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RESUMEN

INTRODUCCION

Los tumores primarios del Sistema Nervioso Central (SNC) constituyen
alrededor de un 2% de todas las neoplasias en el adulto. Dentro de estos tumores,
los gliomas constituyen mas de un 60%, siendo el glioblastoma (GB) el tumor mas
maligno y frecuente con una supervivencia media de 15-18 meses.

Clasicamente, la Organizacion Mundial de la Salud ha ido estableciendo una
serie de criterios histopatoldgicos para el diagndstico y la clasificacion de los tumores
del SNC. En los ultimos aios, gracias al avance de las tecnologias de secuenciacion
masiva y a la mejora en el conocimiento de las alteraciones genéticas implicadas en
la biologia de estos tumores, la nueva clasificacién integra los factores moleculares
en el diagnéstico de los tumores del SNC.

Por el contrario, los avances en cuanto al tratamiento de estos tumores, y en
concreto el del GB, han sido escasos o nulos en la uUltima década. Desde 2005, el
tratamiento del GB sigue siendo el mismo, basandose en la cirugia, quimioterapia y
radioterapia. Sin embargo, aun siendo el GB un tumor de mal prondstico, existe un
pequeiio porcentaje de pacientes que consigue una supervivencia mayor de 2 afos.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Esta Tesis Doctoral parte de la hipdtesis de la existencia de pacientes con GB
cuyas supervivencias globales son mayores a la media sugiriendo la existencia de
diferencias entre estos tumores que podrian deberse, entre otros factores, a
diferencias en el tumor a nivel genético. En este sentido, las mutaciones en los genes
gue codifican para la enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH1 e IDH2) asi como la
metilacion del promotor del gen MGMT son bien conocidos como factores de buen
prondstico en GB. Aun asi, una fraccidn de pacientes sin estos factores moleculares
de buen prondstico presentan supervivencias largas.

Mediante la presente Tesis Doctoral se pretende analizar las diferencias a
nivel clinico, histolégico y genético entre los pacientes de GB con supervivencias
largas (mayores de 3 afos, grupo LTS) y aquellos con supervivencias dentro de la
media en GB (grupo Non-LTS). Se pretende identificar las caracteristicas clinicas,
histolégicas y moleculares que se asocian a un mejor prondstico en el GB de larga
supervivencia y en el subtipo de GB con células gigantes (GB-GC).

MATERIALY METODOS

Se extrajo ADN tumoral de 183 muestras de GB y se aplicaron técnicas de
secuenciacion masiva (NGS) utilizando un panel de disefio propio de 30 genes con el
fin de cubrir aquellas vias alteradas con mayor frecuencia en gliomas e importantes
para el diagndstico de estos tumores.

Para este estudio se seleccionaron pacientes de GB de manera prospectiva
(afios 2015-2019) y de forma retrospectiva aquellos con largas supervivencias y GBs
con presencia de células gigantes (1998-2005). Se incluyeron 39 pacientes de larga
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supervivencia (superior a 36 meses, LTS), que se compararon con 118 pacientes con
SG inferior a 36 meses (Non-LTS). Para el estudio de GB-CG se seleccionaron 36
pacientes.

RESULTADOS

Se utilizé la tecnologia de secuenciacion masiva con el panel GLIO-NGS-30
para clasificar y estudiar los pacientes con gliomas en base a sus caracteristicas
moleculares. La comparacion de los resultados obtenidos mediante NGS y los
resultados moleculares obtenidos mediante otras tecnologias, permitieron
corroborar la idoneidad del contenido incluido en el panel para el estudio de gliomas,
asi como su alta especificidad y sensibilidad en la deteccién de las alteraciones
moleculares de estos tumores (SNPs, INDELs y CNVs).

A nivel clinico, dentro del grupo LTS, hemos encontrado un mayor porcentaje
de pacientes con menos de 60 anos frente a los pacientes incluidos en el grupo Non-
LTS (74% vs 44%), con una mediana de edad de 51 y 62 afios respectivamente. Por
otro lado, aquellos pacientes incluidos en el grupo LTS tuvieron cirugias extensas, con
la extirpacion de mas de un 85% del tumor, mientras que aquellos pacientes incluidos
en el grupo Non-LTS tuvieron cirugias menos agresivas con extirpacion parcial del
tumor o biopsia del tejido tumoral. Atendiendo a la sintomatologia en el diagnéstico,
dentro de aquellos pacientes del grupo LTS encontramos un mayor porcentaje de
pacientes que debutaron con crisis epilépticas (37%). Sin embargo, dentro del grupo
Non-LTS la sintomatologia mas frecuente fue la cefalea (30%).

El andlisis mediante NGS reveld que el 28% de los pacientes LTS presentaron
mutaciones en los genes IDH1/2 frente al 1% dentro del grupo Non-LTS, presentando
aquellos pacientes con alteraciones en IDH1/2 mejores supervivencias globales
frente al resto (50 meses frente a 17, respectivamente).

Al analizar aquellos casos sin alteraciones en genes drivers como IDH1/2, BRAF
e histonas (H3F3A y HIST2H3B) (“GB-IDH no mutados”). Pacientes con alteraciones
en PTEN presentan mejores supervivencias globales frente al resto (24 vs 16 meses,
respectivamente) mientras que alteraciones en el promotor de TERT, CDKN2A y
PIK3CA se dan en mayor frecuencia en pacientes incluidos en el grupo Non-LTS
asociandose la alteracion de estos genes a una peor supervivencia global.

Los resultados obtenidos del andlisis de NGS destacan un pequeiio grupo de
pacientes dentro de nuestra serie (7 casos), con alteraciones en los genes implicados
en la remodelacién de la cromatina, ATRX y DAXX, sin alteraciones en otros genes
comunmente concurrentes como son IDH1/2 o H3F3A, y con mejores supervivencias
La reevaluacién de la histologia de estos pacientes reveld en 6 de ellos la presencia
de células gigantes multinucleadas en al menos un 20% de las células tumorales. Este
resultado, nos llevé a la realizacidon de un sub-estudio adicional de pacientes con GB
en cuya histologia se pudiera detectar la presencia de células gigantes multinucleadas
y sin mutaciones en genes driver concurrentes como IDH1/2 o H3F3A.

El analisis histoldgico de los tumores incluidos en este sub-estudio (36 casos)
reveld que el 50% de los pacientes presentaba mas de un 30% de células gigantes
multinucleadas en su histologia. Todos los casos incluidos presentaron alteraciones
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en TP53. El 73% de los casos con alteraciones en ATRX presentaron mas de un 30%
de células gigantes multinucleadas, frente al 4% de alteraciones en el promotor de
TERT.

Analizando la supervivencia global de aquellos tumores con células gigantes
multinucleadas en mas de un 30% presentaron mejores supervivencias frente al resto
(21 meses frente a casi 14).

Los resultados obtenidos se validaron mediante el analisis analogo al realizado
en la presente Tesis Doctoral de los datos moleculares y clinicos de 536 pacientes con
GB publicados dentro del proyecto TGCA (The Cancer Genome Atlas).

CONCLUSIONES

Nuestros resultados confirman la existencia diferencias que contribuyen a una
mejor supervivencia de aquellos pacientes con GB sin mutaciones en IDH que han de
ser analizadas con mayor detenimiento en series mayores de GB y con analisis mas
avanzados. Pacientes mads jévenes presentan mejores supervivencias globales al igual
que aquellos a los que se les practica resecciones quirdrgicas mas extensas del tumor
o aquellos que debutan con crisis epilépticas. Mutaciones en IDH1/2 y PTEN se
asocian a mejor prondstico dentro de nuestra serie y por el contrario mutaciones en
el promotor de TERT, PIK3CA y deleciones de CDKN2A se asocian a peor prondstico.

Finalmente, los resultados obtenidos en el andlisis GB con células gigantes
confirman las diferencias existentes entre estos y el GB “clasico” cuanto, a
supervivencia y alteraciones moleculares, caracterizandose por ser tumores con mas
frecuencia de alteraciones en p53, ATRX y menor frecuencia de alteraciones en EGFR
0 CDKN2A.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Primary tumours of the central nervous system (CNS) constitute about 2% of
all neoplasms in adults. Among these tumours, gliomas account for more than 60%,
with glioblastoma (GB) being the most malignant and frequent tumour with a median
survival of 15-18 months.

Classically, the World Health Organisation has established a series of
histopathological criteria for the diagnosis and classification of CNS tumours. In
recent years, thanks to advances in mass sequencing technologies and improved
knowledge of the genetic alterations involved in the biology of these tumours, the
new classification integrates molecular factors into the diagnosis of CNS tumours.

In contrast, there has been little or no progress in the treatment of these
tumours, particularly GB, in the last decade. Since 2005, the treatment of GB has
remained the same, based on surgery, chemotherapy and radiotherapy. However,
even though GB is a tumour with a poor prognosis, there is a small percentage of
patients who achieve a survival of more than 2 years.

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

This Doctoral Thesis is based on the hypothesis of the existence of patients
with GB whose overall survival rates are higher than average, suggesting the
existence of differences between these tumours that could be due, among other
factors, to differences in the tumour at the genetic level. In this sense, mutations in
the genes coding for the enzyme isocitrate dehydrogenase (IDH1 and IDH2) as well
as MGMT gene promoter methylation are well known as good prognostic factors in
GB. However, a fraction of patients without these molecular prognostic factors have
long survival times.

This doctoral thesis aims to analyse the clinical, histological, and genetic
differences between GB patients with long survival times (greater than 3 years, LTS
group) and those with average survival times in GB (Non-LTS group). The aim is to
identify the clinical, histological and molecular characteristics that are associated
with a better prognosis in long-surviving GB and in the GB subtype with giant cells
(GB-GC).

MATERIAL AND METHODS

Tumour DNA was extracted from 183 GB samples and Next Generation
Sequencing (NGS) were applied using an in-house designed panel of 30 genes to
cover those pathways most frequently altered in gliomas and important for the
diagnosis of these tumours.

For this study, GB patients were selected prospectively (years 2015-2019) and
retrospectively those with long survival and GBs with presence of giant cells (1998-
2005). Thirty-nine patients with long survival (greater than 36 months, LTS) were
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included and compared with 118 patients with OS less than 36 months (Non-LTS).
Thirty-six patients were selected for the GB-CG study.

RESULTS

Next-Generation-Sequencing technology with the GLIO-NGS-30 panel was
used to classify and study patients with gliomas based on their molecular
characteristics. Comparison of the results obtained using NGS and the molecular
results obtained using other technologies corroborated the suitability of the content
included in the panel for the study of gliomas, as well as its high specificity and
sensitivity in the detection of the molecular alterations of these tumours (SNPs,
INDELs and CNVs).

At the clinical level, within the LTS group, we found a higher percentage of
patients under 60 years of age compared to patients included in the Non-LTS group
(74% vs 44%), with a median age of 51 and 62 years respectively. On the other hand,
those patients included in the LTS group had extensive surgeries, with the removal of
more than 85% of the tumour, while those patients included in the Non-LTS group
had less aggressive surgeries with partial removal of the tumour or biopsy of the
tumour tissue. In terms of symptomatology at diagnosis, a higher percentage of
patients in the LTS group had seizures (37%). However, in the Non-LTS group, the
most frequent symptomatology was headache (30%).

NGS analysis revealed that 28% of LTS patients had mutations in IDH1/2 genes
versus 1% in the Non-LTS group, with those patients with IDH1/2 alterations having
better overall survival rates than the rest (50 months versus 17 months, respectively).

When analysing those cases without alterations in driver genes such as
IDH1/2, BRAF and histones (H3F3A and HIST2H3B) ("non-mutated GB-IDH"). Patients
with alterations in PTEN have better overall survival than the rest (24 vs. 16 months,
respectively) while alterations in the TERT promoter, CDKN2A and PIK3CA occur more
frequently in patients included in the Non-LTS group, with alterations in these genes
being associated with worse overall survival.

The results obtained from the NGS analysis highlight a small group of patients
in our series (7 cases) with alterations in the genes involved in chromatin remodelling,
ATRX and DAXX, without alterations in other common concurrent genes such as
IDH1/2 or H3F3A, and with better survival rates than the rest (30 months). Re-
evaluation of the histology of these patients revealed in 6 of them the presence of
multinucleated giant cells in at least 20% of the tumour cells. This result prompted us
to perform an additional sub-study of GB patients whose histology could detect the
presence of multinucleated giant cells and without mutations in concurrent driver
genes such as IDH1/2 or H3F3A.

Histological analysis of the tumours included in this sub-study (36 cases)
revealed that 50% of the patients had more than 30% multinucleated giant cells in
their histology. All cases included had TP53 alterations. Of the cases with ATRX
alterations, 73% had more than 30% multinucleated giant cells, compared to 4% with
alterations in the TERT promoter.
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Analysing the overall survival of those tumours with multinucleated giant cells
in more than 30% showed better survival compared to the rest (21 months vs. almost
14 months).

The results obtained were validated by analysing the molecular and clinical
data of 536 patients with GB published in the TGCA (The Cancer Genome Atlas)
project in a similar way to the one carried out in this doctoral thesis.

CONCLUSIONS

Our results confirm the existence of differences that contribute to better
survival in patients with GB without IDH mutations that need to be further analysed
in larger series of GBs and with more advanced analyses. Younger patients have
better overall survival as do those who undergo more extensive surgical resection of
the tumour or those who debut with epileptic seizures. Mutations in IDH1/2 and
PTEN are associated with better prognosis in our series, while mutations in the TERT
promoter, PIK3CA and CDKN2A deletions are associated with worse prognosis.

Finally, the results obtained in the GB analysis with giant cells confirm the
existing differences between these and the "classic" GB in terms of survival and
molecular alterations, characterised by tumours with a higher frequency of
alterations in p53, ATRX and a lower frequency of alterations in EGFR or CDKN2A.
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LIMITACIONES

Este trabajo presenta una serie de limitaciones. En primer lugar, la baja SG
media del GB (15-18 meses) imposibilita recoger pacientes con larga supervivencia
dentro del periodo de realizacion de esta Tesis Doctoral, por lo que para este analisis
se han tenido que buscar pacientes de manera retrospectiva a efectos de conseguir
una serie representativa de pacientes con larga supervivencia, con el consiguiente
riesgo de incluir un sesgo en el estudio.

Ademas, esto implica que el ADN obtenido de estas muestras retrospectivas
pueda estar mas fragmentado o generar mas artefactos en la secuenciacién debido a
la fijacién del tejido en parafina. Esta limitacién se ha tratado de minimizar
empleando criterios estrictos de analisis de resultados gendmicos y su validacién.

En segundo lugar, en los ultimos afios, el conocimiento acerca de las
alteraciones genéticas que subyacen al GB ha evolucionado de forma importante. De
esta manera, el disefio del panel de NGS (GLIO-NGS-30) deberia actualizarse para
incorporar el andlisis de alteraciones como las mutaciones en el promotor de TERT,
las ganancias y pérdidas del cromosoma 7 y 10, respectivamente, o las deleciones del
gen PTEN.

Por ultimo, se han analizado los genes alterados con mayor frecuencia dentro
del GB y con mayor implicacion clinica en estos tumores. Sin embargo, cabria tener
en cuenta la posibilidad de la existencia de alteraciones en otros genes a nivel
gendmico, transcriptomico o de proteina que pudieran ser relevantes en la
supervivencia y que no se han considerado en el presente trabajo.
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INTRODUCCION

1.  CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LOS
TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

1.1. Epidemiologia

Los tumores primarios del Sistema Nervioso Central (SNC) constituyen
alrededor del 2% del total de las neoplasias del adulto y son responsables del 2.5%
de las muertes por céncer, segln el Ultimo informe de la Organizacidn Mundial de la
Salud (OMS) del aiio 2020, siendo la tasa de incidencia de 3.5 nuevos casos por cada
100.000 habitantes/afio en el mundo y la tasa de mortalidad de 2.8 casos por cada
100.000 habitantes/afio (Global Cancer Observatory, International Agency for
Research on Cancer, OMS) (Figura 1).

VALOR ESTIMADO DEL NUMERO DE NUEVOS CASOS EN 2020
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Fuente: Agencia internacionalen investigacion en cdncer,
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Figura 1. Datos de nuevos casos de cdncer al afio. Figura adaptada del informe de la Organizacion
Mundial de la Salud de 2020. https://gco.iarc.fr/today/home.

En Espafia, los tumores primarios del SNC representan un 2% del total del
cancer en adultos, con aproximadamente 4.400 nuevos casos diagnosticados en el
ultimo afio (2021) [1]. Se calcula una incidencia de 8.73 nuevos casos por cada
100.000 habitantes/afio en varones y 5.41 casos en mujeres. Con respecto a la
incidencia en funcién de la edad, se observa el primer pico de incidencia en la
infancia, y un segundo pico a partir de la tercera década de vida. Este ultimo con un
maximo en los 54 afios para el conjunto de tumores del SNCy en los 62 afios para el
glioblastoma (GB) y el meningioma.
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La tasa de mortalidad en Espafia fue de 6 por 100.000 habitantes en hombres,
mientras que en mujeres fue de 4 por 100.000 habitantes, siendo responsable del 3%
de las muertes por cancer en el ultimo aino en Espaia [1,2] (Figura 2).
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Figura 2. Tipos de cdncer responsables de la mayor mortalidad en Espaiia. Estimacion para el afio 2020
(ambos sexos). Figura obtenida del informe de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) de
2021. www.seom.org

Dentro de los tumores del SNC, los tumores primarios mds frecuentes son los
gliomas (mas de un 60% del total), formando un grupo heterogéneo de neoplasias
con multiples tipos histolégicos y grados de malignidad.

En base a los ultimos datos arrojados por el registro de tumores del Sistema
Nervioso de Estados Unidos (afios 2012-2016) (Central Brain Tumor Registry of the
United States, CBTRUS) [3], el 30.2% de los tumores del SNC diagnosticados son
malignos, mientras que el 69.8% de los tumores son benignos. Dentro de los tumores
malignos diagnosticados, el mas frecuente es el GB (48.3%) (Figura 3).

Asi pues, a pesar de ser un conjunto de tumores poco frecuentes con una baja
incidencia con respecto al resto de tipos de tumores, los tumores del SNC suponen
un importante problema de salud debido a su alta tasa de mortalidad, siendo una
enfermedad de mal pronédstico.

36



INTRODUCCION

DISTRIBUCION DE TUMORES MALIGNOS DEL SNC POR SUBTIPO HISTOLOGICO

Tumores
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Tumores
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Figura 3. Distribucion de tumores del SNC por subtipo histolégico. Total: 122.569 casos (5 afios); media
de 24.514 casos por afio. Figura adaptada de Ostrom et al. CBTRUS Statistical Report [3]. *Incluye
gliomas malignos Not Otherwise Specified (NOS), tumores de plexo coroideo, otros tumores
neuroepiteliales, tumores neuronales y gliales-neuronales mixtos, tumores de la region pineal, otros
tumores craneales y espinales, tumores mesenquimales, lesiones melanociticas, otras neoplasias
relacionadas con las meninges, neoplasias hematopoyéticas, hemangioma. **Incluye el astrocitoma
pilocitico, astrocitoma difuso, astrocitoma anapldsico y variantes del astrocitoma.

1.2. Caracteristicas histopatoldgicas y clinicas del glioblastoma

EL GB es el tumor cerebral primario mas frecuente y agresivo; supone el 60-
75% de los tumores astrocitarios.

Histolégicamente se caracteriza por una poblacién heterogénea de células
neoplasicas de morfologia astrocitaria de aspecto fibrilar con atipia nuclear,
pleomorfismo y elevada actividad mitética, nucleos irregulares e hipercromaticos,
presencia de proliferacion microvascular y/o la presencia de necrosis (Figura 4). Esta
necrosis puede presentarse como una necrosis en pseudoempalizada, con un centro
necrético rodeado de mayor densidad de células neoplasicas [4] (Figura 4).

A nivel inmunohistoquimico, el GB presenta positividad para la proteina glial
fibrilar acida (GFAP) y OLIG2. El indice de proliferacién celular, Ki67, es positivo,
habitualmente en torno a un 20% de las células [5].

Tradicionalmente se ha hablado de GB primario y secundario, diferenciando
aquellos GB cuya primera manifestaciéon es ya un tumor de grado 4 (primario), de
aquellos que se originan tras la progresién de un tumor de menor grado (secundario).
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Sin embargo, a raiz de los recientes hallazgos moleculares, esta diferenciacién no esta
aconsejada actualmente por la nueva clasificacidon de la OMS de 2021 [15].

Figura 4. Microfotografias de cortes de tejido tumoral de GB tefiidos con Hematoxilina-Eosina. A) Se
muestran células neopldsicas de morfologia astrocitaria de aspecto fibrilar con atipia nuclear,
pleomorfismo y elevada actividad mitdtica (flechas). Imagen tomada a 400 aumentos. B) Se observa
necrosis empalizada y proliferacion microvascular. Imagen tomada a 25 aumentos. C) Necrosis en
empalizada en tejido tumoral de GB. Imagen tomada a 100 aumentos. D) Se muestran numerosas
zonas con proliferacion microvascular. Imagen tomada a 100 aumentos.

La presentacion clinica del GB varia en funcién de la localizacién de la lesion,
presentandose frecuentemente en Iébulo temporal, frontal y parietal [6]. Los GB-
IDHwt (GB-IDH no mutados) afectan a pacientes de todas las edades, aunque son mas
frecuentes en la poblacién adulta con un pico de incidencia entre los 75 y los 84 aiios,
y con una mediana de edad de 69 afios. La relacién hombre/mujer es de 1.6 [3]. En
aquellos casos de GB-IDH mutado (actualmente denominado astrocitoma IDH
mutado grado 4, segln se comentara en apartado 3) la edad mediana de
presentacion esta en torno a los 44 afios, y la relacion hombre/mujer es de 1.05 [7].

Los sintomas mas frecuentes de inicio de la enfermedad son crisis epilépticas,
alteraciones en el comportamiento, alteraciones motoras y otros sintomas derivados
del aumento de presién intracraneal [8].
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1.3. Prondstico, tratamiento y supervivencia del GB

Dentro de los factores prondsticos considerados en los gliomas, se encuentran el
tipo y grado histoldgico, las alteraciones genéticas y moleculares, el estado funcional
(indice de Karnofsky), la edad y la presencia de tumor residual tras la cirugia [2].

- Estado funcional: Se mide con el indice de Karnofsky (KPS) y hace referencia a
la capacidad del paciente para hacer una vida mas o menos independiente en
cuanto a sus actividades bdsicas de la vida diaria (cuanto menor es el KPS me-
nos capacidad de realizar tareas diarias). En funcidn del indice KPS el impacto
frente a ciertos tratamientos puede variar de manera que se trata de un factor
importante en la toma de decisiones de tratamiento. A menor KPS, peor pro-
nostico.

- Edad: De manera general, cuanto mas jovenes mejor prondstico.

