de ovario, de colon, | celular, apoptosis, angiogenesis,

tumores tumores cerebrales migracion, metabolismo.

SAMHDI | Dominos SAM y | 20qg12 Enzima que exhibe Colon, pulmon, Replicacion del VIH en las células
HD que contiene actividad pancreas, mamay dendriticas, macrofagos y
desoxinucledsido fosfohidrolasa, la cancer colorectal monocitos. Proliferacion de
trifosfato conversion de células neoplasicas.
hidrolasa 1 trifosfatos de

nucleotidos a
trifosfato y un
nucleodsido

VHL Von Hippel 3p25.3 Unidn de proteinas, Cancer de rifion, Morfogénesis celular, Respuesta
Lindau factor de carcinomas, celular a la hipoxia, apoptosis,

transcripcion, hemangioblastomas | proliferacion celular, transcripcion,
actividad ubiquitina Diferenciacion, protedlisis,
ligasa Angiogénesis.

CREM Elemento de 10p11.21 Codifica el factor de | Carcinomas Activador o como represor de la
respuesta transcripcion bZIP transcripcion. Baja expresion
modulador que se une al incrementa la invasion y la
CAMP/CREM elemento de migracion en carcinomas.

respuesta CAMP que
se encuentra en
muchos promotores
celulares. Es un
componente
importante de la
transduccion de
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sefiales mediada por
AMPc

LARGE Glicosiltransferasa | 22q12.3 Codifica una Meningiomas Reordenamientos genémicos
LARGE glicosiltransferasa especificos de tumores. Implicado
que participa en la en el desarrollo y progresion
sintesis de tumoral.
glicoproteinas y
glicoesfingolipidos
TP53 Proteina tumoral 17p13.1 Codifica para una carcinomas, Control del ciclo celular,
P53 proteina supresora de | astrocitomas, Apoptosis, senescencia, reparacion
tumores glioblastomas, del DNA, metabolismo,
meduloblastomas, diferenciacion y proliferacion
cancer de mama, celular.
leucemia,
neuroblastoma
MYBPC3 | Codifica miosina | 11p11.2 cMyBP-C regula el Mantenimiento de la funcién

cardiaca

posicionamiento de la
miosina y la actina y
participa en la
contraccion del
musculo cardiaco

cardiaca normal. La ausencia de
cMyBP-C da lugar a la hipertrofia
cardiaca severa.
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OCA2 Albinismo 15q Este gen codifica Melanoma Las mutaciones en el gen OCA2
oculocutaneo 11 una proteina de causa una interrupcion en la
membrana que produccion normal de melanina;
participan en el por lo tanto, generan problemas de
transporte de vision y las reducciones en el
moléculas pequefias, cabello, la piel y el color de ojos.
especificamente la
tirosina, que es un
precursor para la
sintesis de melanina.
MDM2 Murine doble 12g14.3- Actla como una Sarcomas, gliomas, | Regulador positivo de la
minute 2 g15 ubiquitina ligasa E3 osteosarcoma, proliferacion celular, apoptosis,
Y y como inhibidor retinoblastoma, ciclo celular.
de la activacion cancer de pancreas y
transcripcional de renal
p53.
PAH Fenilalanina 12qg23.2 Unioén de Hepatoma, cancer Redox, procesos catabolicos,
hidroxilasa aminoacidos, unién de préstata neurotransmision.
de cofactor
BCL2 Células B 18921.33 Union de proteinas, Melanoma, linfoma, | Proliferacién de células B,
Linfoma 2 factor de leucemia Diferenciacion células T,

transcripcion.

apoptosis, regeneracién del axon,
crecimiento celular, respuesta
celular en hipoxia, respuesta frente
a virus.
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