- Tipoy grado histolégico: Es de gran importancia la clasificacion tumoral, esta-
blecer el tipo histolégico y el grado de malignidad para predecir un prondstico
adecuado y establecer un tratamiento. Como se ha mencionado con anterio-
ridad, el GB presenta un grado de malignidad elevado (grado 4) presentando
un peor prondstico frente a otros tipos de tumores gliales infiltrantes.

- Alteraciones genéticas y moleculares: Ademas del tipo histoldgico y grado de
malignidad, en los ultimos afios el conocimiento de los factores genéticos que
subyacen al GB es fundamental para establecer un diagndstico preciso y, aun-
gue de momento no existan tratamientos individuales basados en las altera-
ciones moleculares del tumor, si son factores prondsticos. Por ejemplo, la mu-
tacion en IDH constituye un factor prondstico favorable, mientras que las al-
teraciones en el promotor del gen TERT en el GB suponen un factor prondstico
desfavorable.

- Tumor residual tras la cirugia: La reseccion quirdrgica amplia (la mas extensa
posible conservando la funcién neurolégica) se ha relacionado con una mayor
supervivencia frente a una extirpacion parcial o una biopsia del tumor, como
se expone en diferentes trabajos [9, 10].

En cuanto al tratamiento del GB, hoy en dia se trata mediante cirugia con la
maxima reseccién posible del tumor seguido del tratamiento estandar, el cual desde
el afio 2005 consiste en radioterapia (RT) con temozolomida (TMZ) concomitante y
adyuvante [11, 12]. En aquellos tumores en los que no es posible su reseccién,
generalmente se aconseja la toma de una muestra mediante biopsia con el fin de
establecer un diagndstico histolégico y molecular definitivo del tumor [13].

La TMZ es un agente alquilante cuyo mecanismo de accién consiste en la
capacidad que tienen los metabolitos del farmaco MTIC (monometil-
triazenoimidazol-carboxamida) en metilar el ADN, mayoritariamente en las bases
guanina. Como resultado de esta metilacidn, se produce la degradacién del ADN vy
apoptosis celular al no poder actuar el mecanismo de reparacién del ADN (Figura 5)
[14].
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Figura 5. Mecanismo de accién del farmaco Temozolomida. Figura obtenida de Wesolowski et al.
2010 [14].

En el momento actual, el GB se considera un tumor incurable, y a pesar de los
avances en cuanto al conocimiento de la biologia de estos tumores, se han producido
pocas mejoras con respecto a su tratamiento, manteniéndose el mismo esquema
desde el afio 2005.

De la misma forma, tampoco se han producido mejoras en cuanto a la
supervivencia global, siendo la supervivencia media de los pacientes con GB de 15-18
meses tras tratamiento estdndar [15]. Sin embargo, una pequefia proporcion de
pacientes, entre el 2 y 8%, viven mas de dos afios, y menos del 3% viven mas de 5
afos [3, 4, 16, 17]. A estos pacientes se les denominan largos supervivientes.

Se han estudiado numerosos factores que pueden estar asociados a la larga
supervivencia de los pacientes con GB, como son la edad, el volumen tumoral, Ia
localizacion unilateral o bilateral del tumor, el tamano de la reseccién o el
tratamiento adyuvante [18]. Sin embargo, con respecto a las alteraciones
moleculares, todavia no se han determinado cuales son los factores asociados a esta
larga supervivencia de los pacientes. Se ha descrito que un menor indice de
proliferacion Ki67, la metilacidn del promotor de MGMT, las mutaciones en IDH, la
ausencia de amplificacién de EGFR y la ausencia de mutaciones del promotor de TERT
se asocian a mejor prondstico, pero las caracteristicas histopatoldgicas y moleculares
gue se asociacion a la larga supervivencia de los pacientes no estdn del todo
establecidas [19, 20, 21].
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2. ALTERACIONES MOLECULARES EN GLIOMAS DIFUSOS

En los ultimos afios se ha producido un gran avance en el conocimiento de las
alteraciones genéticas de los tumores gliales, propiciado fundamentalmente por los
avances en las nuevas tecnologias, y en particular, por las técnicas de secuenciacién
masiva.

2.1. Mutacion de los genes IDH1/IDH2 (IDH)

En 2008 se publicd por primera vez la identificacion de mutaciones en el gen
IDH1 (Isocitrato deshidrogenasa 1) en el GB [22]. En este trabajo, el 12% de los GB
analizados presentaron una mutacion recurrente en IDH1, mayoritariamente en
pacientes jovenes con GB secundarios, que se asociaba con un mayor tiempo de
supervivencia.

Estudios posteriores detectaron que las mutaciones en IDH1 se encuentran
en mayor frecuencia en gliomas difusos de bajo grado (grados 2 y 3) (63-88%) y GB
antes llamados secundarios (76-82%), mientras que la frecuencia en GB (previamente
llamados primarios) es minima (5-7%) [23].

Dentro de las mutaciones que pueden darse en IDH1, la mutacién mas
frecuente descrita en gliomas se produce en el codén 132 (c.395G>A, R132H),
presente en el 90% de los gliomas con mutaciones en IDH1 [23]. En gliomas, se han
descrito con menor frecuencia otras mutaciones en el mismo codén: R132C (3.6—
4.6%), R132G (0.6—3.8%), R132S (0.8-2.5%) y R132L (0.5-4.4%) [2, 3, 4].

Por otro lado, aunque menos frecuente, también se han identificado
mutaciones en la proteina homologa, IDH2, y de igual manera éstas se asocian a
pacientes jovenes y con mejor supervivencia. Las mutaciones en el gen IDH2 se dan
con mayor frecuencia en tumores de estirpe oligodendroglial (5%), mientras que en
tumores astrocitarios la frecuencia de mutaciones en IDH2 es practicamente nula
[24].

Las mutaciones en el gen IDH2 se localizan en el codén 172, analogo al codén
132 de IDH1, siendo la variante R172K la mas frecuente [25]. Las mutaciones en IDH1
e IDH2 son excluyentes [26].

IDH es una proteina con actividad enzimatica implicada en el metabolismo del
citrato. Las mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 producen una ganancia de funcién
de la proteina que genera la sobreproduccidon del oncometabolito 2-hidroxiglutarato
(2HG). Como consecuencia de esta sobreproduccién se produce una desregulaciéon
celular que induce la hipermetilacidon del ADN, incluyendo la metilacion de regiones
promotoras de genes importantes en diferenciacion celular, silenciando su expresion.
Como consecuencia, se produce un incremento en la tumorogénesis celular y una
autorrenovacion celular [27] (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la alteracion del metabolismo en células con mutaciones en IDH. El incremento
en la produccion de 2HG, como consecuencia de la ganancia de funcién de IDH1 actua como inhibidor
competitivo de enzimas dependientes de a-cetoglutarato (aKG). El incremento en 2HG produce un
incremento en el nivel de metilacion del ADN por inhibicion de las enzimas que actuan en la
demetilacion del ADN (TET citosina hidrolasas y las histon-lisina-demetilasas). El oncometabolito 2HG
produce ademds un incremento de HIF1-a como consecuencia de la inhibicion de enzimas HIF
hidroxilasas, lo que supone un incremento en la angiogénesis como consecuencia del incremento del
factor de crecimiento endotelial VEGF. Figura adaptada de Waitkus M et al. [29]

Tras la publicacién de 2008, en la que se describian por primera vez
mutaciones en IDH1 en GB, se publica al afio siguiente un estudio en una de las
primeras grandes series en la que se describen mutaciones en IDH1 y en su gen
homadlogo IDH2 en tumores del SNC (Figura 7).
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Figura 7. Mutaciones detectadas en IDH1 e IDH2 y la frecuencia observada de estas mutaciones en
tumores del SNC. Figura obtenida del estudio de Yang et al. [28].
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2.2. Alteraciones en genes implicados en el mantenimiento de los
telémeros

Los teldmeros son regiones que contienen secuencias repetitivas de ADN y
que se encuentran en los extremos de los cromosomas. Estas regiones tienen una
secuencia especifica de nucledtidos, TTTAGG, que es reconocida como el final del
cromosoma.

La funcién principal de los telémeros es la de mantener la estabilidad
estructural de los cromosomas. Cada vez que una célula se divide, los telémeros se
vuelven mas cortos. A medida que se producen los ciclos de division celular, los
teldmeros se van acortando hasta alcanzar una longitud critica que hace que la célula
entre en un punto de senescencia en el que ya no puede dividirse mas, llevandola a
la apoptosis. De esta manera, los teldmeros actian como sefial de limite de division
celular, con el fin de no perder parte del ADN cromosdmico importante para el
funcionamiento celular en cada ciclo si la célula siguiera dividiéndose. Este es asi un
mecanismo de proteccién celular frente a la adquisicion de mutaciones, deleciones o
reordenamientos cromosémicos que pudieran resultar en un proceso oncogénico
como consecuencia de los numerosos ciclos de divisidn celular [30, 32, 33, 34] (Figura
8).
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Figura 8. Factores que afectan al acortamiento de teldmeros. Los telomeros se acortan en cada ciclo
de division celular progresivamente debido a la replicacion incompleta del ADN hasta alcanzar un
punto critico en el que la célula entra en senescencia o apoptosis, o bien en un proceso tumoral. Figura
adaptada de Fan et al. [31]

El estudio sobre el mecanismo del mantenimiento de la longitud de los
teldmeros ha supuesto un gran avance en el conocimiento del proceso tumoral. Se
ha descrito que en las células tumorales la longitud de los teldmeros se mantiene, no
produciéndose el acortamiento de éstos como consecuencia de diferentes procesos
como pueden ser la edad, el estilo de vida, la regulacidon epigenética, etc. Como
consecuencia de este mantenimiento en la longitud de los telémeros, la célula no
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entra en fase de apoptosis y/o senescencia y, de esta manera, la célula puede auto
dividirse de manera infinita, siendo ésta una de las caracteristicas principales de las
células cancerosas [33].

- Mutaciones en el promotor del gen TERT (pTERT)

El gen TERT (Telomerase reverse transcriptase), localizado en el cromosoma
5p15.33, codifica para la subunidad catalitica de la telomerasa, TERT, la cual es
esencial para la replicacion y extension de los telémeros. La actividad de TERT se
inactiva en las células adultas mediante represidn de la transcripcidon del gen [35, 36,
37].

La reactivacion de TERT mediante la regulacion de su expresidn es un
mecanismo necesario para la transformacién de una célula normal en cancerigena.
El 90% de los tumores reactivan la expresién de TERT, provocando la sobreexpresiéon
de la proteina y en consecuencia un incremento en su actividad que conlleva al
mantenimiento de la longitud de los telémeros y la inmortalidad celular [39] (Figura
9).

En relacién con la activacion de la telomerasa, se han descrito tanto
mutaciones en el promotor del gen TERT (pTERT), como variaciones en el patrén de
metilacion de su region promotora [40], siendo el mecanismo de activacion mediante
mutaciones el mas frecuente. De las mutaciones descritas, se han identificado dos
especificas (hotspot) en el promotor del gen: ¢c.-124C>T en la posicidén chr5:1,295,250
(hg19) (C250T) y c.-146C>T en chr5:1,295,228 (hg19) (C228T). Estas mutaciones son
mutuamente excluyentes [40].
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Figura 9. Mecanismo de accion de TERT. Figura adaptada de Killela et al. [38].

Diferentes estudios sobre el estatus mutacional del promotor de TERT en
gliomas han demostrado que el oligodendroglioma presenta frecuentemente
mutaciones en el promotor de TERT (75%-97%) [41, 42, 43, 44]. Por otro lado, dentro
de los astrocitomas, el GB IDH-no mutado es el tumor con mayor frecuencia de
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mutaciones en pTERT, variando entre el 50 y el 87% segun los estudios [41, 42, 43,
44], y siendo la mutacién C228T la mas frecuente en los GBs (en torno al 75% de los
Casos).

Se ha descrito que aquellos pacientes de gliomas con mutaciones en IDH vy
PTERT muestran mejores supervivencias que aquellos que presentan sélo IDH
mutado [46], siendo el 96.3% de estos casos pacientes con tumores
oligodendrogliales que presentan la co-delecion de 1p/19q, un factor de buen
prondstico. Sin embargo, en los GBs, IDH-no mutados, las mutaciones en pTERT se
asocian a peor pronéstico [44].

- Alteraciones en ATRX

Aunque la reactivacién de la telomerasa TERT sea el mecanismo mas comun
descrito en el mantenimiento de la longitud de los telémeros, se ha descrito otro
mecanismo independiente de telomerasa para el mantenimiento de la longitud
telomérica, conocido como alargamiento telomérico alternativo (ALT, del inglés
Alternative Lengthening of Telomeres) [45,46].

El gen ATRX (a-Thalassemia/mental retardation-syndrome-X-linked) codifica
para una proteina que conforma una de las subunidades del complejo remodelador
de cromatina. ATRX junto con DAXX, otra proteina implicada en el complejo
remodelador de cromatina, se encargan de la incorporacion de la histona H3.3 en |la
cromatina y los teldémeros. De esta manera, se modula la activacién o represién
transcripcional, mantenido la estabilidad gendmica [47].

Las alteraciones en estas proteinas interrumpen el ensamblaje de
nucleosomas teloméricos mediados por la histona H3.3, desencadenando un proceso
de des compactacién de los teldmeros que acaba con la pérdida de funcién de la
replicacion telomérica. Asi, las células activan la via de reparacién del ADN, ALT, como
mecanismo alternativo para el mantenimiento de la longitud de los telémeros. Como
consecuencia de esta activacion se produce una recombinacién homéloga y copia de
secuencias teloméricas completas de un cromosoma a otro sin afectar a la longitud o
la integridad de la secuencia copiada. De esta forma, se mantiene la longitud
telomérica y la célula entra en un estado de inmortalidad (Figura 10) [48].
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Figura 10. Mecanismo de accion del complejo ATRX/DAXX. Figura adaptada de Haberler C et al [48].
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En gliomas, las alteraciones en ATRX se encuentran en tumores astrocitarios
asociadas a mutaciones en IDH [49], siendo las alteraciones en el gen ATRX causantes
de una disminucidén en la produccion de proteina. Las alteraciones que se producen
en el gen pueden producirse a lo largo de toda su secuencia, por lo que en la rutina
diagnodstica el estudio de ATRX se realiza mediante estudio de la expresién de la
proteina por inmunohistoquimica [49].

2.3. Principales alteraciones de las vias de sefializacion en el GB

En 2008, gracias al programa TCGA (del inglés, The Cancer Genome Atlas), se
realizé el estudio de las caracteristicas gendmicas y transcriptémicas de 206 GBs. Este
estudio reveld que las vias de sefalizacion mds importantes alteradas en el GB son la
via de p53, la via de retinoblastoma Rb y la via RTK (receptor tirosin kinasa) /RAS/PI3K
(fosfatidilinositol 3 kinasa). Dentro de cada una de estas vias hay diferentes genes
alterados con diferentes frecuencias y tipo de alteraciones [52].

Estos datos se ampliaron en 2013 con el estudio de 543 GBs por parte del
grupo de trabajo del TCGA liderado por el Dr. Brennan. En dicho estudio se
confirmaron los resultados previos obtenidos en cuanto a la definiciéon de las
principales vias de sefializacién alteradas en GB, la frecuencia de alteraciones de los
diferentes genes implicados y el tipo de alteraciones encontradas [53] (Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia y tipos de alteraciones detectadas en los diferentes genes de las principales vias
de sefializacion alteradas en GB. Figura adaptada de Brennan et al. 2013 [53] y The Cancer Genome
Atlas (TCGA) Research Network, 2008 [4].
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Como se observa en la figura anterior, la via de p53 se encuentra alterada en
un 85% de los tumores a través de mutaciones o deleciones del gen TP53 (28%), o de
alteraciones en algunos de los genes inactivadores de p53, como son las
amplificaciones de los genes MDM1/2/4 (15%) y deleciones de genes represores
como CDKN2A (58%). Los resultados del grupo TCGA demostraron que las
alteraciones de TP53 eran excluyentes con aquellas amplificaciones en los genes de
la familia MDM vy las deleciones de CDKN2A. Con respecto a la via de retinoblastoma
(RB), el 79% de los tumores tienen al menos una alteracién en los genes implicados
en dicha via. El 8% de los casos tienen mutaciones/deleciones del gen RB1, el 15%
amplificaciones de CDK4/6 y el resto deleciones de CDKN2A.

Con respecto a la via RTK/RAS/PI3K, el 90% de los casos presentan
alteraciones en alguno de los genes implicados en esta via. El 67% de los GBs tienen
alteraciones en algun gen codificante de alguno de los receptores tirosin kinasa,
siendo la mas frecuente la amplificacién del gen EGFR (57.4%), que promueve la
divisién y migracion celular bloqueando la apoptosis [54, 55]. El 13% de los casos
presentan amplificaciones/mutaciones del gen PDGFRA, aproximadamente un 2%
amplificaciones del gen MET y, en menor frecuencia (3%), amplificaciones de
FGFR2/3.

Las mutaciones en los genes que codifican para las subunidades cataliticas de
la proteina PI3K, PIK3R1 y PIK3CA, se encuentran en un 25.1% de los GBs, y son
mutuamente excluyentes con las mutaciones/deleciones del gen PTEN. PTEN regula
los niveles de PIP3 (fofatidilinositol 3,4,5 trifosfato) a través de la inhibicion de la via
de sefalizacion AKT. La alteracién de PTEN provoca el cumulo de PIP3 en el
citoplasma, provocando la activacién permanente de la via AKT. Por ultimo, un 10%
de los GBs tienen deleciones en el gen NF1 y un 2% mutaciones en el gen BRAF.

2.4. Metilacién del promotor del gen MGMT en el glioblastoma

La metilacién del ADN consiste en la incorporacion de un grupo metilo (CH3)
en la posicién 5°de las citosinas que preceden a guaninas (dinucledtido CG). Esta
metilacion se da frecuentemente en regiones ricas en GCs, las islas CpGs, localizadas
mayoritariamente en las regiones promotoras de genes. La metilacidn de las islas
CpGs en los promotores de los genes se asocia al silenciamiento de su transcripcién,
y se realiza gracias a enzimas ADN metiltransferasas.

El gen MGMT, codifica para la proteina reparadora del ADN, 06-
metilguanidina-ADN-metiltransferasa, cuya funcién es el mantenimiento de la
integridad del ADN mediante eliminacidon de grupos metilo. Se trata asi de una
proteina reparadora de ADN implicada en la defensa frente a mutagénesis y toxicidad
producida por agentes alquilantes [56].

El tratamiento estandar en GB incluye la quimioterapia con el agente
alquilante TMZ, induciendo asi la apoptosis celular. De esta manera, el silenciamiento
de la expresién de MGMT, cuando el promotor esta metilado, implica una inhibicion
de la reparacién del ADN, haciendo a las células mas sensibles al tratamiento con
agentes alquilantes. De esta manera, el estudio de la metilacién del promotor de
MGMIT tiene un valor predictivo de respuesta a tratamiento [57].
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3.  DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO Y MOLECULAR DE LOS
TUMORES GLIALES: CLASIFICACION DE LA ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD

3.1. Generalidades

El diagndstico histopatoldgico de los tumores del SNC se basa en la
clasificacién que establece la OMS, organismo que lidera la clasificacién histolégica
de todas las neoplasias [4, 5]. La OMS publicé la primera clasificacion de los tumores
del SNC en 1979, sucediéndose tres ediciones mas en 1993, 2000 y 2007, asi como
una actualizacion en 2016 previa a la clasificacién actual de 2021 (52 Edicién) [15]. La
mejora en el conocimiento histopatolédgico y molecular de estos tumores a lo largo
del tiempo se ha se ha visto reflejada en los cambios producidos en las sucesivas
ediciones. La Ultima versién ha cambiado por completo el proceso de diagnodstico, ya
gue integra, por primera vez, caracteristicas histopatoldgicas y moleculares, mientras
que las clasificaciones anteriores se basaban Unicamente en criterios morfoldgicos
para definir las entidades.

De manera tradicional, la clasificacidn histolégica de los tumores del SNC se
realizaba de acuerdo con el tipo de células gliales a las que mas se asemejaba
morfolégicamente el tumor, clasificdndose en tumores astrocitarios,
oligodendrogliales o mixtos. Posteriormente, se afiadia el grado tumoral al subtipo
histoldgico, aportando asi informacién sobre el comportamiento biolégico del tumor,
su grado de malignidad.

El grado tumoral en los gliomas es un factor que influye en la eleccion del
tratamiento, pudiendo determinar la necesidad de utilizar tratamientos mds o menos
agresivos, como radioterapia y/o quimioterapia adyuvante, o incluso el régimen de
tratamiento a aplicar. Cladsicamente, el grado de malignidad se ha definido en base a
criterios histolégicos como la presencia de atipia celular, figuras de mitosis, necrosis
y/o proliferacién microvascular [58]. Sin embargo, recientemente, en la nueva
clasificaciéon de 2021, algunas alteraciones moleculares como la mutacion de
promotor del gen TERT, la amplificacidon del gen EGFR, la ganancia del cromosoma 7
junto con la pérdida del cromosoma 10, o la delecién en homocigosis del gen CDKN2A
cobran ahora importancia para la asignacion del grado de malignidad [15].

En la actualidad, el patrén infiltrante del tumor respecto al parénquima
cerebral adyacente también tiene mayor importancia en la clasificacién de los
gliomas de 2021, diferenciandose los tumores gliales difusos e infiltrantes (grados de
malignidad 2 a 4) de los tumores gliales bien delimitados y circunscritos
(generalmente de grado 1).

Los tumores de grado 1 presentan un bajo potencial de proliferacion, con
posibilidad de curacién realizando solamente reseccién quirdrgica. Sin embargo, los
tumores gliales de grado 2, que son infiltrantes a pesar del bajo nivel proliferativo,
recurren con frecuencia y tienden a avanzar a grados mas altos de malignidad. Los
tumores de grado 3 presentan mayor potencial proliferativo, mostrado por la
presencia de caracteristicas histolégicas de malignidad (atipia, mitosis), mientras que
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los tumores mas malignos, de grado 4, presentan atipia celular, pleomorfismo celular,
mitosis, proliferacién microvascular, necrosis o determinados factores moleculares
de mal prondstico mencionados anteriormente.

Los avances en el conocimiento de las caracteristicas moleculares de los
gliomas en estas dos ultimas décadas [59, 60, 61, 62] demostraron que dentro de
cada entidad de glioma definida histoldgicamente existe una importante variabilidad
clinica que podia explicarse por factores genéticos subyacentes. Por ello, es en la
actualizacion de la clasificacion de la OMS de tumores del SNC de 2016 [5] cuando se
incluyen las alteraciones moleculares, ademas de las caracteristicas histoldgicas, con
el fin de realizar un diagndstico “integrado” del tumor que sea aplicable para el
diagnéstico, el prondstico, que tenga un valor predictivo, y que permita asi realizar
un tratamiento individualizado del paciente. De esta manera, los tumores ya no sélo
se definen por su aspecto al microscopio, sino también por las alteraciones
moleculares presentes. Por lo tanto, es importante la utilizacién de biomarcadores
moleculares para realizar un diagndstico mas preciso de los gliomas, asi como para
establecer un pronéstico clinico y un tratamiento personalizado.

En el caso de los gliomas, en la actualizacion de 2016 se introducen ya
marcadores moleculares clinicamente relevantes:

i)  Mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 (IDH) en astrocitomas difusos, asociadas
a prondstico favorable [63].

ii) Codelecidon de los brazos cromosdmicos 1p y 199 en tumores de origen
oligodendroglial (oligodendrogliomas).

iii) Pérdida de expresidon de la proteina ATRX o mutaciones en el gen ATRX, que
seasocia a tumores de estirpe astrocitaria.

iv) Mutaciones en el promotor del gen TERT, en GB IDH-no mutados.

v) Mutaciones en el gen H3F3A (K27), que se dan sobre todo en gliomas
infantiles y de adultos jévenes de localizacién en linea media asociados a un
prondstico desfavorable [60].

vi) Mutaciones en el gen BRAF (V600E), asociados a GB epiteloide o el
xantoastrocitoma pleomorfico.

vii) Metilacién del promotor del gen MGMT, que se asocia a una mayor respuesta
a farmacos alquilantes como la temozolomida [764].

Tras la actualizacion de 2016, en la nueva clasificacion de 2021 destacan los
siguientes cambios (Figura 12) [65]:

i) Todos los astrocitomas difusos IDH-mutados se consideran como un unico tipo
tumoral, eliminandose asi los 3 subtipos diferentes dentro de esta categoria
(astrocitoma difuso, el astrocitoma anaplasico o el GB IDH mutado), quedando
englobados todos ellos como “astrocitoma IDH-mutado” e incluyendo el grado
2,3 04 en funcidn de los diferentes pardmetros histoldgicos y moleculares.

ii) El grado de los astrocitomas IDH mutados ya no sdlo depende de parametros
histolégicos, sino que se incluye el estudio de la delecién homocigota de los
genes CDKN2A/B, de manera que aquellos astrocitomas IDH mutados con
delecién homocigota de CDKN2A/B se clasifican como grado 4, aln en ausencia
de proliferacién microvascular o necrosis en la histologia.
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Para aquellos astrocitomas difusos IDHwt, la deteccion de mutaciones del
promotor del gen TERT, la amplificacion del gen EGFR o la ganancia del
cromosoma 7 junto con la pérdida del cromosoma 10 serian suficientes para
asignar un grado 4 de malignidad y el diagndstico de GB-IDHwt.

Se introduce el término “NEC” para hacer referencia a aquellos tumores cuyas
pruebas diagndsticas han sido completadas pero los resultados “no encajan” en
alguno de los tipos de tumor establecidos en la nueva clasificacién de la OMS,
debido a incongruencias entre la clinica, la histologia, los estudios
inmunohistoquimicos y/o genéticos.

Se mantiene el término “NOS” en el diagndstico ya introducido en la
actualizacion de la clasificacion de la OMS de 2016 para hacer referencia a
aquellos tumores cuyo estudio molecular no ha podido completarse.

Glioma ]

( IDH-Mutado ) IDH-No Mutado

. 1 l
Co-dlecion 1p/19q + Una o varias de las sigulentes

Amplificacion de EGFR

l -Mutaciones en pTERT
- +Chr7/-Chr10
1 -Proliferacion microvascular
Astrocitoma -Necrosis
Oligodendroglioma
.
-Proliferacion
. microvascular Glioblastoma IDH-
-Proliferacion -Necrosis no mutado grado 4
microvascular NO l l S
-Necrosis
-Mitosis A R DH
NO i——ﬁs i | stroctioma S
Astroctioma IDH mutado grado 4

mutado grado 2/3

Oligodendrogli Oligodendrogli
grado 2 grado 3
Mnos«sl

Delecion homocigota

CDKN2A/B
NO ]

Astroctioma IDH- Astroctioma IDH-
mutado grado 2 mutado grado 3

Figura 12. Criterios histolégicos y moleculares en el diagndstico y clasificacion de los tumores gliales
segun la clasificacion de la OMS de 2021. ATRX+ hace referencia a la positividad inmunohistoquimica
(tincidn positiva) de la proteina ATRX. ATRX- hace referencia a la negatividad en cuanto a la tincion
inmunohistoquimica (sin tincion en las células tumorales pero positiva en un control interno) y por
tanto, pérdida de expresion de la proteina en el tumor.
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3.2. El GB en la nueva clasificacion de la OMS

Es en la actualizacion de la OMS 2016 cuando se dividen los GB en dos: GB-
IDHmut y GB-IDHwt [3, 5].

Desde el punto de vista molecular, en esta clasificacion se establece que el
GB-IDHwt puede presentar amplificacion de EGFR, mutaciones de PTEN, mutacidn
del promotor de TERT y perdida del cromosoma 10 [5], mientras que el GB-IDHmut
se caracteriza por presentar alteraciones en TP53 y ATRX [8] (Tabla 1).

Tabla 1. Principales caracteristicas del GB IDHwt y GB IDH mutado. Datos obtenidos de la
actualizacion de 2016 de la clasificacion de tumores del SNC [5]

GB-IDHwt GB-IDHmut
Diagndstico clasico GB primario GB secundario
% de GB 90% 10%
Mediana de edad al Dx 62 afios 44 afios
Relacién hombre/mujer 1.42/1 1.05/1
Mediana supervivencia 15 meses 31 meses
PTERT 72% 26%
TP53 27% 81%
ATRX raramente 71%
EGFR (amplificacion) 35% raramente
PTEN 24% raramente

Sin embargo, tras la actualizacidn de la clasificacidn de la OMS de los tumores
del SNC de 2021, esta estratificacién del GB queda eliminada, quedando asi una Unica
identidad del GB correspondiente al GB-IDHwt en la que el grado del GB viene
definido por la presencia de una o todas las caracteristicas histoldgicas y moleculares
gue se detallan a continuacion: proliferacion microvascular, presencia de necrosis,
amplificacién de EGFR, mutacién del promotor TERT o ganancia del cromosoma 7
combinada con la pérdida del cromosoma 10 [63, 66].

Del mismo modo, la denominacién de GB-IDHmut desaparece,
denominandose ahora Astrocitoma IDH mutado grado 4. Las caracteristicas histo-
moleculares de estos tumores vendran definidas por la presencia de mutaciones en
IDH, asi como proliferacion microvascular, necrosis y delecién homocigota del gen
CDKN2A, siendo suficiente una de estas tres caracteristicas para la asignacion del
grado 4 [15].
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3.3. Subtipos de GB

La actualizacion de la OMS de 2016 reconoce tres variantes del GB con
caracteristicas histoldgicas concretas: el GB epiteloide, el gliosarcoma y el GB de
células gigantes (GB-GC). En la clasificacion de la OMS de 2021, estas variantes
morfoldgicas pasan a denominarse subtipos con patrones morfoldgicos celulares
bien caracterizados [15].

Dichos subtipos quedan todavia sin definir completamente desde el punto de
vista molecular, aun habiendo evidencias de su diferente comportamiento clinico con
respecto al GB IDH-no mutado como en el caso del GB-GC [67].

3.3.1. GB de células gigantes

El GB de células gigantes (GB-CG) representa menos del 1% de los GB. Este
subtipo se caracteriza histolégicamente por un componente mayoritario de células
gigantes multinucleadas y pleomdrficas, un componente de células astrocitarias de
menor tamafio fusiformes, y frecuentemente presentan una rica trama de fibras de
reticulina (Figura 13). Las células gigantes pueden llegar a medir 0.5mm de didmetro
y contener mas de 20 nucleos. La presencia de necrosis en empalizada o zonas de
necrosis isquémica es frecuente, mientras que la proliferacién microvascular no es
tan frecuente.
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Figura 13. Imagen histoldgica de un GB de células gigantes. Tincion con hematoxilina-eosina en el que
se visualizan células gigantes multinucleadas. Foto obtenida del libro de la OMS 2021 [15].

Se trata de tumores que radiolégicamente se encuentran bien delimitados, se
localizan en la mayoria de los casos en los l6bulos temporales o parietales y se suelen
dar en pacientes mas jovenes (media de 51 afos) [15]. Segun algunos estudios, el
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prondstico del GB-GC puede ser ligeramente mejor que el del GB convencional [67,
68].

Molecularmente, el GB-CG no queda definido por un patrén molecular propio,
si bien se sabe que presentan ausencia de mutaciones de IDH, alta tasa de
mutaciones en TP53 y PTEN, baja frecuencia de amplificaciones de EGFR [72], asi
como elevada inestabilidad genédmica con defecto en los mecanismos de reparacién
del DNA como consecuencia de mutaciones en POLE o en los genes reparadores del
ADN [15]. Por ello, pueden mostrar pérdida de expresidn de algunas de las proteinas
reparadoras de ADN, lo cual puede detectarse mediante inmunohistoquimca.

3.2.2. Gliosarcoma

El gliosarcoma representa un 2% del total de los GBs y puede manifestarse de
novo o tras tratamiento con radioterapia en la recurrencia. Histolégicamente se
caracteriza por un patron de crecimiento bifasico celular con un componente glial y
un componente mesenquimal, ambos de naturaleza maligna [69].

El componente glial muestra positividad para GFAP y OLIG2, mientras que en
el componente mesenquimal muestra un incremento de tincién con reticulina y son
negativos para GFAP y OLIG2 [15].

Estos tumores son, radiolégicamente, bien delimitados, y se dan en |ébulos
temporales [70]. Existen estudios que evidencian un mejor prondstico de estos
tumores frente al GB [71], aunque la mayoria no encuentran diferencias en la
supervivencia de los pacientes.

Molecularmente, se trata de GB-IDHwt con menor frecuencia de metilacion
del promotor de MGMT y amplificacion de EGFR [72,73]. Se caracterizan por
mutaciones en los genes PTEN, TP53, el promotor de TERT, ganancias del cromosoma
7 y pérdidas del 10, asi como deleciones de CDKN2A, co-amplificacion de CDK4 y
MDM?2 [5,15].

3.2.3. GB epiteloide

EL GB epiteloide se introduce por primera vez en la actualizacion de la OMS
de 2016. Se trata de un glioma difuso de alto grado (con actividad mitética, necrosis
y proliferacién microvascular) que esta caracterizado por una poblacion tumoral
uniforme, con células eipiteloides no cohesivas. Estas células tienen un limite bien
definido, citoplasma eosindfilo, escasas prolongaciones y nucleo excéntrico [5].

En cuanto al prondstico, los pacientes con GB epiteloide tienen peor
prondstico que aquellos con otro tipo de GB (supervivencia media 6.3 meses) [5].

Desde el punto de vista molecular, el 50% de los casos de GB epiteloide
presentan la mutacidon V600E del gen BRAF [74]. En algunos casos de GB epiteloide
también presentan amplificacion de EGFR, delecién de CDKN2A y pérdida de PTEN
[75].
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HIPOTESIS

El glioblastoma es el tumor mas agresivo dentro de los tumores primarios del
SNC, con una supervivencia media de 15-18 meses. Es conocida la asociacién con
mejor prondstico de los pacientes con mutaciones de IDH, asi como la metilacion del
promotor de MGMT. Aun asi, un porcentaje de pacientes con supervivencias mayores
a 2 afios no presentan alteraciones en estos genes, sugiriendo asi que otros factores
genéticos podrian estar implicados en este mejor prondstico.

La hipdtesis que se plantea en esta Tesis Doctoral es si el andlisis exhaustivo y
simultdneo de las alteraciones moleculares mas frecuentes en los gliomas mediante
secuenciacion masiva permitiria conocer si existen otras alteraciones genéticas
asociadas a los pacientes con glioblastoma que tienen larga supervivencia, asi como
la caracterizacién molecular de los GB con células gigantes.

OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de los factores genéticos
implicados en el GB mediante el empleo de un panel de secuenciacién masiva dirigido
al estudio de los gliomas y su correlacion con las caracteristicas histopatoldgicas y
clinicas de los pacientes. De esta manera, se pretende identificar y analizar
biomarcadores que pudieran ser utiles en el establecimiento del diagndstico,
prondstico y tratamiento de los pacientes con GB.

Los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Disefio y validacién de un panel de genes para el estudio mediante
secuenciacion masiva de tumores gliales que permita el andlisis de SNV, INDEL
y CNV.

2. Analisis de las caracteristicas clinicas de pacientes con GB con larga
supervivencia.

3. Caracterizacion molecular de tumores gliales mediante secuenciacién masiva.
Andlisis de biomarcadores relacionados con el prondstico.

4. Correlacién de datos histolégicos y moleculares de gliomas con larga
supervivencia.

5. Caracterizacion molecular de GBs con células gigantes mediante
secuenciacion masiva.

6. Correlacién de datos clinicos, histolégicos y moleculares de pacientes de GBs
con células gigantes con el fin de establecer parametros histolégicos que
definan este subtipo de GB.
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4. MATERIAL

4.1. Pacientes seleccionados

En el presente estudio se incluyeron un total de 183 pacientes. Se trata de un
estudio descriptivo, prospectivo y retrospectivo, de una serie de casos con
diagnodstico de glioblastoma (GB) procedentes del Hospital Universitario 12 de
octubre (Madrid) y del Hospital Virgen de la Salud (Toledo). Este estudio cuenta con
el dictamen favorable de los Comités Etico y de Investigacién del Hospital
Universitario 12 de octubre CEIC 14/023 y del Hospital Virgen de la Salud (242 del
28/03/2018).

El diagndstico de los tumores recogidos de manera prospectiva se realizd en
cada hospital siguiendo criterios basados en la actualizacién de la clasificacion de la
OMS de tumores de Sistema Nervioso Central en el afio 2016 [5]. Dado que algunos
tumores recogidos de manera retrospectiva fueron diagnosticados en base a la
clasificaciéon de la OMS de tumores de Sistema Nervioso Central de 2007 o anteriores
[4], se realizd la reevaluacion histoldgica de estos tumores siguiendo los criterios de
la actualizacién de 2016.

Debido a la aparicion de la nueva clasificacion de la OMS de los tumores del
SNC en el afio 2021, todos los tumores se reclasificaron posteriormente segun la
clasificacién de 2021, pero se debe resaltar que la para la seleccién de casos de GB
de esta Tesis Doctoral se siguieron los criterios de la actualizacién de la OMS
publicada en 2016. Asi pues, el grado 4 de malignidad de los casos seleccionados en
esta Tesis se establecié Unicamente en base a criterios histoldgicos (necrosis y/o
proliferacién vascular), sin tener en cuenta los criterios moleculares que actualmente
estdn vigentes en la recién publicada quinta edicion de la clasificacion de tumores del
SNC de la OMS 2021 (amplificacion EGFR, mutacidn del promotor de TERT, ganancia
cromosoma 7/pérdida del 10). Asimismo, interesa resaltar que no se excluyeron
casos de GB con mutaciones de IDH o en la histona H3, que actualmente en la
clasificacién de 2021 serian diagnosticados como Astrocitoma, IDH mutado, grado 4,
Glioma difuso de linea media, H3 K27-alterado, o glioma difuso hemisférico, H3 G34-
mutado.

De manera prospectiva, se recogieron todos los pacientes intervenidos de un
tumor cerebral (primera cirugia) y diagndstico de GB, entre los afios 2015 y 2019 cuya
muestra, datos clinicos y consentimiento informado firmado estuviesen disponibles
en cada uno de los centros (74 casos). Para la realizacidon de esta Tesis Doctoral, se
decidid no incluir pacientes con diagndstico posterior a septiembre de 2019, de
manera que el periodo de seguimiento fuese lo suficientemente largo para
determinar la evolucidn clinica de los casos incluidos.

De manera retrospectiva, se incluyeron casos diagnosticados de GB entre los
afios 1998 y 2015 que tuvieran una supervivencia larga y cuya muestra de tejido y la
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mayor parte de los datos clinicos estuviesen disponibles en cada uno de los centros
(109).

Para el analisis de los factores relacionados con la supervivencia larga de los
pacientes, éstos se dividieron en dos grupos en funcién de la supervivencia global
(SG): aquellos pacientes con supervivencia mayor o igual a 36 meses se clasificaron
como pacientes de larga supervivencia, LTS (Long Term Survival), y aquellos con
supervivencia menor a 36 meses se clasificaron como pacientes sin supervivencia
larga, Non-LTS (Non-Long Term Survival).

El valor de 36 meses para diferenciar estos dos grupos de pacientes LTS y Non-
LTS se eligioé en base a los siguientes criterios:

1. Unasupervivencia de 36 representa una supervivencia larga en GBs, siendo la
media de supervivencia de 15-18 meses.

2. Otros autores han utilizado este mismo punto de corte en sus estudios [82,
83, 84], de manera que asi se pueden comparar los resultados obtenidos en
este estudio frente a los ya publicados.

3. La media y la mediana de la SG de la cohorte de LTS (69.8 y 60.1 meses, res-
pectivamente) es 3 veces mayor a la media (15.1 meses) de SG del grupo de
no-LTS mas la desviacién estandar.

Ademas, para la realizacidon de un andlisis comparativo de las caracteristicas
clinicas y moleculares de pacientes con larga y corta supervivencia se excluyeron
aquellos pacientes no fallecidos con supervivencia global (SG) menor a 36 meses (6
casos). La exclusion de estos pacientes de debe a que, en dichos pacientes, la SG
podria llegar a sobrepasar los 36 meses, que es el tiempo de SG establecido para el
grupo de pacientes con larga supervivencia. Asi mismo, se excluyeron aquellos
pacientes con una supervivencia inferior a 3 meses, fallecidos debido a
complicaciones postquirdrgicas u otras causas no relacionadas con la progresién
tumoral (18 pacientes), y aquellos pacientes vivos sin dato de supervivencia por
pérdida de seguimiento (2 pacientes). De esta manera, se incluyé un total de 157
pacientes en estos estudios comparativos entre GB con larga y corta supervivencia.

Para la realizacidon del estudio de GBs con células gigantes (GB-CG), los
pacientes se seleccionaron de forma retrospectiva mediante la inclusion de aquellos
pacientes diagnosticados con GB-CG o con un diagndstico de GB pero que en la
descripcién histopatolégica se detallase la presencia de células gigantes
multinucleadas. Segun la clasificacidon de tumores del SNC de la OMS de 2021, el GB
de células gigantes (GB-CG) es un subtipo de GB que se caracteriza histolégicamente
por un componente mayoritario de células gigantes multinucleadas y pleomérficas,
sin estar definido un porcentaje concreto requerido para establecer el diagndstico de
este subtipo, ni una alteracion molecular especifica. De esta manera, en este estudio
se incluyeron 36 pacientes con un diagndstico de GB-CG o simplemente de GB, pero
en los que se habia descrito la presencia de células gigantes.
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4.2. Muestras tisulares

Las muestras utilizadas en este estudio se recogieron en los Servicios de
Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario 12 de octubre (Madrid) y del Hospital
Virgen de la Salud (Toledo), estando las mismas incluidas en los archivos y biobancos
respectivos de cada centro, el Biobanco I+12 Instituto de investigacion Hospital 12 de
Octubre y el Biobanco del Hospital Virgen de la Salud BioB_HVS. Todas las muestras
utilizadas en el estudio estaban fijadas en formaldehido al 4% e incluidas en parafina.

Los cortes tisulares representativos de los tumores teflidos con hematoxilina-
eosina fueron revisados histopatolégicamente con el fin de confirmar el diagndstico
de GB y recoger los pardmetros histopatolégicos.

En cada caso se seleccionaron los bloques mas representativos de GB y se
verificd que el contenido de células tumorales en todos los casos fuese superior al
30% para realizar los estudios moleculares y las técnicas de inmunohistoquimica. En
algunos casos en los que habia poca representacion de células tumorales se realizd
una macro diseccién del area de tejido con mayor densidad de células tumorales.

Por ultimo, se seleccionaron 10 muestras de cerebro no tumorales disponibles
en el biobanco del Hospital Virgen de la Salud BioB_HVS para ser utilizadas como
control no tumoral (controles negativos).

4.3. Recogida de datos clinicos, anatomopatoldgicos y moleculares

- Variables clinicas

Para la realizacién de este estudio se revisaron las historias clinicas de los
pacientes incluidos, recogiendo los datos correspondientes de edad en el momento
del diagndstico (en afios); sexo; localizacion de la lesion tumoral (temporal, parietal,
frontal, occipital u otra localizacién como cuerpo calloso, insular, intramedular o
multicéntrico); sintomatologia al diagndstico (crisis epilépticas, alteracion en el
lenguaje, alteracidén de la conducta, cefalea u otros sintomas como alteraciones
visuales o mareos); grado de reseccidén quirudrgica incluyendo biopsia, reseccion
parcial (50-85%), reseccién subtotal (85-95%) o reseccidén radical (>95% tumor),
estatus del paciente en el momento de recogida de datos (vivo o fallecido); fecha de
ultimo control y tipo de tratamiento recibido por estos pacientes (protocolo STUPP,
quimioterapia solo, radioterapia solo u otros esquemas de tratamiento).

Se definiéd como SG el tiempo transcurrido entre la fecha de la intervencion
quirurgica y la fecha de fallecimiento o ultimo control del paciente. Los pacientes en
los que se perdid el seguimiento se consideraron pacientes censurados en el estudio
estadistico.

- Variables histolégicas-moleculares

Se revisaron las caracteristicas histopatoldgicas de las muestras recogidas a
través del informe de Anatomia Patoldgica realizado en el momento del diagndstico
anatomopatoldgico. Se recogieron los datos de los de estudios realizados para el
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diagndstico incluyendo las caracteristicas histopatoldgicas, presencia de necrosis,
proliferacion vascular, células gigantes multinucleadas y los resultados de las técnicas
inmunohistoquimicas y moleculares realizadas.

Para el estudio de GB-CG se recogié la presencia de células gigantes
multinucleadas (porcentaje), el tamafio de células gigantes y el nimero de nucleos
presente en éstas y la presencia o ausencia de linfocitos, nucleolo, células
gemistociticas, epitelioides, regiones PNET-like (regiones que recuerdan a un tumor
primitivo neuroectodérmico), necrosis y proliferacion vascular. El porcentaje de
células gigantes multinucleadas, su diametro y el nimero de nucleos se cuantificaron
manualmente analizando las células tumorales en al menos 20 campos de manera
aleatoria a través del tejido con un aumento 200x.

5. METODOLOGIA

5.1. Extraccién de acidos nucleicos y cuantificacion

Una vez seleccionado el bloque tumoral representativo del tumor, se
realizaron secciones de este en un microtomo, recogiéndose de 5 a 10 cortes de 5um
de espesor en tubo eppendorf que fueron utilizados posteriormente para la
extraccién de ADN. La extraccion de acidos nucleicos se realizd a partir de los cortes
obtenidos mediante la utilizacion del kit comercial QlAamp FFPE Tissue Kit (Qiagen,
Manchester, UK), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, se elimind
previamente la parafina acompanante mediante incubacién con aceite mineral a
80°C durante 5 minutos. Tras disolucidn de la parafina y centrifugacion, se pipeted y
desechd la parafina quedando un pellet que contenia el tejido de interés. A
continuacion, las muestras se incubaron toda la noche a 56°C con buffer de lisis y
proteinasa K con el fin de romper o degradar proteinas unidas a ADN y después se
inactivé la enzima mediante incubacién a 70°C durante 2 minutos.

Finalmente, se realizé la purificacion de acidos nucleicos utilizando columnas
y lavados con buffers de diferente fuerza idnica. De esta manera, el ADN queda
retenido en la membrana de la columna, que finalmente se eluye en un tubo
eppendorf con agua destilada.

La cantidad de ADN (ng/ul) extraido se cuantific6 mediante un método
fluorimétrico. Para ello se usd el fluorimetro Qubit y el kit para medir ADN de doble
hebra, Qubit™ dsDNA HS Assay (20pg/ul — 100ng/ul) (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, EE. UU), siguiendo las instrucciones del fabricante. A diferencia de los
métodos basados en espectrofotometria, el método fluorimétrico permite la
cuantificacién de ADN de cadena simple o doble hebra de manera altamente
especifica.

Los métodos espectrofotométricos permiten cuantificar la cantidad de ADN
total en la muestra que incluird nucledtidos Unicos, oligonucledtidos, ARN, ADN de
doble hebra y ADN de hebra simple debido a la capacidad comun de todos estos de
absorcién a una longitud de onda de 260nm. Asi mismo, la presencia de
contaminantes, como por ejemplo sales y otros componentes organicos, afectan a
los valores de cuantificacion obtenidos por estos métodos. Todo esto se traduce en
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una sobre cuantificacion del ADN sin conocimiento real de la presencia de ADN de
doble hebra optimo para las técnicas de amplificacion. Por el contrario, la
cuantificacién mediante fluorimetria permite la cuantificaciéon de ADN de doble
hebra de manera selectiva, especifica y con alta sensibilidad, mediante la utilizacién
de sondas fluorescentes que se unen de manera especifica al ADN de hebra doble.
Este tipo de cuantificacion mediante método fluorimétrico permite la cuantificar
cantidades de ADN a bajas concentraciones, incluso por debajo de los 2ng/ul que los
métodos espectrofotométricos no son capaces de detectar.

5.2. Andlisis de secuenciacion masiva (Next Generation
Sequencing)

5.2.1 Disefio de un panel de NGS para el analisis de genes impli-
cados en gliomas

En primer lugar, se realizd una revision bibliografica de los articulos publicados
en el momento del inicio de este estudio acerca de las alteraciones genéticas
encontradas en gliomas. En base a los resultados de Brennan et al. [53], asi como
estudios previos publicados acerca de las alteraciones moleculares en gliomas [52,
54, 55], se seleccionaron 30 genes que estaban frecuentemente alterados en gliomas
o que eran relevantes desde un punto de vista clinico (Tabla 2).

Tabla 2. Genes seleccionados para el disefio de panel GLIO-NGS-30

Panel GLIO-NGS-30

CDKN2A CDKN2B PTEN  PIK3R1  PIK3CA  PDGFRA
RB1 MSH6  EGFR  NFI QKi KEL
LZTR1 ~ DAXX  ATRX  H3F3A  HISTIH3B GLTSCR2
IDH1 IDH2 FOXR1  FUBP1  CIC BRAF
KRAS TP53  TP73 | MET  TSC1 TSC2

Para el disefio del panel de genes, en adelante “GLIO-NGS-30”, se usé el
software lon Ampliseq Designer (Thermo Fisher Sci.). El disefio se dirigié a todas las
regiones exodnicas de estos 30 genes ademas de 5bp a ambos extremos de los exones.
Una vez realizado el disefio, se revisd6 que los primers generados cubriesen
completamente las regiones exdnicas mediante la visualizacién de los amplicones
disefiados en el visor gendmico IGV (Integrative Genomic Viewer, Broad Institute).

Asi mismo, el disefio se realizd de manera que permitiese el estudio de
variaciones en el numero de copias (CNVs) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Por ello, las regiones génicas de interés debian estar cubiertas por al
menos 10 amplicones. Para el estudio de CNVs se seleccionaron aquellos genes y/o
regiones que, en base a la frecuencia y relevancia clinica, se ven amplificados o
delecionados en gliomas (Tabla 3).

65



MATERIAL Y METODOS

Tabla 3. Genes y/o regiones génicas disefiadas para estudio de CNVs dentro del panel GLIO-NGS-30

Genes y/o regiones génicas para estudio de CNVs

Amplificaciones

PDGFRA EGFR

Deleciones

lp | 19q

| CDKN2A | RB1 | PTEN | NF1

Debido al tamafio y al contenido del panel a disefiar, los primers para la
amplificaciéon de los amplicones se multiplexaron en 2 pools con el fin de evitar

amplificaciones inespecificas.

5.2.2 Preparacion de librerias

La generacién de librerias se realizé mediante amplificacién del panel GLIO-
NGS-30 usando el kit AmpliSeq Library Kit v2.0 (Thermo Fisher Sci.), siguiendo las
instrucciones del fabricante (Figura 14).

El ADN de cada una de las
muestras se amplific6 mediante
PCR (Polymerase Chain Reaction)-
Multiplex con cada uno de los 2
pools de primers que contiene el
panel GLIO-NGS-30 a partir de
10ng totales de DNA gendémico.

Tras la amplificacion, para
cada muestra se juntaron las dos
reacciones de amplificacién de
los 2 pools de primers y se llevo a
cabo una reaccion de digestidon
enzimatica de los primers
empleados para la amplificacién.
Esta digestion enzimdtica se
realiz6 mediante utilizacion del
reactivo FUPA, que contiene una
0 mas enzimas que degradan
uracilo, formamidopiridina-ADN
glicosilasa y una ADN polimerasa
como Pol1. Este paso de digestidon
degrada parcialmente los primers
unidos al ADN amplificado vy
prepara los fragmentos de ADN
para la posterior unién de los
adaptdores de amplificacién (P1) y
barcodes (X).

Genomic DNA

Amplify targets using
lon AmpliSeq™ Primer Pool

l Partially digest primer sequences

A
Adapters p‘.‘

O0rR

=

==
Barcode Adaptars Ligate adapters

—

o

A Pl
T\ onbarcoded library
OR
X P1

T Barcoded library
Figura 14. Flujo de trabajo para la preparacion de

librerias. Imagen obtenida del protocolo de preparacion
de librerias de Thermo Fisher Sci.
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Tras la digestién enzimatica parcial de los primers, se realizd una reaccién de
ligacién de adaptadores (P1), necesarios para la PCR de emulsidn y barcodes (X) en
los extremos de los fragmentos de ADN de cada muestra mediante incubacién con
una enzima ligasa a 22°C durante 30 minutos, 68°C 5 minutos y 72°C 5 minutos. El
barcode (codigo de barras) es una secuencia corta de acidos nucleicos
(oligonucledtido) que es reconocida en la secuenciacién, identificada y asignada a un
numero concreto que permitira identificar inequivocamente cada muestra. Para este
proceso de generacidén de librerias se utilizaron termocicladores de placas Veriti™ 96-
Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Sci.).

Las librerias realizadas de cada muestra se sometieron a una purificacién
magnética empleando el reactivo Agentcourt Ampure (Beckman Coulter, California,
EEUU) para la eliminacidon de sales, dNTPS, enzimas, oligonucledtidos, dimeros u
otras moléculas sobrantes, con el fin de obtener Unicamente los fragmentos
amplificados. Agentcourt Ampure es un reactivo compuesto por unas esferas
magnéticas que se encuentran cargadas positivamente, por lo que muestran afinidad
por las cargas negativas de los dcidos nucleicos. De esta manera, cuanto mas larga
sea la cadena de acidos nucleicos, mas cargas negativas presenta y mayor afinidad
por las esferas magnéticas. Utilizando la proporcidn correcta de esferas magnéticas
en base al tamano del fragmento de ADN que se quiere purificar, las moléculas de
ADN con el tamaiio de interés quedan adheridas a las esferas y las que no cumplen
con ese tamafiio, junto con el resto de las moléculas presentes, quedan en el eluyente.
Tras diferentes lavados con etanol, finalmente los fragmentos de ADN de interés se
resuspenden en agua o buffer de elucion (Low TE proporcionado en el kit) (Figura 15).

{, Agencourt
AMPure XP Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer Transfer
v.P P R U )
o, vy 4 © < Yedd 13 8% 045
Lr ™ ﬁ"-%— gg)u{ ‘.(clté{ > .
3 4 o OO e CENORRACL, P
, v :: .‘_vu‘ & v (’; | ‘f‘_‘{:% ) Rwe §
7 ' = g o § o
% S . t 7 L
Magnet Magnet Magnet e
- - — _— - _—
I 2 3 4 5 6

Figura 15. Purificacion magnética de ADN. Imagen obtenida de las instrucciones de uso de Agencourt
AMPure.

Tras la purificacion, las librerias se cuantificaron mediante PCR cuantitativa (g-
PCR) en un equipo 7500 Applied Biosystems™ usando el kit lon Library TagMan
Quantification Kit (ambos de Thermo Fisher Sci.), siguiendo el procedimiento
estandar que incluye una recta patron con un ADN de Escherichia Coli DH10B para
poder extrapolar la concentracion de ADN de interés a partir de la fluorescencia
emitida. Se realizaron triplicados de todas las muestras, asi como de los controles,
con el fin de poder realizar una media entre los valores obtenidos.
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5.2.3 Amplificacion y secuenciacion de librerias

Definido el parametro, cobertura (profundidad), como el nimero promedio de veces
que una determinada posicion se “leerd” en el secuenciador, se estimd que una
profundidad media aproximada de 800 lecturas (800x) seria necesaria para realizar
el estudio. De esta manera, se calculd que con esta cobertura media se podrian
detectar mutaciones somaticas presentes en la muestra tumoral con una frecuencia
minima aproximada del 5%.

En funcién de la cobertura deseada y el nimero de amplicones del panel se
calculd el numero de lecturas totales por muestra necesario:

n? lecturas por muestra = n? amplicones panel * cobertura objetivo

De esta manera, en funcién de la capacidad del chip (lecturas totales) utilizado
en el secuenciador, calculamos el nUmero de muestras a multiplexar en cada run.

n?® lecturas totales

ne muestras = S
n? lecturas por muestra

Calculada la concentracidn de cada libreria, se mezclaron aquellas muestras a
multiplexar en cada experimento de secuenciacion de forma que todas tuvieran una
concentracion equimolar. Las librerias asi multiplexadas se amplificaron mediante
PCR de emulsion utilizando el sistema OneTouch ™ 2 y/o el sistema automatizado lon
Chef System (Thermo Fisher Sci.).

La amplificacién mediante PCR de emulsidn se basa en la amplificacidn clonal
de cada fragmento de ADN sobre la superficie de una particula, denominada /on
Sphere Particle (I1SP). Estas particulas presentan unos fragmentos complementarios a
los adaptadores incorporados a las librerias de manera que el ADN quede unido a la
ISP. Mediante la emulsidn de aceite en un medio acuoso, se generan millones de
gotas de aceite, “micro-reactores”, en los que queda embebida una ISP unida a ADN
produciéndose la amplificacion clonal del fragmento sobre la superficie de la ISP
(Figura 16). De esta manera se generan las condiciones necesarias para que, en una
situacion ideal, en cada micro-reactor se produzca la amplificacidon clonal de una
Unica molécula de ADN que sera secuenciada.
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Figura 16. PCR de emulsion tecnologia lon Torrent. Figura adaptada de Andy Vierstraete Department
of Biology,Ghent University. Center for Molecular Phylogeny and Evolution.

Para la secuenciacion se utilizaron los sistemas lon PGM o lon GeneStudio
S5, ambos basados en la tecnologia semiconductora lon Torrent, y las librerias,
mutiplexadas y amplificadas se cargaron en los chips de secuenciacién de manera
manual o automatizada con el sistema lon Chef (Thermo Fisher Sci.). La cantidad de
libreria cargada en los chips de secuenciacién fue de 8pM (en el caso de la carga del
chip mediante el sistema lon Chef se prepara una solucién a 40pM). De esta forma,
cada ISP se deposita en el interior de uno de los millones de pocillos que presentan
estos chips.

Durante el proceso de secuenciacion, el secuenciador libera nucledtidos
de forma secuencial y ciclica sobre el chip. La tecnologia lon Torrent detecta los
cambios de pH ocurridos en cada pocillo como consecuencia de la liberacién de iones
hidrégeno en cada uno de ellos tras la unidn del nucleétido complementario,
reconociendo asi si un nucleétido ha sido afadido o no al fragmento de ADN (Figura
17).

~—Primer——-AGTCAAGCGTCCCATG...~tlon Sphers™
article
Key Sequence Sequence of Interest

Emulsion PCR ——  Semiconductor Sequencing

Micro-machined walls

N-Sensitive layer

ropnetary Ion SeNS01 —————

Figura 17. Sistema de secuenciacion por semiconductores con la tecnologia lon Torrent de
deteccion de H*. Imagen obtenida de la documentacion comercial de ThermoFisher Scientific.
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5.2.4 Andlisis bioinformatico

Se realizd el andlisis primario y secundario de los resultados a través de la
herramienta informatica incorporada en los sistemas de secuenciacién empleados,
Torrent Suite v.4.2 (Thermo Fisher Sci.). En primer lugar, se procesé el archivo FASTQ
obtenido tras la secuenciacion, en el que se eliminaron los nucledtidos de baja calidad
en los extremos. En segundo lugar, se mapearon las secuencias obtenidas utilizando
el genoma humano de referencia (hg19) y utilizando el programa Torrent Mapping
Aligment (TMPA). De esta manera, se obtuvo finalmente el archivo de resultados en
formato BAM en el que se encuentran almacenadas las secuencias alineadas vy
ordenadas (Figura 18).

Especifico en secuenciador. Torrent Suite v.4.2 lon Reporter
Analisis Analisis Analisis
primario secundario terciario
Baseline Alineamiento Anotacion v filtrado
(Ficheros FASTQ (BAM+BAI) de variantes, otros
con valores de Variant caller anadlisis. Revision
calidad Phred) (VCF) GV

Figura 18. Flujo de trabajo para el andlisis de resultados secuenciacion masiva.

La calidad de las secuencias obtenidas se determind mediante el analisis del
numero de lecturas total por muestra, cobertura media conseguida, tamano medio
de los fragmentos secuenciados y porcentaje de lecturas en los genes diana (On
target).

- Analisis de mutaciones puntuales (SNVs) y pequefias inserciones/deleciones
(INDELs).

El anotado vy filtrado de variantes (analisis terciario) se realizd usando el
software de analisis lon Reporter (Thermo Fisher Sci). Una vez obtenidas y anotadas,
se descartaron las siguientes variantes:

Aquellas con menos de 30 lecturas.

Con una frecuencia alélica menor del 10%.
Localizadas fuera de regiones exonicas o de splicing.
Sinénimas.

ok wnN e

Presentes en la poblacidn con una frecuencia alélica mayor del 1% de acuerdo
con diferentes bases de datos poblacionales (ExAc Exome Agregation Conso-

rium https://gnomad.broadinstitute.org/; dbSNP NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en base al proyecto 1000Genomes (dbSNP
138).
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Finalmente, las variantes obtenidas fueron visualizadas una a una en el visor
gendmico IGV (Broad Institute, http://www.broadinstitute.org/igv/) con el fin de
descartar aquellas variantes consecuencia de errores sistematicos de secuenciacién
o artefactos debidos a la fijacién del tejido [76].

- Andlisis de variaciones en el nimero de copias (CNVs).

Para el anadlisis de CNVs se utilizé el software lon Reporter. El algoritmo
empleado por el software para este andlisis se basa en la normalizacién de las
coberturas obtenidas de los amplicones para predecir el nUmero de copias o el estado
de ploidia. De esta manera, la cobertura obtenida es comparada con la cobertura
media obtenida de un conjunto de muestras de referencia utilizadas como control
gue se secuenciaron previamente y que son utilizadas como linea base (baseline).

Para la realizacion del baseline de comparacién para el estudio de CNVs se
siguieron las instrucciones del fabricante. El conjunto de muestras control de
referencia esta formado por el ADN obtenido de 10 muestras de tejido no tumoral de
varones y con una dotacidn genética 2n. Se han de seleccionar muestras de ADN de
varones para tener asi comparativa de regiones génicas en el cromosoma Y (que
indican una copia del cromosoma X).

Para el analisis de los resultados obtenidos de las muestras tumorales se
excluyeron aquellos CNVs con un valor de confianza menor a 20 y un valor de
precisién menor de 10 siguiendo las instrucciones del fabricante. El andlisis de CNVs
proporcionado por el software lon Reporter proporciona el nUmero de copias en una
region determinada. Se establecieron valores de amplificacion de un gen cuando
segun el algoritmo empleado el niumero de copias con respecto al conjunto de
muestras control de referencia se encontraba entre x8 y x10 (x10 es el valor maximo
gue se obtiene, no pudiendo cuantificar mas de 10 copias del gen, aunque el niumero
presente en la muestra sea mucho mayor). Por otro lado, para la determinacion de
deleciones, el software estimé la presencia de una delecién homocigota cuando el
numero de copias con respecto a la referencia es de x0 y delecién hemicigota cuando
el numero de copias es x1. En cuanto a los valores de niumero de copias que se
encuentren entre x2 (normal) y x8 (amplificado), queda al criterio del usuario dado
gue las muestras de ADN utilizadas en este estudio provienen de tejidos incluidos en
parafina y son de baja calidad para la deteccidon de ganancias de bajo nivel. Para este
estudio no se obtuvieron en cuenta los valores comprendidos entre x2 y x8.

5.2.5 Validacion de resultados obtenidos por NGS mediante base
de datos publicos

Se consultaron las diferentes bases de datos publicas en muestras de GB y de
cancer para comparar los resultados obtenidos de secuenciacion masiva. Para el
analisis de las variantes identificadas se consultaron las siguientes bases de datos:

- COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer)
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic: Esta base de datos se utilizé para comprobar la
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presencia de las variantes genéticas encontradas en los diferentes tumores
secuenciados cuyo dato se encuentra registrado en la misma.

- TP53 database (https://p53.iarc.fr/).
- ExAc (Exome Aggregation Consortium) (http://exac.broadinstitute.org).

Para la validacidn de resultados en series externas, se consulté la base de datos
del TCGA (The Cancer Genome Atlas), que se consultd a través del recurso web
CBIOPORTAL (https://www.cbioportal.org/). Se seleccionaron aquellas muestras con
diagndstico de GB incorporadas en esta base de datos con disponibilidad de
resultados moleculares (mutaciones y CNVs) y datos clinicos, y se compararon los
perfiles moleculares y datos clinicos de dichas muestras con los resultados obtenidos
en este estudio.

5.2.6 Analisis de carga mutacional tumoral mediante NGS

El andlisis de la carga mutacional tumoral (Tumor Mutation Load, TML) se
realizé mediante secuenciacidon masiva con el panel Oncomine Tumor Mutation Load
Assay (Thermo Fisher Sci.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las librerias se
realizaron a partir de 20ng de ADN extraido de muestras incluidas en parafina y se
secuenciaron siguiendo los procedimientos descritos anteriormente. El panel
Oncomine TML Assay permite analizar 409 genes implicados en cancer (incluyendo
1.2Mb de regiones exdnicas) con una cobertura total de 1.7Mb. El andlisis
bioinformatico de los resultados obtenidos se realizé mediante la utilizacion de los
softwares Torrent Suite v.4.2 e lon Reporter tal y como se ha descrito en el punto
3.2.4.

El valor de TML, se obtuvo dividiendo el niumero de variantes obtenidas tras
el andlisis realizado por el nimero de bases totales leidas en la secuenciacién de la
muestra.

5.3. Piro-secuenciacion

Las mutaciones detectadas en el estudio de NGS se validaron mediante Piro-
secuenciacion en las regiones hotspot de los genes IDH1 (R132), IDH2 (R172), H3F3A
(K27 y G34) y HIST1H3B (K27). Ademas, mediante este método, se estudiaron
también las mutaciones en el promotor del gen TERT (C228, C250 y C242-243) en las
muestras incluidas en este estudio.

Para la realizacidn de esta técnica, la region del ADN de interés es amplificada
mediante el empleo de dos primers dirigidos a dicha regién de interés para su
amplificacién, uno de ellos marcado con Biotina, y un primer de secuenciacién. El
marcado con biotina de uno de los primers utilizados para la amplificacién permite
gue una de las hebras del ADN quede biotinilada, pudiendo asi aislarla a posteriori
mediante unién con estraptividina.

En el proceso de piro-secuenciacion, el primer de secuenciacion se une a la
hebra de ADN biotinilada y tras incubacién con DNA polimerasa, ATP sulfurilasa,
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luciferasa, pirasa y el sustrato adenosina 5 fosfosulfatasay luciferina, se anaden de
manera establecida deoxinucleotidos (ANTPs) sobre la mezcla de reaccién. La unién
de un nucledtido produce la liberacion de un pirofosfato de manera equimolar a la
cantidad de nucledtidos incorporados a la hebra de ADN. Estos pirofosfatos son
empleados en la reaccién bioluminiscente catalizada por la luciferasa, cuya cantidad
de luz visible emitida es proporcional a la cantidad de pirofosfatos empleados en la
reaccion. La luz liberada es detectada por el secuenciador y registrada apareciendo
como un pulso (pico) en el grafico o pirograma obtenido (Figura 19).
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Figura 19. Esquema que muestra la cascada de pirosecuenciacion. Imagen obtenida del manual de
uso de reactivos Piromark Gold Q24 version 1.

5.3.1 Disefio de primers para la piro-secuenciaciéon

Para el disefio de primers y visualizacion de compatibilidad con técnica de
piro-secuenciacién, se utilizdo el software PyroMark Assay Desing (Qiagen). Los
primers especificos para la amplificacién y secuenciacion de las regiones de interés
se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados para la amplificacion y secuenciacion mediante
pirosecuenciacion

Longitud del

Gen Primers amplificacion producto (pb)

Primer piro secuenciacion

5'- CCCTTCACCTTCCAGCTCC- 3'

PTERT Biot-5'-AAAGGAAGGGGAGGGGTG-3' 110 5'- ACCCCGCCCCGTCCCGACCCC- 3!
5’- CAAAAATATCCCCCGGCTTG- 3’

IDH1* Biot-5'- GGGGATCAAGTAAGTCAT- 3’ 82 5’- ACCTATCATCATAGGT- 3’
5’- ACATCCCACGCCTAGTCCC- 3’

IDH2* Biot-5’- CAGGTAGGCCAGGGTGGAGA-3" 85 5’- CCCATCACCATTGGC- 3’

5’- CAAATCGACCGGTGGTAAA- 3’
Biot-5'- GAGACTTTGTCCCATTTTTTTCC-

H3F3A 3 138 5’- TACAAAAGCCGCTCG- 3’
5’- TAAAGCGCCACGCAAGCA- 3°
HIST1H3B  Biot-5'- GCGGTAACGGTGAGGCTTTT- 3’ 87 5’- TACCAAGGCTGCTCGC- 3’

*Primers para el estudio de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 publicados por Arita et al. 2015 [26].

73



MATERIAL Y METODOS

5.3.2 Amplificacion mediante PCR y piro-secuenciacion

Las regiones de interés de los genes mencionados anteriormente se
amplificaron mediante PCR utilizando el kit PyroMark PCR (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante, en un termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Thermo Fisher Sci.). Se utilizaron primers forward y reverse (Tabla 4) a una
concentracién final de 12pmol/ul, la mezcla Pyromark PCR mastermix 2x, que
contiene la cantidad necesaria de enzima, dNTPs y MgCl,, y el reactivo coral load 10x,
ambos a la concentracion final 1x en un volumen final de 25ul. En el caso de la
amplificacién del promotor del gen TERT, se afiadid a la mezcla de reaccién 5ul del
reactivo Q-solution, el cual estd indicado para mejorar la amplificacion de regiones
ricas en CG. La amplificacidn se realizé siguiendo las condiciones descritas en la (Tabla
5). La calidad de los productos amplificados se comprobd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%.

Tabla 5. Condiciones amplificacion productos pirosecuenciacion

Desnaturalizacion 95°C 15 minutos
Amplificacion x 45 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Hibridacion 60°C 30 segundos
Elongacion 72°C | 30 segundos

Extension final 72°C 10 minutos

Tras la amplificacion se realizé la desnaturalizacion del producto amplificado,
aislamiento de la hebra molde e hibridacidn con el primer de secuenciacion (Tabla 4)
con la estacién de vacio PyroMark Q24 (Qiagen), siguiendo las instrucciones de
fabricante, y finalmente se secuencié en secuenciador PyroMark Q24 (Qiagen). Los
resultados obtenidos se analizaron empleando el software Pyrogram ID v.2.5
(Qiagen).

5.4. Secuenciacion Sanger

Los resultados obtenidos mediante secuenciacion masiva se confirmaron
mediante secuenciacion Sanger de algunas de las variantes de interés. Los primers
especificos se disefiaron mediante la aplicacion Primer-Blast (National Library of
Medicine del National Institute of Health, EEUU, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se
comprobé que las temperaturas de anillamiento de los primers fuesen similares y que
no existiese la posibilidad de amplificaciones inespecificas en otras regiones.

Para la amplificacion se utilizé el reactivo, GoTag Master Mix (Promega,
Wisconsin, EEUU) que contiene la enzima DNA polimerasa, nucledtidos (dNTPs),
MgCl, y buffer de reaccion a las concentraciones dptimas. El ADN se desnaturalizé
durante 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién, anillamiento y
amplificacién de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C,
respectivamente. Finalmente se realizé una extension final de 10 minutos a 72°C. Los
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productos amplificados se purificaron mediante columnas s utilizando el kit Q/Aquick
PCR purification kit (Qiagen).

La reaccidn de secuenciacion se realizd sobre el producto amplificado
utilizando los primers forward y reverse por separado de modo que se obtuvieron las
secuencias de cada una de las hebras por separado. Para la reaccidn de secuenciacion
se realizd una reaccion de sintesis de la hebra complementaria utilizando una mezcla
de nucledtidos y dideoxinucleétidos marcados con fluorescencia y buffer de reaccidon
contenidos en el kit BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo FIsher Sci.).
Finalmente, se purificé el producto de la reaccién de sintesis mediante utilizacién del
kit de purificacion BigDye XTerminator (Thermo Flsher Sci.) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Los fragmentos obtenidos de la reaccién de sintesis se separaron mediante
electroforesis capilar y se detectaron los nucleétidos presentes mediante emision de
fluorescencia de estos en secuenciador ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer System
(Thermo Fisher Sci.). La secuencia obtenida se analizé utilizando el software Chromas
(Technelysium Pty Ltd.) comparando la secuencia obtenida de la muestra tumoral con
la de referencia depositada en las bases de datos del genoma humano (hg19).

5.5.  Analisis de metilacién promotor del gen MGMT

El estado de metilacién del promotor del gen MGMT se estudid mediante PCR
especifica de metilacion (Methylation specific PCR, MS-PCR) a partir del ADN
previamente tratado con bisulfito. Este tratamiento convierte las citosinas no
metiladas (no unidas a grupo CHs metilo) en uracilos, mientras que aquellas citosinas
gue presentan un grupo metilo unido en su posicién 5, es decir las citosinas
metiladas, no sufren esta conversion. Tras el tratamiento con bisulfito del ADN, se
realiza la amplificaciéon de la regién del promotor de MGMT empleando primers
especificos de las secuencias de ADN metiladas (M) o no metiladas (UM) para cada
muestra. La presencia de ADN metilado o no metilado se valora mediante
electroforesis en gel de agarosa del producto obtenido en cada PCR (M y UM), por lo
que la presencia de ADN amplificado en el producto de PCR con los primers
especificos para la secuencia metilada indica positividad para la metilacién del
promotor.

5.5.1 Tratamiento con bisulfito

El ADN extraido de las muestras se tratd con bisulfito sdédico. Para este
tratamiento se utilizé el kit EpiTect Bisulfite (Qiagen). La reaccion de conversién se
consigue mediante incubacién de 500ng-1ug de ADN a altas temperaturas con
bisulfito, siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la conversidn, se realizé una
purificacion del ADN modificado con columnas con el fin de eliminar restos de
bisulfito, sales y otros agentes quimicos. Como control de la técnica de conversion
mediante bisulfto, en cada ensayo siempre se realiza el tratamiento de un ADN
control positivo (DNA metilado in vitro) y un ADN control negativo (ADN no tumoral)
para ser utilizados como control de la técnica.
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5.5.2 PCR especifica metilacién (MS-PCR)

El ADN tratado con bisulfito de cada una de las muestras se amplificd por
duplicado utilizando primers especificos para la amplificacion del promotor del gen
MGMT metilado o no metilado (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencia de los primers utilizados para detectar la secuencia metilada y no metilada del
promotor del gen MGMT

Primers especificos de: = Primers MGMT
Forward 5'- TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3'

ADN (M) Reverse  5'- GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3'
Forward 5'-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3'
ADN (UM) Reverse  5'- AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3'

Junto con las muestras objeto de estudio se amplificaron los controles
mencionados del tratamiento, asi como un ADN no tratado con bisulfito, este ultimo
se utilizé como control de especificidad de la PCR.

Para la amplificacidon se utilizaron 5ul de ADN tratado junto con dNTPs
(0.2mM), los primers detallados (15pmol), Cl,Mg (15mM), enzima Amplitag Gold (1U)
y buffer (1x) en un volumen final de 15ul siguiendo las condiciones de PCR descritas
en la (Tabla 7). Finalmente se visualizaron los productos obtenidos en cada reaccion
de amplificacion en gel de agarosa al 3%.

Tabla 7. Condiciones de amplificacion mediante PCR para la deteccion de secuencia metilada y no
metilada del promotor gen MGMT

Desnaturalizacion | 95°C 15 minutos
2 ciclos
Desnaturalizacion = 95°C 30 segundos
Hibridacion 62°C 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
2 ciclos
Desnaturalizacion = 95°C 30 segundos
Hibridacion 60°C 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
36 ciclos
Desnaturalizacion = 95°C = 30 segundos
Hibridacion 58°C = 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
Extensiodn final 72°C 7 minutos
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5.6. Estudio de Hibridacién In Situ Fluorescente (FISH)

La validacion de los resultados de CNVs obtenidos mediante el estudio de
NGS con respecto a las alteraciones en el gen EGFR y CDKN2A se realizé mediante
un analisis de hibridacidn in situ fluorescente (FISH).

Para llevar a cabo esta técnica, se obtuvieron cortes de 4 um de espesor de
bloques tisulares de parafina que se colocaron sobre en portaobjetos de vidrio
tratados. Los cortes se incubaron en estufa a 65°C, minimo 1 hora y se desparafinaron
mediante 2 incubaciones en Xilol de 5 minutos. Tras la eliminaciéon de la parafina, se
re-hidrataron los cortes mediante incubaciones dobles de 2 minutos en etanol a
concentraciones decrecientes (100%, 70%) y finalmente en agua destilada.

Para permitir la accesibilidad de |la sonda a su diana, es necesario realizar un
pretratamiento de las muestras con calor (98-100°C) en solucién de citrato sddico
pH6 durante 30 minutos (“desenmascaramiento”). Con este tratamiento se
consiguen eliminar las uniones de formol con el ADN producidas durante la fijacidn
de la muestra, asi como la unién de proteinas al ADN diana. Posteriormente, se
eliminaron las proteinas y restos citoplasmaticos mediante digestién con proteinasa
K a 37°C durante 20 minutos. Tras la digestion, los cortes se deshidrataron mediante
incubaciones de 2 minutos en agua destilada (3 incubaciones) y posteriormente con
etanol a concentraciones crecientes (70%, 85% y 100%).

La sonda problema se aplicé sobre el tejido tumoral, realizdndose una
desnaturalizacién del ADN y sonda a 75°C durante 5 minutos previa a su hibridacion
a 37°C durante toda la noche en condiciones de humedad. Este proceso se realizd
con en hibridador Thermobrite (Leica, Wetzlar, Alemania). Finalmente, los cristales se
lavaron con buffer 0.4x de solucién de citrato sédico (SSC) durante 2 minutos a 72°C
y después se lavaron con buffer 2xSSC y 0.05% Tween20 durante 30 segundos a
temperatura ambiente con el fin de eliminar sonda unida inespecificamente que
pueda producir sefiales de fondo y enmascarar las sefiales de hibridacién especificas.
Por ultimo, se realizé una contra tincion nuclear de las células con DAPI (4 ',6-
diamidino-2-fenilindol) y se visualizaron en microscopio de fluorescencia.

5.6.1 FISH de EGFR y CDKNZ2A

Para la detecciéon de amplificaciones en el gen EGFR localizado en el
cromosoma 7, se utilizé la sonda EGFR/CEP7 (Metasystems, AltluRheim, Alemania).
El nimero de copias del gen EGFR se evalud mediante la utilizacion de una sonda
marcada con el fluoréforo Texas Red dirigida a marcar el gen EGFR y una sonda
marcada con el fluoréforo FITC dirigida a marcar la regién centromérica del
cromosoma 7 ( Figura 20A). Asi pues, en una célula normal hibridada con la sonda
EGFR/CEP7, se observaran dos sefiales rojas correspondientes a las dos copias del
gen EGFR y dos sefiales verdes que marcan los dos centrémeros del cromosoma 7.
Una célula con amplificacién del gen EGFR mostrard numerosas seiales rojas y dos
sefiales verdes.
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Se considerd que una muestra presentaba amplificacion de EGFR cuando al
menos un 10% de los nucleos observados mostraban sefiales incontables (cluster)
correspondiente a la sefial del gen EGFR y dos seiiales verdes centroméricas.

D9Z3
AN TN D
\.

T

A)

9.4zzsLa
H493
86L2C1HY
0o
-

9p21.3

!

14
S

100kb

a* gece !
brebgppds

Figura 20. Disefio de la sonda para estudio de (A) amplificaciones del gen EGFR y (B) deleciones de
CDKN2A. Imdgenes obtenidas de las instrucciones de uso de cada una de las sondas empleadas.

Para la deteccién de deleciones del gen CDKN2A localizado en el cromosoma
9, se utilizé la sonda CDKN2A/D9Z3 ((Cytocell, Cambridge, UK). Mediante la
utilizacién de una sonda marcada con el fluoréforo Texas Red dirigida a marcar el gen
CDKNZ2A y una sonda marcada con el fluorofoto FITC dirigida a marcar la regién
centromérica del cromosoma 9 (D9Z3), se evalud la presencia de deleciones en
homocigosis o hemicigosis del gen ( Figura 20B).

Con el fin de poner a punto el analisis de la delecion del gen CDKN2A mediante
FISH, se utilizaron un total de 3 muestras tisulares control de cerebro (no tumorales)
previo al analisis de muestras tumorales. Para el andlisis de este gen, se llevd a cabo
la cuantificacidon de las sefiales de 10 nucleos en 10 campos distintos. En base a los
controles no tumorales, se establecié que una muestra presentaba delecién
homocigota de CDKN2A cuando al menos un 30% de los nucleos observados tenian 2
sefiales centroméricas y ninguna del gen.

5.7. Estudio Inmunohistoquimico

Para evaluar la expresion de la forma mutada de IDH1 R132H, la forma
mutada de H3F3A K27M vy la expresién de las proteinas TP53 y ATRX se realizaron
técnicas inmunohistoquimicas utilizando un procesador de tincién automatizado
Leica Bond (Leica Biosystems).

Se cortaron secciones de tejido de los bloques de parafina a 5um y se secaron
a 70°C durante 30 min. A continuacion, la desparafinacion y la recuperacién
antigénica se realizd en el sistema Bond Il con solucidn de recuperacion 1 (pH6) y 2
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(pH9). Las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios descritos en la Tabla
8, usando el protocolo estandar Leica Bond IHC-F. El kit de deteccién Leica Bond
Polymer Refine DAB se utiliz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se consideré positividad para el anticuerpo anti-IDH1 R132H y anti H3F3A
K27M, y por tanto mutado, cuando se detectd tincidon citoplasmatica y nuclear
respectivamente en células tumorales y negativo en ausencia de dicha tincién.

ATRX se clasificd como positivo o negativo segun los resultados de presencia
0 ausencia de expresion nuclear inmunohistoquimica. Se considerd tincién negativa
solo en aquellos casos en los que una pérdida de tincidon nuclear se limitd a las células
tumorales y si existia un control positivo interno apropiado en las células no
tumorales adyacentes (células endoteliales, neuronas corticales o células
inflamatorias).

Se determiné como positivo la presencia de la proteina mutada TP53 cuando
se observd tincion nuclear positiva intensa anti-TP53 en mas de un 10% de células
tumorales.

Tabla 8. Anticuerpos empleados, diluciones y condiciones de tincion

. Desenmascaramiento o Casa

Anticuerpo | Clon . Dilucién .
antigénico Comercial
IDH1 R132H | DIA-HO09-Anti-IDH1 10 min pH9 1/200 Dianova
ATRX HPAQO1306 Anti-ATRX | 54 i pH9 1/50 Sigma
Policlonal

TP53 NCL-Lp53-DO7 20 min pH6 1/25 Leica
H3F3A Histona H3K27- . -
K27M policlonal 20min pH9 1/5000 | Millipore

5.8. Andlisis estadistico

Los datos registrados se recopilaron en una base de datos en Microsoft Excel 2000
(Microsoft Corporation, EEUU). Para los analisis estadisticos se utilizaron los
programas informaticos Statistical package for Social Science (SPSS 11.0.0. LEAD
Technologies, Chicago, IL, EEUU) y GraphPad Statistics (http//www.graphpad.com).

Se realizdé el analisis descriptivo de frecuencias de las variables recogidas. Las
variables moleculares se evaluaron de manera descriptiva y se determind la
significacion estadistica de las diferencias observadas entre grupos mediante la
prueba estadistico t-test o la prueba exacta de Fisher. Se consideré el valor p-valor
<0.05 como umbral de significacion estadistica.

La supervivencia global (SG) se evalué mediante el andlisis de curvas de
supervivencia Kaplan-Meier para estimar la distribucidn de supervivencia en funcién
de la alteracidon molecular detectada. Para evaluar las diferencias entre las curvas de
supervivencia se utilizd la prueba Log-rank, determinando una diferencia
estadisticamente significativa entre las curvas cuando el p-valor fuese menor de 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1.

DISENO Y VALIDACION DE UN PANEL DIRIGIDO DE GENES

RESULTADOS

PARA EL ESTUDIO MOLECULAR DE LOS GLIOMAS MEDIANTE NGS

6.1.1 Disefio del panel dirigido de genes GLIO-NGS-30

Con el fin de llevar a cabo estudios de secuenciacién masiva en gliomas se
disend un panel de genes (en adelante denominado GLIO-NGS-30) que permite
analizar toda la region codificante de 30 genes seleccionados (ademas de 5 bp a
ambos extremos de los exones) con un total de 1.139 amplicones divididos en dos
pools de primers. El tamafio medio de los amplicones disefiados fue de 125-150 bp.
El disefio final obtenido permite la secuenciacién de un total de 120.54 kb por
muestra y cubre el 94.55% de todas las regiones de interés inicialmente incluidas

(Tabla 1).

Tabla 9. Resumen del disefio del panel de genes GLIO-NGS-30

Gen NQ. de RefSeq Regidn cubierta*® Cobertura total (%)
amplicones

ATRX \ 107 NM_000489 CDS, exones 1-35 95,9
BRAF 37 NM_004333 CDS, exones 1-18 94,6
CDKN2A \ 8 NM_000077 CDS, exones 1-3 50,9
CDKN2B 4 NM_004936 CDS, exones 1-2 64,7
cic \ 56 NM_015125 CDS, exones 1-20 90,4
DAXX 30 NM_001141970 CDS, exones 1-8 90,1
EGFR \ 60 NM_005228 CDS, exones 1-28 99,9
FOXR2 10 NM_198451 CDS, exones 1 100,0
FUBP1 \ 36 NM_003902 CDS, exones 1-20 98,8
H3F3A 4 NM_002107 CDS, exones 2-3 63,7
HIST1H3B \ 5 NM_003537 CDS, exones 1 95,2
IDH1 21 NM_005896 CDS, exones 3-10 97,7
IDH2 \ 20 NM_002168.2 CDS, exones 2-11 90,8
KEL 35 NM_000420 CDS, exones 1-19 99,3
KRAS \ 10 NM_033360 CDS, exones 2-6 90,3
LZTR1 38 NM_006767 CDS, exones 1-21 96,2
MET \ 57 NM_001127500 CDS, exones 2-21 98,9
MSH6 45 NM_000179 CDS, exones 1-10 94,8
NF1 \ 131 NM_001042492 CDS, exones 1-58 98,5
NOP53 18 NM_015710 CDS, exones 1-13 72,0
PDGFRA \ 48 NM_006206 CDS, exones 2-23 100,0
PIK3CA 47 NM_006218 CDS, exones 2-21 96,9
PIK3R1 \ 39 NM_181523 CDS, exones 2-16 98,4
PTEN 18 NM_000314 CDS, exones 1-9 95,7
QKI \ 17 NM_006775 CDS, exones 1-8 98,6
RB1 51 NM_000321 CDS, exones 1-27 93,1
TP53 \ 22 NM_000546 CDS, exones 2-11 100,0
TP73 28 NM_005427 CDS, exones 2-14 86,0
TSC1 \ a7 NM_000368 CDS, exones 3-23 94,8
T5C2 90 NM_000548 CDS, exones 2-42 96,8

*CDS (coding sequence): Region codificante
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Este disefio permitiria la deteccién de variantes (mutaciones puntuales e
INDELS) en los genes indicados en la Tabla 9, asi como alteraciones en el nimero de
copias (CNVs) en los genes PDGFRA, EGFR, CDKN2A y las regiones cromosémicas 1p
y 19qg. De esta manera, quedaron cubiertos los genes driver mas frecuentemente
alterados en gliomas (IDH, H3F3A, BRAF, ATRX, NF1), y las vias de sefializacion
alteradas con mayor frecuencia en GB: |a via de sefializacion de los receptores tirosin
kinasa (RTK, incluyendo los genes EGFR, PDGFRA, MET), la via de sefializacién de la
fosfatildilisitol-3-kinasa (PI3K, incluyendo los genes PIK3CA, PIK3R1, PTEN) y la via de
sefalizacion del ciclo celular (TP53 y RB1) (53) (Figura 11).

6.1.2 Validacion del panel GLIO-NGS-30

Para la validacién del disefio del panel GLIO-NGS-30 se realizaron dos analisis:
i) el andlisis de muestras no tumorales y de muestras con mutaciones ya conocidas
identificadas por otros métodos para determinar la especificidad de los resultados vy,
ii) el andlisis de una serie de muestras ya estudiadas mediante secuenciacidn masiva
con otro panel comercial con mayor contenido en genes.

En primer lugar, se seleccionaron y secuenciaron 10 muestras no tumorales y
se analizaron las variantes detectadas. Tras los analisis y filtrados especificados
previamente en la seccidon 3.2.4 de Material y Métodos, en este estudio no se
detectaron variantes patogénicas en las muestras analizadas. Sélo 2 muestras
mostraron variantes missense de significado incierto pero descritas en las bases de
datos poblacionales a baja frecuencia (Tabla 10). Dada la frecuencia alélica de estas
variantes, el hecho de que estén descritas en las bases de datos de genomas no
tumorales, y que las muestras analizadas son tejidos no tumorales, dichas variantes
se consideraron polimorfismos de baja frecuencia.

Tabla 10. Variantes identificadas en muestras de tejido no tumoral

Muestra Gen Frefc'uenma Variante Catnbllo .de dbSNP GnomAD
alélica (%) aminoacido

Control 1 MET 57.0 c.607T>A | p.(Ser203Thr) |rs200861145| 0.051%

Control 2 | PDGFRA 57.8 €.3155C>T | p.(Thr1052Met) | rs397514550|0.0179%

Por otro lado, se seleccionaron 14 muestras con alteraciones conocidas que
habian sido detectadas en el momento del diagndstico de rutina, mediante
pirosecuenciacion, secuenciacion Sanger o inmunohistoquimica en los genes IDH1
(10 casos), IDH2 (2 casos) y BRAF (2 casos). En todas ellas las mutaciones previamente
detectadas fueron confirmadas mediante la utilizacién del panel de NGS GLIO-30
(Tabla 11).

84



RESULTADOS

Tabla 11. Variantes identificadas en muestras tumorales

Diagnéstico” Gen Cambio I;TZ;::?S/:? Validacion”
1 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |IDH1 |p.(Arg132His) 39.9 IHQ/Pirosec
2 O"i‘;?:cr;g:ﬁ's?;;g’/lllgq IDHI |p.(Argl32His)  41.1 Sanger
3 | Astrocitoma IDH mutado, grado Ill | IDH1 |p.(Arg132His) 35.6 IHQ/Pirosec
4 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |IDH1 |p.(Arg132His) 14.0 IHQ/Pirosec
5 Gliomatosis cerebri IDH1 |p.(Arg132His) 24.7 Pirosec
6 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |/DH1 |p.(Arg132Gly) 43.5 Sanger
7 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |/DH1 |p.(Argl32Leu) 20.4 Sanger
8 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |IDH1 |p.(Arg132Gly) 48.7 Sanger
9 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |IDH1 |p.(Arg132Gly) 34.3 Pirosec
10 | Astrocitoma IDH mutado, grado Il |IDH1 |p.(Arg132Cys) 43.4 Pirosec
11 O"igfei?fﬁzifgzdlfﬁgq IDH2 |p.(Argl72lys)  62.4 Sanger
12 O"i‘;?:gg:;i';"’r;‘gig/”lgq IDH2 |p.(Argl72lys)  24.5 Sanger
13 Astrocitoma pilocitico, grado | BRAF |p.(Val600Glu) 30.8 Sanger
14 Astrocitoma pilocitico, grado | BRAF |p.(Val600Glu) 18.1 Pirosec

*Diagndstico en base a la clasificacion de la OMS 2016.
AIHQ: Inmunohistoquimica; Sanger: secuenciacion Sanger; Pirosec: pirosecuenciacion.

Finalmente, los resultados de 16 casos estudiados con el panel GLIO-NGS-30
se validaron también mediante la correlacién de los resultados de NGS obtenidos con
el panel comercial FoundationOne CDx (FOCDx, Foundation Medicine) [77]. Dicho
panel analiza un nimero mayor de genes que los analizados con el panel GLIO-NGS-
30, pero los resultados se filtraron para comparar los mismos genes.

En cuanto a las variantes identificadas, 33 de ellas se detectaron con ambos
paneles y sélo una, que fue detectada con el panel GLIO-NGS-30, no se confirmd con
el panel FOCDx. Con relacién a esta variante, se trata de una mutacion en el gen LZTR1
(caso 33) con un 15% de frecuencia alélica y un cambio C>T. La discrepancia entre
ambos resultados podria deberse a que esta variante se encuentre presente en un
porcentaje bajo de células tumorales y a que el material empleado para ambas
determinaciones es diferente. Por otra parte, el tipo de cambio observado (C>T)
podria detectarse como consecuencia de la fijacién con formol de la muestra. Cabe
resaltar que todas las variantes identificadas con el panel FOCDx si fueron
identificadas con el panel GLIO-NGS-30.
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Tabla 12. Variantes detectadas con el panel GLIO-NGS-30 y validacion con el panel FOCDx.

Caso Gen Tip.o de Frt?c.uencia Variante Efecto Cafnbi’o d €
variante alélica (%) aminoacido

7 IDHI SNV 259 c395G>A  missense  p.(Arg132His)
7 PDGFRA SNV 81.1 C.748C>A missense | p.(Pro250Thr)
7 TP53 SNV 69.6 c.823T>C  missense  p.(Cys275Arg)
8 IDH1I = SNV 42.8 c.395G>A missense | p.(Arg132His)
8 QK SNV 300 c.961C>G  missense  p.(His321Asp)
8 TP53 SNV 76.8 c.488A>G missense p.(Tyr163Cys)
8 «c SNV 241 c2956C>G  missense | p.(Leu9s6Val)
8 ATRX INDEL = 823 2129 2129delA Fran;zlsh'ft p.(Asn710fs)
28 EGFR SNV 140 c.907G>C  missense  p.(Asp303His)
28  PIK3CA | SNV 16.5 €.2702G>T missense p.(Cys901Phe)
11 PIK3RI SNV = 385 c.1357A>C  missense  p.(Asn453His)
11 IDH2 SNV 45.8 c.515G>A missense p.(Argl72Lys)
12 ATRX SNV 835 c.6719T>C  missense  p.(Leu2240Pro)
14 PDGFRA SNV 13.8 c.1030C>T missense | p.(Pro344Ser)
14 TP53 SNV 132 c451C>T  missense | p.(Pro151Ser)
14 NF1 SNV 9.5 c.1277G>A nonsense p.(Trp426Ter)
14 cIC SNV 11.3 c.1289C>T  missense  p.(Ala430Val)
19 | DAXX = SNV 44.4 €.1024C>T missense | p.(Leu342Phe)
19 TP53 SNV 59.9 C.644G>T . missense p.(Ser215lle)
32 EGFR SNV 88.2 c.1118C>A missense | p.(Pro373Gln)
33 EGFR SNV 114 c.1766C>T  missense | p.(Pro589Leu)
33 TSC1 SNV 39.2 c.1001C>T missense p.(Ser334Leu)
33  LZTR1 SNV 15.0 c.2494C>T  nonsense  p.(GIn832Ter)
37  PTEN = SNV 65.2 c.479C>T missense | p.(Thr160lle)
39 PTEN SNV 736 c.1026G>T  missense = p.(Lys342Asn)
41 PTEN INDEL = 339 c.676_677insC Frargilsh'ft p.(Ser227fs)
41 PIK3CA SNV 242 c.1357G>A  missense  p.(Glu453Lys)
51 TP53 SNV 48.6 c.817C>T missense p.(Arg273Cys)
51 NFI INDEL 412  c.6357_6357delA Fra”;‘:h'ft 0.(Ala2120fs)
73 Mutaciones no detectadas

100 PIK3R1 INDEL 404  c.1724_1725insA FraT:SSh'ft p.(Thr576fs)
100 | /DH1 SNV 36.0 c.395G>A missense p.(Arg132His)
100 ATRX SNV | 354 c.4063G>T  nonsense  p.(Glu1355Ter)
100 | T7P53 SNV 72.6 c.742C>T missense p.(Arg248Trp)
122 PTEN SNV \ 10.1 c.697C>T nonsense p.(Arg233Ter)

SNV, Single Nucleotide Variation; INDEL, insertion/deletion; Del, Deletion; Ins, insertion.
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6.1.3 Desarrollo de un método basado en el z-score para la de-
teccién de CNVs

Con el fin de determinar de manera precisa las alteraciones en el nimero de
copias de algunos genes relevantes en gliomas, se desarrolld6 un método de
normalizacion basado en el publicado por el grupo de Ligtenberg [78]. En primer
lugar, para corregir las diferencias en el nimero de lecturas obtenidas debida a la
amplificacién por PCR de cada pool de primers, para cada muestra se dividieron las
lecturas de cada amplicdn por la mediana del total de lecturas obtenidas en cada pool/
de primers (pool 1 6 pool 2). Este proceso se realizd tanto en los datos obtenidos en
las muestras referencia (baseline), como en las muestras de los tumores. Este dato es
la cobertura normalizada del amplicén y se ha denominado aqui “Cob normalizada”.
A continuacién, se normalizd la cobertura de cada amplicén respecto a las muestras
control, dividiéndose la “Cob Normalizada” de cada amplicén y muestra, por la
mediana de la cobertura normalizada (“Mediana de la Cob normalizada”) de ese
amplicon en el pool de muestras de referencia (baseline). Este valor da una idea del
numero de copias, y se denomina cobertura relativa (“Cob Relativa”). Con el fin de
visualizar correctamente las deleciones, este valor se representé en escala
logaritmica (Figura 21).

Por ultimo, se obtuvieron los valores de z-score para cada uno de los datos de
“Cob relativa” obtenidos de la siguiente manera:

Z = “Cob normalizada” de cada amplicén y muestra

z—¢ C = Media de “Cob normalizada” del pool referencia (baseline)

Z score =

S = Desviacién estandar de “Cob normalizada” del pool referencia
(baseline)

El z-score es una medida de significacién comunmente utilizada en la
deteccidn de la variacion del nimero de copias a partir de datos de cobertura. Su
valor representa el nimero de desviaciones estandar que la cobertura obtenida estd
por encima o por debajo de la media de los valores del grupo de referencia. Por lo
tanto, este valor permitira distinguir entre el ruido analitico debido a la técnica o una
variacion real del nimero de copias, reflejando asi la significacién estadistica del
resultado del andlisis de CNVs.

Para establecer los umbrales de ganancia y de pérdida, se analizaron la media
y la mediana del valor de z-score de los amplicones de cada gen. De acuerdo con los
resultados obtenidos, se establecieron valores de z-score para la consideracion de
amplificacién y delecién: amplificacién cuando el promedio del valor de z-score
superase el umbral de 20 y delecién cuando éste fuese inferior a -4. Para el gen
CDKN2A, se establecid el umbral de delecion homocigota cuando el promedio de z-
score fuese inferior a -6 (Figura 21).

87



RESULTADOS

A)
EGFR no amplif EGFR amplif EGFR vill
10
8
§ 6
®
o
S a
=
o
= 0.2
gy 2 :
-
-2 -
B)
PDGFRA no amplif PDGFRA amplif
7
6
5
= 4
=
s 3 0.8
1
22
=
Eﬂ 1
o B N5 mEERE
-1
-2
q) CDKNZ2A no del. CDKNZ2A del homocig. CDKN2A del hemicig.

[

o

m —m

-

4]

1.3

Log (Cob_relativa)
IS [

]

L

Figura 21. Estudio de CNVs mediante z-score. Se representa la cobertura relativa, Log (Cob relativa),
de cada amplicén en escala logaritmica para los genes: A) EGFR, no amplificado (izquierda),
amplificado (centro) y amplificado con la variante vlll (derecha); B) PDGFRA, con amplificacion
(derecha) y sin amplificacion (izquierda); C) CDKN2A, no delecion (izquierda), delecion homocigota
(centro) y delecion hemicigota (derecha). Se muestran los valores promedio de z-score para cada caso.
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6.2. DETECCION DE ALTERACIONES GENETICAS MEDIANTE EL
PANEL DIRIGIDO DE GENES GLIO-NGS-30

6.2.1 Deteccidn de mutaciones

Tras los filtrados descritos en la seccién de Material y Métodos, se detectaron
un total de 341 variantes, encontrando variantes en regiones codificantes, missense
e INDELS inframe (sin alteracién en el marco de lectura), y variantes en sitios de
splicing (Figura 22). Por otra parte, las variantes se clasificaron en mutaciones
patogénicas (driver y truncantes) o variantes de significado incierto (VUS) de acuerdo
con lo descrito en la literatura [79].

160
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=
©
> 60
(=]
2
40
) o -
0
Mutacién Mutacién INDEL Inframe INDEL Stop codon Otras
missense driver missense (VUS) (Vus) frameshift truncante (splicesite_5,3)

Truncante

Figura 22. Frecuencia de las variantes detectadas clasificadas segun el tipo de variante y efecto.

En el andlisis realizado se detectaron, ademds de variantes en los puntos
calientes de mutacién (hotspots), otras 3 variantes en localizaciones no hotspot en
los genes IDH1 e IDH2 (Tabla 13). Estas 3 variantes se encontraban registradas en la
base de datos COSMIC en otros tipos tumorales como tumores de mama, gastricos y
adenocarcinomas. Sin embargo, en SNC la variante de IDH1 p.(Tyr183Cys) se ha
demostrado que es una variante polimdrfica mediante mutagénesis dirigida en lineas
celulares de GB [80]. Asi mismo, las variantes de IDH1 p.(Arg222Cys) e IDH2
p.(Thrd35Met) se clasifican como variantes benignas segun diferentes predictores de
patogenicidad in silico (Mutationtaster y Decipher). Por otra parte, aunque en una
frecuencia baja en la poblacidn, estas variantes se han detectado en individuos sanos
en gnomAD [81], y la frecuencia alélica con la que fueron detectadas (entorno al 50%)
sugiere que podrian ser polimorfismos. Por lo tanto, estas 3 variantes detectadas no
se computaron como mutaciones de significado desconocido sino como
polimorfismos.
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Tabla 13. Resumen mutaciones en regiones no hotspot detectadas en los genes IDH1 e IDH2

Cambio Cambio CosMiIC Frecuencia
Muestra | Gen nucleétido Efecto aminoacido ID alélica (%) gnomAD
34 IDH1| c.548A>C | missense | p.(Tyr183Cys) | COSV61634138 33.7 0.01004
178 |IDH1| c.664C>T | missense | p.(Arg222Cys) | COSV61620767 49.3 0.00002830
122 | /DH2| c.1304C>T | missense | p.(Thr435Met) | COSV51561910 45.3 0.003608

Finalmente, en el analisis realizado mediante secuenciacién masiva con el panel de
30 genes disefiado se detectd al menos una variante en el 89.6% de los casos de
nuestra serie (164/183), con una tasa media de mutaciones puntuales por caso de
1.9. Se detectaron mutaciones en todos los genes incluidos en el panel a excepcién
de los genes HIST1IH3B y CDKN2A (Figura 23), siendo el tipo de mutaciones
detectadas con mayor frecuencia las variantes missense e INDELS (Figura 23).

9.8%, RB1

9.3%, PIK3R1
7.6%, IDH1/2

7.7%, PDGFRA

9.8%, ATRX

11.5%, PIK3CA

33.3%, Genes

frecuencia
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27.3%,TP53
22.4%, EGFR

conmenor |

1.1%, BRAF

0.5%, GLTSCR2

1.1%, DAXX
1.1%, KRAS

4.9%, Cic

1.6%, MSH6

1.6%, H3F3A

4.9%, LZTR1
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2.2%, KEL

3.8%, TSC2
2.2%, T5C1

2.2%, TP73
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Figura 23. Frecuencia de mutaciones detectadas de cada gen del panel GLIO-NGS-30 (mutaciones

puntuales e INDELS).

90


https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=118406218
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=118390211
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=101219594

RESULTADOS

Missense W Missense M INDEL INDEL ®codonstop M otras
driver trunc (splicesite_5,3)

VSuU VSuU
100%
. .
80% ﬁ
70%

IDH1 /2 ATRX TP53 RB1 EGFR PDGFRA NF1 PTEN PIK3R1 PIK3CA
(n=14) (n=19) (n=56) (n=18) (n=41) (n=14) (n=24) (n=41) (n=18) (n=21)

50%
40%
30%

20%

0%

Figura 24. Tipo de mutacion detectada dentro de los genes alterados con mayor frecuencia con el panel
GLIO-NGS-30, Mutaciones puntuales e INDELS clasificadas en funcion de su efecto en la proteina y su
patogenicidad.

6.2.2 Deteccidon de CNVs

El andlisis del nimero de copias presentes en las muestras tumorales se realizd
mediante dos métodos. Por un lado, se analizé el resultado proporcionado por el software
de analisis lon Reporter (IR) y, por otro lado, se realizé el analisis de CNVs mediante la
aplicacion del método basado en el z-score detallado anteriormente.

6.2.3 Analisis de CNVs con el software lon Reporter (IR)

El analisis del nimero de copias presentes en las muestras tumorales se realizd
mediante la comparacién de la cobertura obtenida en dichas muestras con una referencia de
dotacidon 2n. Dicha referencia se generd a través del analisis de cobertura de 10 muestras no
tumorales que fueron empleadas para la realizacién de una linea base (baseline) con el
software IR. De esta manera, los datos de cobertura en muestras tumorales se comparan con
esta referencia generada para detectar ganancias o pérdida de material genético. Este
analisis de CNVs se realizd en un total de 182 casos de los 183 secuenciados, no pudiéndose
realizar en una muestra debido a la baja uniformidad de la cobertura obtenida en este caso.

Los resultados obtenidos mostraron que un 35.2% de los casos analizados (64/182)
presentaron amplificacion del gen EGFR. Mediante el andlisis realizado con este método, no
se pudo determinar la presencia de ganancia génica de bajo nimero de copias. Tampoco se
pudieron detectar las variantes del gen EGFR, como la variante EGFR vlll, en aquellos casos
amplificados. En cuanto a las amplificaciones del gen PDGFRA, 17 de los pacientes analizados
(9.3%) mostraron amplificaciéon (Figura 25A). Con respecto al estudio de deleciones, se
detecté delecion homocigota del gen CDKN2A en 12 casos (6.6%) y delecién hemicigota (x1
copia) en 28 (15.4 %).

91



RESULTADOS

A)  RESULTADOS ANALISIS ION-REPORTER N=182 B)  RESULTADOS ANALISIS Z-SCORE N=173

EGFR amplif.;
39,31%

EGFR amplif.;
35,16%

CDKN2A del.
Homocig.;
6,59%

CDKN2A del.
Homocig.;
27,75%

PDGFRA amplif.; PDGFRA amplif.;
9,34% 10,98%

Figura 25. Frecuencia de CNVs obtenidos mediante el software IR (A) y método z-score (B).

6.2.4 Andlisis de CNVs mediante el método de z-score

El andlisis de las alteraciones en el nimero de copias se realizé en un total de
173 casos de los 183 estudiados mediante el analisis del valor de z-score descrito
anteriormente. En 10 casos no se pudo realizar este andlisis debido a la diferencia en
uniformidad de lecturas obtenida para cada uno de los pools que conforman el panel
GLIO-NGS-30.

La presencia de amplificacion del gen EGFR se detecto en 68 de las 173
muestras analizadas (39.3%) (Figura 25B y Figura 26). Ademds, este andlisis de CNV's
permitio detectar las diferentes variantes producidas por la delecion de algunos
exones, como la variante EGFR vlll, el reordenamiento mds comun en GB generado
por la delecion de los exones 2 al 7 del gen (5 casos); la variante EGFR vV (delecion de
los exones 25-28) (1 caso); y la variante EGFR vll (delecion de los exones 14-15) (2
casos) (Figura 27).
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Figura 27. Representacion grdfica en escala logaritmica de la cobertura relativa (Cob relativa). Se
muestran distintos casos de tumores sin amplificacion de EGFR y con amplificacion, asi como las
distintas variantes amplificadas de EGFR: variante vlll (delecion de los exones 2-7); variante vV
(delecion de los exones 25-28); variante vl (delecion de los exones 14-15).

Del mismo modo, se detectaron 19 casos con amplificacion o ganancia de alto
nivel del gen PDGFRA (11%) (Figura 25B y Figura 26) .

En cuanto a las alteraciones en el numero de copias del gen CDKN2A, 72 de
las muestras analizadas (41.6%) presentaron delecién. . De acuerdo con los umbrales
establecidos, 48 (66,6%) de estas muestras mostraron una delecion en homocigosis
del geny 24 (33,3%) mostraron una delecidn de una sola copia (hemicigosis) (Figura
25B). Sin embargo, aunque con este método se establecieron deleciones hemicigotas
en algunos de los casos, la fiabilidad de estos resultados depende tanto del
porcentaje de células tumorales con delecién hemicigota presentes en la muestra,
como de la calidad de la propia muestra y la cobertura obtenida.

Finalmente, mediante el método desarrollado no se pudieron detectar
alteraciones en el numero de copias de otros genes como NF1, RB1, PTEN o TP53, ya
que no se pudieron establecer criterios robustos para la determinacion de ganancias
o pérdidas de bajo nivel.
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6.2.5 Comparativa de los métodos utilizados para el analisis de
CNVs

Se realizd un andlisis comparativo de los resultados obtenidos mediante
ambos métodos de analisis de CNVs, el software IR y el método del z-score. Los
resultados obtenidos de este analisis se muestran en la Tabla 14 y Figura 28.

Tabla 14. Comparativa de los resultados obtenidos en el estudio de CNVs con el software IR y mediante
el andlisis del z-score.

IR z-score
EGFR
AMPLIFICADO 64 67
VARIANTES (EGFR v, vV, vil) NA 8

NO AMPLIFICADO 109 106

PDGFRA
AMPLIFICADO 17 19
NO AMPLIICADO 156 154

CDKN2A
DELECION HOMOCIGOTA 12 48
DELECION HEMICIGOTA 26 24
NO DELECION 135 101

Comparacion métodos analisis CNVs

67

64

48

EGFR amplificado PDGFRA amplificado CDKN2A del homo. CDKN2A del hemic.

mIR W Z-score

Figura 28. Comparativa de los resultados obtenidos en el estudio de CNVs con el software IR (azul) y
mediante el andlisis del z-score (naranja). Del homo.: delecion homocigota; del hemic.: delecion
hemicigota.

Como puede observarse, en 3 de los 67 casos con amplificacion de EGFR
detectada mediante el método z-score no se detectd la amplificacion mediante el
software IR. En estos casos, el software IR los reportd con un valor de menos de x10
(valor maximo obtenido por el sistema y que se asimila a amplificacion de alto nivel),
no pudiéndose determinar, por tanto, una amplificacion de alto nivel por este
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método. Del mismo modo, 2 de los 19 casos con amplificacion del gen PDGFRA
detectada mediante el analisis de z-score no pudieron detectarse mediante la
utilizacidn del software IR, ya que el valor obtenido era inferior a lo considerado como
amplificacién (x10).

Respecto a las deleciones, cabe destacar la mayor tasa de deleciones
homocigotas del gen CDKN2A detectada mediante el método z-score (48 casos) con
respecto la obtenida mediante el software IR (12 casos) (Tabla 14 y Figura 28).
Ademas, de los 135 casos en los que el software IR no detecta delecion, 25y 16 casos
tienen deleciones homocigota y hemicigota, respectivamente, mediante el método
de z-score. Asi mismo, de los 26 casos detectados con una deleciéon hemicigota del
gen CDKN2A mediante el software IR, 12 resultaron en delecién homocigota y 7 no
mostraron delecion mediante el método z-score. Por otro lado, 1 de los 12 casos con
delecion homocigota detectado por IR mostré una delecién hemicigota mediante el
método z-score.

6.2.6 Validaciones de CNVs realizadas con métodos ortogonales

Con el fin de determinar la fiabilidad de los métodos de deteccién de CNVs,
los resultados obtenidos mediante los métodos IR y z-score se compararon con los
obtenidos mediante otros métodos ortogonales en una fraccién representativa de las
muestras: FISH (36 casos), MLPA (12 casos) y un panel de NGS validado para
diagndstico, el panel FoundationOne CDx (14 casos).

En concreto, se analizaron 31 y 5 muestras mediante FISH con sondas
especificas de los genes EGFR y CDKN2A, respectivamente (Tabla 15). De los 31 casos
analizados para EGFR, todos los casos a excepciéon de uno mostraron resultados
concordantes con ambos métodos IR 6 z-score (17 amplificados y 13 no amplificados).
En un caso se identificd una amplificacién focal mediante FISH que no se detecté por
ninguno de los métodos IR & z-score. La ausencia de deteccion en ese caso puede
deberse a la escasez de células tumorales con la amplificacidn presentes en el tejido
analizado mediante NGS.

Por otra parte, de los 5 casos analizados para el gen CDKN2A, todos mostraron
resultados concordantes mediante FISH y el método z-score (4 con delecidn
homocigota y 1 sin delecion). Sin embargo, la concordancia de la FISH con el método
IR fue menor, y sélo 2 de los casos mostraron resultados concordantes, mientras que
3 casos que presentaban delecion homocigota por FISH no fueron detectados
mediante el método IR. Por tanto, para la deteccién de deleciones, el método del z-
score es el que mostrd mayor sensibilidad y concordancia en los resultados obtenidos
con el FISH.
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Tabla 15. Correlacion de los resultados obtenidos por FISH, IR y z-score

FISH IR z-score

EGFR (n=31)
Amplificado 17 17 17
Amplificacion focal 1 0 0
No amplificado 13 13 13
CDKN2A (n=5)
Delecidon homocigota 4 1 4
No delecion 1 4 1

El andlisis comparativo realizado de los métodos de deteccion de CNVs (IR y
z-score) con el método ortogonal MLPA para la deteccidon de deleciones del gen
CDKN2A se realizé en 12 tumores de los cuales se disponia de resultado tras el analisis
del tejido tumoral congelado (Caso).

Tabla 16. Resumen de los resultados obtenidos mediante MLPA, IR y z-score Correlacion entre los
resultados obtenidos mediante MLPA y los métodos de deteccion de CNVs mediante NGS, IR y z-
score.

z-score*®

Caso

16
25
148
21 -4.5
178 -4.5
45 -0.4
47 -0.1
4 1.1
62 1.8

*Se indican los valores promedio de z-score obtenidos para cada caso. **ADN extraido de material
congelado para MLPA y de parafina para NGS. En verde oscuro se indica el resultado de delecion
hmocigota, en verde claro delecion hemicigota y en amarillo no delecionado.

De los 3 casos con delecidn homocigota mediante MLPA, sélo un caso fue
detectado por el software IR con delecion homocigota, mientras que los otros dos
fueron negativos (no delecionados). Atendiendo a las deleciones hemicigotas
detectadas mediante MLPA en 5 casos, 4 presentaron resultados discrepantes
mediante el software IR, dos con delecién homocigota y dos sin delecidn.

Con respecto a la correlacion de los resultados de MLPA con el método z-
score, de los tres casos con delecion homocigota del gen mediante MLPA, sélo uno
fue discordante, presentando delecion hemicigota con z-score. Esta discrepancia
puede deberse a que el tejido utilizado para la realizacion de la técnica MLPA en este
caso fue tejido congelado, mientras que la técnica de NGS se realizo en tejido incluido
en parafina (FFPE). Por otra parte, de los cinco casos con delecion hemicigota
mediante MLPA, cuatro mostraron resultados concordantes mediante el método z-
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score y uno de esos cinco casos resulté con delecién homocigota mediante este
método. Este caso discrepante presenta un valor promedio z-score de 6.2, cercano al
limite entre la consideracién de delecién homocigota y hemicigota.

Respecto a las muestras sin delecién mediante la técnica de MLPA (4 casos),
todas detectadas como negativas (sin delecidn) mediante ambos métodos
empleados, IR y z-score.

Por ultimo, se correlaciond el resultado obtenido mediante secuenciacién
masiva con el panel FoundationOne CDx con los métodos de deteccidon de CNVs, el
software IR y el método z-score para 14 casos (Tabla 17). Los resultados obtenidos
mostraron buena correlacién para la deteccion de amplificacidn en los genes EGFR y
PDGFRA en los 14 casos, a pesar de que el software IR no permite detectar las
distintas variantes de amplificacién de EGFR. Sin embargo, para la deteccién de
delecién del gen CDKN2A, no pudo detectarse ninguna delecién mediante IR,
mientras que el método de z-score detectd 2 de los 5 casos delecionados mediante
el panel de FoundationOne CDx. Esta discrepancia podria deberse a diferencias en el
tejido analizado (diferentes cortes del tumor) asi como diferencias en la tecnologia
de secuenciacién masiva empleada, ya que FoundationOne CDx emplea tecnologia
de captura mientras que la tecnologia empleada en el panel GLIO-NGS-30 es de
amplicones.

Tabla 17. Correlacion de los resultados obtenidos mediante el panel FoundationOne CDx, IR y z-score

FoundationOne IR z-score
CDx
EGFR (14 casos)
Amplificado 6 6 6
EGFR vl 1 NA 1
No amplificado 8 8 8
PDGFRA (14 casos)
Amplificado 2 2 2
No amplificado 12 12 12
CDKN2A (14 casos)
Delecién homocigota 5 0 2
Delecién hemicigota NA 1 0
No delecién 9 13 12
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6.3. ANALISIS DE LOS MARCADORES MOLECULARES TERT Y
MGMT

Las mutaciones en el promotor del gen TERT pudieron analizarse en 171 de
los 183 casos incluidos en este estudio (en 12 casos los resultados no fueron
concluyentes por material insuficiente o de mala calidad). De los 171 casos
analizados, 117 presentaron mutaciones en el promotor del gen TERT (68.4%). De
estos, 80 casos presentaron la mutacién C228T (68.3%) y 37 casos la mutacién C250T
(31.6%).

Por otro lado, se analizé la metilacién del promotor del gen MGMT en 109 de
los 183 casos estudiados, no pudiéndose obtener resultados concluyentes o material
suficiente en 67 casos. De los 109 pacientes analizados, 58 casos fueron positivos
para la metilacién del promotor de MGMT (53.2%).

6.4. RESUMEN DE LAS ALTERACIONES MOLECULARES
IDENTIFICADAS MEDIANTE NGS EN LA SERIE DE GLIOMAS ANALIZADA'Y
COMPARACION CON BASES DE DATOS EXTERNAS

Teniendo en cuenta los resultados de mutaciones (INDELS y mutaciones
puntuales) y CNVs obtenidos mediante secuenciacion con el panel GLIO-NGS-30, el
96.2% de los casos estudiados (176/183) mostraron alguna alteracién (mutaciones
y/o CNVs) en alguno de los genes analizados, mientras que en el 3.8% (7 casos) no se
detectd ninguna alteracion (Figura 29).

1.6%, H3F3A  7.1%, IDH1

1.1%, DAXX

27.3%, TP53

1.1%, BRAF

12.6%, NF1
41.5%, EGFR

12.6%, PDGFRA
12.0%, PIK3CA

0,
9.3%, PIK3R1 22.40%, PTEN

Figura 29. Resultados globales (mutaciones y CNVs) detectados mediante secuenciacion masiva con
panel GLIO-NGS-30 en 183 glioblastomas. Se representan sdlo los genes mds relevantes implicados en
las principales rutas de sefializacion.
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Estos resultados mostraron que las alteraciones en los genes EGFR y TP53
eran excluyentes entre si, mientras que las mutaciones en los genes IDH1, TP53 y
ATRX aparecen de manera concomitante, asi como las alteraciones en los genes EGFR
y CDKN2A o los genes IDH1 y QKI (Tabla 18).

Tabla 18. Estudio de concurrencia de las alteraciones en los genes A vs B

A B NINGUNO A B AMBOS LOG2 P- Q- TENDENCIA
NO NO (ODDS VALUE VALUE
B A RATIO)
IDH1 TP53 129 3 39 12 >3 <0.001 0.003 Concomitancia
CDKN2A | EGFR 75 20 43 45 1.972 <0.001 0.003 Concomitancia
ATRX TP53 127 5 38 13 >3 <0.001 0.005 Concomitancia
ATRX IDH1 157 11 8 7 >3 <0.001 0.008 Concomitancia
EGFR TP53 58 74 37 14 -1.754 <0.001 0.023 Exclusividad
IDH1 QKl 168 12 0 3 >3 <0.001 0.023 Concomitancia

*Diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)

Las frecuencias de alteracion de los genes analizados mediante el panel GLIO-
NGS-30 se compararon con los datos publicados en la base de datos del TCGA en GB,
en la serie PanCancerAtlas, que cuenta con 592 muestras (Figura 30). Se
seleccionaron aquellas muestras con estudio realizado de mutaciones y CNVs en los
genes estudiados en el panel GLIO-NGS-30 y de las que se disponia de datos clinicos
de supervivencia (536 muestras en total).

60%

M Panel GLIO-NGS, 183 muestras

50% HTCGA GBM 536 muestras ,PanCancer Atlas.
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Figura 30. Comparacion de la frecuencia de alteraciones detectadas en la serie estudiada con el panel
GLIO-NGS-30 frente a los resultados publicados en la base de datos TCGA de la serie de GB
PanCancerAtlas.

En general, no se encontraron grandes diferencias en cuanto a la frecuencia
de alteraciones para la mayor parte de los genes estudiados, confirmando asi los
resultados obtenidos en nuestra serie. Cabe destacar, sin embargo, que un 56% de
los pacientes incluidos en el TCGA presentaba deleciones en el gen CDKN2A frente al
41.6% detectado en la serie aqui estudiada. Esta diferencia podria deberse a las
diferencias en las tecnologias empleadas para la deteccién de CNVs, que en la serie
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del TCGA se realiza mediante Microarrarrays de SNPs. Esto mismo ocurre para las
alteraciones del gen PTEN, en las que un 32% de los casos del TCGA presentaban
alteraciones en dicho gen (mutaciones y CNVs) frente a un 22.4% en la serie aqui
estudiada. Estas diferencias se deben a que en este estudio no se han recogido las
deleciones de PTEN dada la poca robustez de los resultados de CNVs para PTEN
mediante el método de CNVs empleado. La comparacién de las mutaciones
detectadas para PTEN entre ambas series, sin embargo, muestra que los resultados
obtenidos son comparables, con un 22.4% de los casos de la serie aqui estudiada
mutados y un 23.3% en la serie del TCGA (Tabla 19).

Tabla 19. Frecuencia de alteraciones detectadas en la serie estudiada con el panel GLIO-NGS-30y en
la de la serie de GB PanCancerAtlas (TCGA)

PANEL GLIO-NGS-30 TCGA PAN CANCER ATLAS
(N=183) (N=592)

GEN Mutacion (%) CNV (%) Mutacion (%) CNV (%)
H3F3A 1.6 N/A 0.5 N/A
IDH1 7.1 N/A 4.0 N/A
IDH2 0.5 N/A 0.5 N/A
ATRX 9.8 N/A 6.0 N/A
DAXX 1.1 N/A 1.0 N/A
TP53 27.3 N/A 22.0 N/A
CDKN2A 0.0 41.6 0.6 56.0
RB1 9.8 N/A 9.0 N/A
EGFR 22.4 39.3 19.8 42.1
PDGFRA 7.6 11.0 3.8 12.7
MET 2.7 N/A 4.0 N/A
PTEN 22.4 N/A 23.3 9.4
PIK3R1 9.3 N/A 7.0 N/A
PIK3CA 11.5 N/A 9.0 N/A
BRAF 1.1 N/A 3.0 N/A
NF1 12.6 N/A 10.0 N/A

6.5. ANALISIS DE LOS FACTORES ASOCIADOS A LA
SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES

6.5.1 Caracteristicas clinicas de los pacientes y su asociacidon con
la supervivencia global

En primer lugar, y debido a que una parte importante de los pacientes
incluidos en la serie estudiada (109 pacientes) habian sido diagnosticados entre el
afo 1998 y 2015 con sistemas de clasificacion diferentes al utilizado a partir de la
actualizacion de 2016, se realizd una reevaluacion de todos los casos. Ademas, dada
la publicacion de la nueva clasificacion de la OMS de 2021, todos los casos se
reclasificaron y se renominaron de acuerdo con esta ultima. De esta manera, 15 de
los pacientes presentaron mutaciones en los genes IDH, y por lo tanto, estos tumores
en vez de denominarse GB IDH-mutado (clasificacion de 2016), corresponden ahora
a tumores con un diagndstico de astrocitoma IDH-mutado grado 4. Por el contrario,
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168 pacientes que no presentaron mutacion en IDH 6 H3F3A corresponden con un
GB IDH-no mutado segun la clasificacién de 2021.

Por tanto, siguiendo los criterios de inclusidn e exclusion establecidos en la
seccion de Materiales y Métodos, los estudios comparativos entre LTS y Non-LTS se
realizaron en un total de 157 pacientes, que se dividieron en dos grupos en funcion
de la SG. (i) Grupo LTS: 39 pacientes con supervivencia mayor o igual a 36 meses. (ii)
Grupo Non-LTS: 118 pacientes con supervivencia menor a 36 meses. Cabe destacar la
supervivencia extremadamente larga de algunos pacientes dentro del grupo LTS,
siendo de mas de 60 meses en un 51.2% de éstos (20/39).

Los datos clinicos globales de estos pacientes se muestran en la Tabla 20 a
continuacion.

Tabla 20. Resumen de las caracteristicas clinicas de los 157 pacientes incluidos en el estudio
comparativo entre LTS y Non-LTS

N2 Pacientes

Hombre / Mujer 98 (62.4%) / 59 (37.6%)
Mediana de edad (rango), afios 60 (22-86)
Pacientes por debajo de 60 afios (%) 81 (51.6%)
Media SG + Desviacion estdndar, meses 28.69 £ 30.35
Mediana SG (rango), meses 17.5(3.1-214.1)
Fallecidos/Vivos 150/ 7
Diagndstico histopatoldgico
GB IDH-no mutado 144 (91.7%)
Astrocitoma IDH-mutado, grado 4 4 (2.5%)
Gliosarcoma 2 (1.2%)
GB de células gigantes 7 (4.4%)

En esta serie, el 62.4% (98/157) de los pacientes eran varones y 37.6%
(59/157) mujeres, con una relacion hombre:mujer de 1.6. La relacién
hombres/mujeres en ambos grupos, LTS y Non-LTS, fue de 1.6 y 1.86,
respectivamente, mostrando un ligero incremento de varones en el grupo Non-LTS.

Respecto a edad, la mediana de los pacientes dentro del grupo LTS fue
significativamente menor (51 afos) que en el grupo de Non-LTS (62 afios). Ademas,
el 74.3% de los pacientes dentro del grupo LTS tenian menos de 60 afios, frente al
44.1% de los pacientes dentro del grupo Non-LTS (p=0.0015) (Tabla 21).
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Tabla 21. Resumen datos clinicos de las series LTS vs Non-LTS

Hombre / Mujer

Mediana de edad (rango), afios
Pacientes por debajo de 60 afios
(%)*

Media SG + SD, meses

Mediana SG (rango), meses

Fallecidos/Vivos
Diagndstico histopatoldgico
GB IDH-no mutado

Astrocitoma IDH-mutado,
grado 4
N2 Casos

Non-LTS

74/ 44
62 (29-86)
52
(44.1%)
15.1+8.3

141 (3.1 -

34.5)
118/0

117
(99.2%)
1
(0.8%)
118

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

LTS

24/15
51 (22-72)

29

(74.3%)
69.8 +37.1

60.1

(36.0

214.0)

33/6

36

(92,3%)

3

(7.6%)

39

RESULTADOS

LTS >60
meses

11/9

42 (22-72)

17

(85%)
92.0+40.5
74.2 (60.1 -
214.0)

15/5

17
(85%)
3
(15%)
20

Respecto al resto de variables clinicas, los resultados en cada grupo de
supervivencia se muestran a continuacion en la Tabla 22.

Tabla 22. Resumen de los datos clinicos de localizacion, reseccion y sintomatologia al diagndstico

Todos los LTS Non-LTS
casos
ne % ne % ne %

Localizacion tumoral

Temporal 53  39.0 14 359 39 40.2

Parietal 36 26.5 11 28.2 25 25.8

Frontal 44  32.4 14 359 30 30.9

Occipital 8 5.9 4 10.3 5 5.2

Otros (cuerpo calloso,

insular, intramedular, 7 5.1 0 0.0 7 7.2

multicéntrico)
Total 136 39 97
Reseccion

Radical (>95%)* 67 444 | 20 526 47 416

Subtotal (85-95%)* 23 152 11 289 12 10.6

Parcial (50-85%) 47 311 7 18.4 40 354

Biopsia 14 9.3 0 0.0 14 12.4
Total 151 38 113
Sintomas al diagndstico

Epilepsia* 31 24.4 14  36.8 17  19.1

Crisis Motora 21 16.5 4 10.5 17 19.1

Alteracion en el lenguaje 12 9.4 4 10.5 8 9.0

Alteracion de la conducta 14 11.0 10 7.9 11 12.4

Cefalea 37 29.1 10 263 27 303

Otros (visual, mareos) 12 9.4 3 7.9 9 10.1
Total 127 38 89

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre LTS y Non-LTS
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La localizacion mas frecuente en la que se encontraron las lesiones tumorales
fue en el area temporal (39% de los casos), seguido de la localizacidn frontal (32%) y
la localizacion parietal (26%) (Tabla 22), no encontrdndose diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de supervivencia con respecto a la
localizacién tumoral (p>0.05). La asociacion de la localizaciéon tumoral con respecto a
la supervivencia se analizé también mediante las curvas de Kaplan-Meier para la SG
de los pacientes estratificados en funcion de la localizacién tumoral, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (Figura 31).
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Figura 31. Curva de supervivencia global (Kaplan-Meier) de los pacientes incluidos en el estudio
estratificados en funcion de: (A) localizacion tumoral; (B) tipo de reseccion del tumor; (C)
sintomatologia al diagndstico y (D) tratamiento recibido.

Con respecto al porcentaje de tumor extirpado durante la cirugia, el 44% de
los pacientes incluidos (67/151) tuvieron una reseccidn radical (>95%) y el 15%
(23/151) una reseccion subtotal (85-95%). Es decir, el 59.6% (90/151) de los pacientes
tuvieron una reseccion radical y/o subtotal del tumor. Por otro lado, el 31.1%
(47/151) tuvieron una reseccién parcial del tumor y sélo al 9.3% (14/151) de los
pacientes se les realizd una biopsia estereotactica sin realizarse cirugia posterior del
tumor (Tabla 22).
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Teniendo en cuenta el grado de reseccidon tumoral en los distintos grupos de
supervivencia, el 81.5% de los pacientes incluidos en el grupo LTS tuvieron una
reseccion subtotal/radical frente al 52.2% de los pacientes incluidos en el grupo Non-
LTS, siendo estadisticamente significativa esta diferencia (p=0.0002). Por otro lado,
solo 18.4% de los pacientes incluidos en el grupo LTS tuvieron una resecciéon parcial
o biopsia estereotdactica del tumor frente al 47.7% de los pacientes incluidos en el
grupo Non-LTS (p=0.0020). Analizando el tipo de reseccién subtotal y radical por
separado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de estos tipos de reseccién entre los grupos LTS y Non-LTS (Tabla 22).

Con el fin de estudiar la asociaciéon del tipo de reseccién tumoral con respecto
a la SG de los pacientes, éstos se estratificaron en funcion del grado de reseccion del
tumor y se analizaron las curvas de Kaplan-Meier. Los resultados mostraron que
aquellos pacientes con reseccion radical, asi como aquellos con reseccién subtotal
presentaron supervivencias mas largas con respecto a aquellos pacientes que
tuvieron una reseccidn parcial o biopsia estereotdctica del tumor (p=0.000) (Figura
31). Cabe destacar que todos los pacientes a los que se les realizé una biopsia
estereotdctica tuvieron una supervivencia menor a 36 meses. De nuevo, mediante
este método no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos pacientes con reseccién radical y reseccidn subtotal.

Tabla 23. Mediana de supervivencia global en funcion del tipo de reseccion

Intervalo de confianza de 95 %
Tipo de reseccion Mediana SG Limite inferior Limite superior
Radical (100%) 24,23 17,13 31,33
Subtotal (85-95%) 31,30 11,84 50,75
Parcial (50-85%) 14,10 10,79 17,40
Biopsia 9,60 6,55 12,64

En relacién con los sintomas iniciales en el momento del diagndstico, los
sintomas mas frecuentes fueron cefalea (29%), episodios de epilepsia (24%) y
alteraciones motoras (16%) (Tabla 22). Se observé un mayor porcentaje de pacientes
con episodios de crisis epilépticas en el debut de la enfermedad dentro del grupo LTS
(36.8%) frente al grupo Non-LTS (19.1%) (p=0.0428). Sin embargo, el andlisis de las
curvas de Kaplan-Meier no mostré una diferencia estadisticamente significativa en
funcion del sintoma al diagnéstico(p=0.575) (Figura 31).

Finalmente, el andlisis de las diferencias entre grupos en funcién del tipo de
tratamiento recibido tras la cirugia (este dato pudo obtenerse en 140 pacientes de
los 157 incluidos en el estudio de supervivencia) revelé que el 76.9% (30/39) de los
pacientes LTS y el 77.1% (91/118) de los pacientes Non-LTS recibieron tratamiento
estandar (STUPP), siendo, por tanto, comparables en términos del tratamiento
recibido (Tabla 24). La SG se analizé también mediante curvas de Kaplan-Meier en
funcién del tratamiento recibido, esquema STUPP vs No-STUPP, no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p=0.177) (Figura 31, Tabla 24).
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Tabla 24. Resumen de los datos de tratamiento recibido por los pacientes.

Tipo de tratamiento N2 de pacientes
Stupp (Radioterapia + TMZ2) 119

Sélo quimioterapia (TM2) 6

Sélo radioterapia 6

No tratamiento* 5

Otros esquemas de tratamiento** 4

*Dos pacientes deterioro tras cirugia, 1 paciente rechaza tratamiento y 2 pacientes sélo observacion.
**1 paciente RT con CIS platino, 2 pacientes RT con PVCy 1 paciente en ensayo clinico con Nivolumab.

6.5.2 Caracteristicas moleculares de los tumores y su asociacion
con la supervivencia de los pacientes.

El 98.7% (155) de los 157 casos analizados, mostraron tener al menos una
mutacion puntual, INDEL o CNV detectada en alguno de los genes analizados (Figura
32). Los casos incluidos en el grupo LTS tuvieron una tasa de mutacién media por caso
de 2.4, frente a la del grupo Non-LTS que fue de 1.7, no siendo estadisticamente
significativa esta diferencia.

El andlisis de las frecuencias de alteracién en los genes estudiados entre los
grupos LTS y Non-LTS no mostré diferencias estadisticamente significativas, a
excepcion de las mutaciones en los genes IDH1 e IDH2, mutados en el 28.2% de los
tumores de pacientes del grupo LTS y en el 0.8% de los del grupo Non-LTS (p<0.0001)
(Figura 33, Tabla 25).
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Frecuencia alteraciones genes LTS vs Non-LTS
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Figura 33. Frecuencia genes alterados en los grupos LTS y Non-LTS. *Diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05)

Cabe destacar la mayor frecuencia de tumores con alteraciones en el
promotor del gen TERT dentro del grupo de pacientes Non-LTS (72.3%, 81/112) frente
al grupo LTS (55.5%, 20/36), sin ser llegar a ser una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.067). Sin embargo, cuando se consideraron aquellos pacientes con
supervivencias extremadamente largas, de mas de 60 meses, el 41.2% (7/17) de los
pacientes presentaron mutaciones en el promotor de TERT frente al grupo de
pacientes Non-LTS (55.5%, 20/36), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0.022) frente al grupo Non-LTS (Figura 33, Tabla 25).

Tabla 25. Resumen genes alterados en cada grupo de supervivencia LTS y Non-LTS

LTS (n=39) Non-LTS (n=118) Total (n=157)
n? Frecuencia n? Frecuencia n2 Frecuencia
Gen alterado o o o

casos % casos % casos %

IDH1/IDH2* | 11 28.2 1 0.8 12 7.5
ATRX/DAXX 10 25.6 6 5.1 16 10.0

H3F3A 1 2.6 2 1.7 3 1.9
P53 13 333 26 22.0 39 24.8
CDKN2A del 7 17.9 35 29.7 42 26.7

homo

RB1 3 7.7 11 9.3 14 8.9
EGFR A 14 35.9 55 46.6 69 43.9
PDGFRA 7 17.9 15 12.7 22 14.0
NF1 3 7.7 17 14.4 20 12.7

BRAF 1 2.6 1 0.8 2 1.2
PTEN | 12 30.8 22 18.6 34 21.6
PIK3R1 2 5.1 13 11.0 15 9.55
PIK3CA 3 7.7 15 12.7 18 11.4
PTERT 20 55.5 81 72.3 101 66.9

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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- Alteraciones genéticas en los genes IDH1 e IDH2

Los resultados obtenidos tras los analisis realizados mostraron que 12 de los
pacientes incluidos en el estudio (7.5%) presentaron mutaciones en los genes IDH1 e
IDH2, siendo la edad media de los pacientes IDH mutados de 40 afios (Figura 34).
Estos pacientes en la clasificacion actual de la OMS de 2021 corresponden a
Astrocitomas IDH-mutados, grado 4.

Pacientescon alteraciones en IDH1/2

Index 11 106 7 87 6 5 583 8 4 118 9 100|
Edad (afios) | 33 39 31 35 42 36 40 43 46 29 70 31| Lleyenda estado
Estado @ Fallecide
Grupo 5G Vivo
Leyenda grupe supervivencia global (5G)
ATRXI
| Tpsan-":g | | B  :G50meses
=36 meses
IDH1 < 36meses
Genes Driver IDH2
H3F3A Leyenda alteraciones genéticas
Genes remodeladores| ATRX W Mutado
cromatina DAXX B Amplificacion
@ Delecion Homocigota
Via Sefializad én EGFR - B Mutacion + Amplificacion
i PDGFRA [
MET IHQ alterado
Metilado
. PIK3CA | ] .
Via Sefializad an PIK3R1 O] Sin akeradiones
Pk PTEN [ Sin Dato
Via Sefializad on NF1
MAPK BRAF
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TPE3/REL CDKN2ZA
RB1
[ Wl .
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Figura 34. Resumen de las caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes con alteraciones en
los genes IDH1 e IDH2 dentro de la serie estudiada.

Estas mutaciones se detectaron en los puntos calientes de mutacién
(hotspots) de los genes IDH1 (R132 en 11 casos: 10 LTS y 1 Non-LTS) e IDH2 (R172 en
1 caso LTS). La mayoria de los tumores con mutacion hotspot en los genes IDH (10/12)
presentaron ademads alteraciones en TP53 y ATRX, detectadas mediante NGS o
inmunohistoquimica. Sin embargo, los dos casos sin alteracién en TP53 y ATRX
presentaron una mutacion en el promotor del gen TERT (Figura 34). En uno de estos
dos casos en los que son concomitantes la mutacion de IDH y la del promotor de TERT
se descarto la presencia de la codelecion 1p/19q, mientras que en el otro caso este
estudio no pudo realizarse por falta de material, pero se mantuvo en la serie por
presentar una morfologia claramente astrocitaria en su totalidad, dada la ausencia
de datos histoldgicos de oligodendroglioma.

Las curvas de supervivencia KM demostraron que aquellos pacientes con
mutaciones en las regiones hotspot de los genes IDH presentaron mejores
supervivencias que el resto, con una mediana de supervivencia de 50.0 meses (rango,
29.55-70.84) frente a 17.2 meses (rango, 19.75-19.58) en los IDH-no mutados
(p<0.05) (Figura 35).
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Figura 35. Curvas supervivencia global Kaplan-Meier en funcion del gen alterado. (A) Pacientes con
mutaciones en localizaciones hotspot de IDH1 e IDH2 frente al resto de pacientes del estudio.
Mutaciones en IDH se asocian a un mejor pronéstico log-rank p=0.000. (B) Pacientes con mutaciones
en alguno de los genes remodeladores de cromatina (ATRX/DAXX) frente al resto. Mutaciones en
ATRX/DAXX se asocian a mejor prondstico, log-rank p=0.039. (C) Pacientes con mutaciones en el gen
PTEN frente al resto. Mutaciones en PTEN se asocian a mejor prondstico, log-rank p=0.046. (D)
Pacientes con mutaciones en el promotor de TERT frente al resto. Mutaciones en pTERT se asocian a
peor prondstico, log-rank P = 0.039. B), C), y D) Andlisis eliminando casos con mutaciones en genes
driver (IDH,H3F3A y BRAF).

- Alteraciones en el gen H3F3A

Las mutaciones en los hotspots del gen H3F3A se detectaron en tres de los
157 pacientes (1.9%), todos menores de 35 afios (edad media 31 afios). En dos de
ellos se detectd la mutacidn c.83A>T, p.(Lys27Met) (K27M), ambos dentro del grupo
de Non-LTS, mientras que en el otro caso restante con supervivencia mayor a 36
meses se detectd la mutacion c¢.103G>C, p.(Gly34Arg) (G34R). Estos casos
corresponden en la nueva clasificacién de 2021 a Glioma difuso de la linea media, H3
K27-alterado y Glioma difuso hemisférico, H3 G34-mutado, respectivamente.
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- Alteraciones génicas en el gen BRAF

Se detectaron dos pacientes con mutaciones en el gen BRAF. Un paciente de
65 anos incluido en el grupo LTS con la mutacién c.1844G>A, p.(Gly625Glu) y otro
paciente de 41 afios incluido en el grupo Non-LTS con la mutacidn en la region hotspot
del gen BRAF, c.1799T>A, p.(Val600Glu) (V600E). La histologia de este ultimo caso fue
reevaluada sin encontrar ninguna caracteristica de GB epiteloide, xantoastrocitoma
pleomorfico u otra caracteristica que indicase un diagndstico diferente al de GB.

- Alteraciones en otros genes no drivers

En este estudio comparativo, 140 casos (26 casos LTS y 114 Non-LTS) no
presentaron ninguna alteracion en los genes driver incluidos en el estudio (/IDH, BRAF
y H3F3A). La edad media de estos pacientes fue de 59 afios (52 afios en el grupo LTS
y 61 aiios en el grupo Non-LTS).

Teniendo en cuenta los genes alterados con mayor frecuencia, dentro de
estos 140 casos se observé una mayor frecuencia de alteraciones en PTEN en el grupo
LTS (11/26, 42.1%) frente al grupo Non-LTS (22/114, 19.3%) (p<0.05) (Figura 36).

Llama la atencidn los resultados de 7 pacientes con alteraciones en alguno de
los genes implicados en la remodelacién de la cromatina, ATRX y DAXX, sin
alteraciones en otros genes drivers como IDH1/2 o H3F3A. El 15.3% de los casos
(4/26) estaba incluido en el grupo LTS, mientras que el 2.6% estaba incluido en el
grupo Non-LTS (3/114), no llegando a ser estadisticamente significativa la diferencia
entre ambos grupos (p=0.07).

Con respecto al resto de genes, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas atendiendo a la frecuencia de alteraciones génicas entre los pacientes
incluidos en los grupos LTS y Non-LTS.

De los 140 pacientes incluidos en este grupo, pudo analizarse el status de
metilacion del promotor de MGMT en 85 de ellos, estando metilado el promotor en
un 40% de los casos. Dentro del grupo LTS, el 57% (12/21) presentaron metilacién del
promotor de MGMT frente al 34% (22/64) dentro del grupo Non-LTS, no siendo
estadisticamente significativa esta diferencia (p=0.2633).
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Figura 36. Comparacion de la frecuencia alteraciones génicas entre LTS y Non-LTS excluyendo aquellos
casos sin mutaciones en IDH, H3F3A y BRAF.

Con el fin de analizar toda la serie sin introducir sesgos de supervivencia
producida por aquellos casos con IDH mutado, se analizaron a continuacidn las curvas
de supervivencia KM de aquellos casos sin alteraciones hotspot en los genes IDH1,
IDH2, H3F3A y BRAF (Tabla 26 ). Este grupo, con la nueva clasificacion de 2021,
corresponderia a un grupo homogéneo de Glioblastomas IDH-no mutados.

Tabla 26. Datos de supervivencia global (SG) en funcion del gen alterado en Gliobastomas IDH-no
mutados

Mediana SG (meses) Mediana SG (meses)

Alterado No alterado

ATRX/DAXX* 29.8 (0.9-58.7) 16.6 (14.7-18.7)

PTEN* 24.2 (13.8-34.6) 16.4 (13.6-19.2)
EGFR 17.3 16.6
PDGFRA 14.9 17.3
CDKN2A 17.5 16.6
NF1 17.5 16.8

PTERT* 17.5 (14.6-20.4) 18.9 (12.8-24.9)
TP53 14.3 17.5
PIK3R1 15.7 17.2
PIK3CA 13.8 17.5
RB1 16.6 17.3
MGMT 24.2 21.6

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Los resultados mostraron que solo aquellos pacientes con alteraciones en los
genes remodeladores de cromatina (ATRX/DAXX) sin alteraciones en otros genes
driver y aquellos pacientes con alteraciones en el gen PTEN mostraron mejores
supervivencias frente al resto, 29.8 meses (0.9-58.7) vs 16.6 meses (14.7-18.7) y 24.2
meses (13.8-34.6) vs 16.4 meses (13.6-19.2), respectivamente, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (p=0.039 y p=0.046, respectivamente)
(Tabla 26 y Figura 36)

Por otro lado, aquellos pacientes con alteraciones en el promotor del gen
TERT presentaron peores supervivencias globales frente al resto, 17.5 (14.6-20.4)
meses frente a 18.9 meses (12.8-24.9), respectivamente (Tabla 26 y Figura 36)
(p<0.05).

Finalmente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la supervivencia global en funcidn del gen alterado en el resto de los genes
analizados en este estudio ni tampoco en funcién del estatus de metilacidon del
promotor de MGMT.

6.5.3 Analisis LTS vs Non-LTS en la serie de GB TCGA PanCancer-
Atlas.

Con el fin de validar los resultados obtenidos en la serie aqui estudiada, se
obtuvieron los datos clinicos y moleculares de 536 pacientes con diagndstico de GB
disponibles en la base de datos PanCancerAtlas del TCGA. De estos casos, se obtuvo
el dato de mutaciones y CNVs de los 30 genes incluidos en nuestro panel NGS-GLIO-
30.

Atendiendo a los mismos criterios de seleccion de pacientes descritos en la
seccion de Materiales y Métodos para los anadlisis comparativos, los 394 casos
seleccionados se agruparon en funcion de su supervivencia global. Entre estos casos,
41 pacientes tuvieron supervivencias mayores a 36 meses, agrupandose como TCGA-
LTS y 353 pacientes tuvieron supervivencias globales menores a 36 meses,
agrupandose como TCGA-Non-LTS.

Comparando los datos clinicos de nuestra serie frente a los recogidos de la
serie del TCGA, tanto la mediana de supervivencia como la proporcion de
fallecidos/vivos dentro de los grupos LTS y Non-LTS son similares en ambas series
(Tabla 27). Otros datos clinicos recogidos en nuestra serie como el sexo y la edad no
se estaban disponibles en la base de datos del TCGA.

113



RESULTADOS

Tabla 27. Comparativa de datos clinicos entre la serie aqui estudiada y la del TCGA

LTS Non-LTS TCGA LTS TCGA Non-LTS
Hombre / Mujer 24 /15 74 / 44 ND ND
Mediana de edad (rango), <1 (35.72)  62(29-86)  ND ND
afios
Mediana SG (rango), 60.1 14.1 53.1 12.7
meses (36.0-214.0) (3.1-34.5) (46.9-72.4) (12.1-14.0)
Fallecidos/Vivos 33/6 118/0 35/6 353/0
N2 Casos 39 118 41 353

Con respecto a las alteraciones moleculares en los 30 genes incluidos en el
panel GLIO-NGS-30, se detecté un incremento en la frecuencia de casos LTS con
alteraciones en los genes IDH1, IDH2 y ATRX en el conjunto de casos de nuestra serie
frente a los incluidos en la serie del TCGA (Tabla 28). Esta diferencia podria deberse
al sesgo de seleccidon de GB con largas supervivencias en nuestra serie.

En ambas series encontramos un incremento de casos con alteraciones de
CDKN2A y EGFR en aquellos pacientes con menores supervivencias globales (Non-
LTS), siendo estadisticamente significativa esta diferencia en la serie de TCGA y no en
nuestra serie (Tabla 28 y Figura 36).

Tabla 28. Frecuencia de genes alterados entre la serie del TCGA en funcidn del grupo de supervivencia.

TCGA

GEN ALTERADO TCGA LTS TCGA Non-LTS

(n=41) (n=353)
IDH1/IDH2 (HOTSPOT) 8.0% 2.6%
H3F3A 2.5% 0.6%
ATRX/DAXX 10.0% 5.0%
SOLO ATRX/DAXX 2.4% 2.3%
TP53 38.0% 20.0%
CDKN2A HOMO DEL 57.0% 64.0%*
RB1 13.0% 9.0%
EGFR 35.0% 55.0%*
PDGFRA 20.0% 14.0%
NF1 8.0% 10.0%
BRAF 13.0% 2.6%
PTEN (MUTADOS) 29.2% 21.5%
PIK3R1 2.5% 7.0%
PIK3CA 2.5% 10.0%
cic 0.0% 2.0%
Qki 2.5% 3.0%
LZTR1 8.0% 3.0%

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Con el fin de evaluar la asociacién entre el gen alterado y la supervivencia
global, se analizaron las curvas de Kaplan-Meier en los casos incluidos en la serie del
TCGA. Los resultados mostraron que, al igual que en nuestra serie, aquellos pacientes
con alteraciones en los genes IDH1 e IDH2 tienen mejor SG que los no alterados, 19.8
meses (rango, 14.0-25.6) frente a 13.9 meses (rango, 12.8-14.9), respectivamente,
siendo significativa la diferencia (p=0.05).

Aligual que en el analisis realizado previamente en nuestra serie, con el fin de
evitar sesgos en cuanto a la supervivencia de aquellos casos con alteraciones en
genes driver como IDH1, IDH2, H3F3A y BRAF se analizaron las curvas de
supervivencia de aquellos casos incluidos en el TCGA sin mutaciones en estos genes
drivers (correspondiendo este grupo en la actual clasificacion de la OMS 2021 con los
GB IDH no mutados) (368 casos).

Aqguellos pacientes de la serie TCGA con alteraciones en el gen PIK3CA
presentaron peor supervivencia que aquellos pacientes que no tenian alteraciones
en el gen, 12.2 meses (rango, 11.0-13.4) frente a 14.0 meses (rango, 12.8-15.2),
siendo estadisticamente significativa esta diferencia (p=0.021) (Tabala 29). Cabe
destacar que esta tendencia se observa de igual manera en nuestra serie, a pesar de
gue no fue significativa esta diferencia (13.8 meses vs 17.5 meses) (p=0.41) (Tabla
26).

Finalmente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la mediana de SG asociada a la alteracidn del resto de genes analizados
dentro de la serie de casos del TCGA seleccionados (Tabla 29).

Tabla 29. Mediana supervivencia global (meses) en funcion del gen dentro de la serie de casos del TCGA
seleccionados.

Mediana SG (me- | Mediana SG (me-
ses) ses) p-value
Mutado No mutado
ATRX/DAXX 13.31 13.87 0.787
CDKN2A 13.87 13.64 0.235
PTEN 15.97 13.11 0.068
PIK3R1 11.37 13.97 0.073
PDGFRA 11.73 14.00 0.289
EGFR 14.72 12.59 0.850
PIK3CA* 12.23 14.00 0.021
NF1 12.46 13.97 0.805
Rb1l 15.38 13.77 0.276

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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6.6. ANALISIS DE GBs CON CELULAS GIGANTES

Ante el hallazgo de un grupo de 7 pacientes, con caracteristicas moleculares
inusuales (ya que presentaban mutaciones en los genes remodeladores de la
cromatina ATRX o DAXX sin alteraciones moleculares concomitantes en otros genes
drivers como IDH1/2 o H3F3A) y mejores supervivencias globales, se realizd una
nueva revision de las caracteristicas histopatoldgicas de estos 7 pacientes. Dicha
revision reveld la presencia de células gigantes multinucleadas en al menos un 20%
de las células tumorales en 6 de estos 7 casos. Tras este resultado, se decidié realizar
un estudio retrospectivo con el fin de estudiar mejor la posible asociacidn entre la
mejor supervivencia de este grupo de pacientes y la presencia de estas caracteristicas
histoldgicas (células gigantes) y moleculares particulares (mutaciones en los genes
ATRX/DAXX sin alteraciones moleculares concomitantes en otros genes como IDH1/2
0 H3F3A).

6.6.1 Caracteristicas clinicas

Teniendo en cuanta los criterios descritos en la seccion de Materiales y
Métodos, se identificaron un total de 36 muestras de GB (7 muestras del estudio
previo y 29 nuevos casos) provenientes de los hospitales, Hospital 12 de Octubre
(Madrid) y Hospital Virgen de la Salud (Toledo). En 14 de estos pacientes el
diagnéstico fue de GB de células gigantes, mientras que en 22 la presencia de células
gigantes multinucleadas se describia solamente en el informe histopatoldgico, sin
establecerse el diagndstico final de GB de células gigantes.

La edad media de los pacientes incluidos fue de 50 anos, con sdélo 3 pacientes
menores de 20 afos. La proporcién de hombres:mujeres fue de 2:1 (23 pacientes
hombres y 13 mujeres). La localizacién tumoral mas frecuente fue la temporal, en un
44% (16/36) de los casos, y la frontal en el 33% (12/36).

Los datos de evolucidn de los pacientes estaban disponibles en todos los casos
a excepcion de dos. Con estos datos, la mediana de supervivencia global fue de 15
meses (rango, 3-290 meses). También pudo obtenerse informacién acerca del
tratamiento recibido en 27 de los 36 pacientes, habiendo recibido el tratamiento
estandar (esquema STUPP) 24 pacientes, mientras que 3 de ellos recibieron sdlo
radioterapia.

6.6.2 Caracteristicas histolégicas e inmunohistoquimicas
La mitad de los pacientes incluidos presentaron mas del 30% de células
gigantes multinucleadas (50%, 18/36). El 60% de los casos (21/35) presentaron un
didmetro medio de célula de mas de 50 micras y el 75% de los casos una media de
mas de 5 nucleos (27/36). Dentro de los casos con mas de un 30% de células gigantes,
el 72% (13/18) mostraron tamarios de célula muy grandes (mas de 50 micras) (Figura
37).
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Figura 37. Imdgenes de tejido tumoral de GBs con presencia de células gigantes. (A), (B), (C), (D):
Tincion con hematoxilina-eosina de cuatro tumores diferentes que muestran células gigantes
multinucleadas (barra de escala: abajo a la derecha). (E), (F): Tincion inmunohistoquimica de ATRX,
mostrando tincion negativa nuclear de ATRX que indica perdida de expresion de la proteina (E) y tincion
positiva nuclear (F).

Con respecto al resto de pardmetros histolégicos revisados, no se observaron
células gemistociticas en ninguno de los casos, el 31% (11/36) presentd regiones con
células epiteloides, 2 casos presentaron regiones PNET-like, el 14% (5/36)
presentaron nucleolos prominentes y el 31% (11/36) presentaron regiones
infiltrantes linfocitarias (Figura 38). Finalmente, el 88% de los casos (31/35)
presentaron necrosis y el 89% (28/35) proliferacidn vascular.

El estudio inmunohistoquimico revelé que el 89% de los casos (31/35)
presentaron tincién inmunohistoquimica positiva para p53, asi como el 26% (9/35)
pérdida de tincion nuclear de ATRX. Sélo un caso presento tincidn positiva para IDH1
(R132H).

117



RESULTADOS

Criterio Histologia Especificaicon 1236 % 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
<30% 18 50.0
oSt e m o sw0
|
<50 pm 15 417
Tamafio Célula Gigante >50 pm 18 50.0
4100 pm 3 83
<5 222
Cuantificacién nucleos 5-10 17 41.2
>10 30.6
Células Gemistocit Tes v
ulas Gemistociticas e 3 000
PNET-like = 2 a2
No 33 917
3 regit] Ye 11 30.6
Region Epiteloide e
No 25 69.4
Nucleolo e ) £33
No 31 86.1
Proliferacion endoteliar vascular Yes 806
No 7 194
q Yes 31 86.1
Necrosis
No 5 13.9

Figura 38. Caracteristicas histopatoldgicas de 36 glioblastomas con células gigantes.

6.6.3 Caracteristicas moleculares

La secuenciacién con el panel GLIO -NGS-30 mostré al menos una mutacion o
CNV en todos los casos seleccionados (Figura 39). Cabe destacar que el gen alterado
con mayor frecuencia detectado mediante NGS fue TP53, 86% (31/36). En el estudio
inmunohistoquimico de p53, en el 89% de los casos (31/35) presentaron tincién
positiva para p53. Teniendo en cuenta tanto el resultado de la NGS como el estudio
Inmunohistoquimico, el 100% de los casos incluidos en el estudio tienen alteraciones
en TP53, bien por inmunohistoquimica, bien por estudio molecular o ambas. Sélo en
5 casos con tincion positiva para p53 no se detectaron alteraciones génicas, lo cual
podria ser debido a que esas muestras tuvieran deleciones de este gen que no hayan
sido detectadas mediante el estudio de NGS debido a las limitaciones de la técnica
en este tipo de analisis.
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Figura 39. Alteraciones genéticas e histopatoldgicas de los glioblastomas con células gigantes.
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En 25 de los 36 casos (69%) se detectaron alteraciones en alguno de los genes
implicados en el mantenimiento de los telémeros, ATRX 6 pTERT. Un 30% de los casos
(11/36) mostraron alteraciones en ATRX, variantes detectadas mediante NGS y/o
pérdida de expresidon detectada mediante estudio inmunohistoquimico. Del mismo
modo, un 39% de los casos (14/36) presentaron mutaciones en el promotor del gen
TERT, siendo excluyentes las alteraciones entre ambos genes.

De los 11 casos con alteraciones en ATRX, 9 presentaron pérdida de expresidon
de la proteina ATRX mediante inmunohistoquimica y los otros 2 restantes
presentaron mutaciones del gen sin detectarse pérdida de expresién de la proteina
en el estudio inmunohistoquimico. Con respecto a los 9 casos que presentaron
pérdida de tincion de la proteina ATRX, se detectaron alteraciones génicas mediante
estudio de NGS en 7 de estos 9 casos. Todos estos tumores con alteraciones en ATRX
no presentaron mutaciones en otros genes concurrentes driver, como IDH1, IDH2 o
H3F3A. Por otra parte, atendiendo a las alteraciones en el gen DAXX, un gen
implicado en la remodelacidn de la cromatina junto a ATRX, sélo 2 casos presentaron
mutaciones en el gen.

Cabe destacar que el 73% (8/11) de los casos con alteraciones en ATRX
mostraron mas de un 30% de células gigantes multinucleadas, mientras que todos
menos dos de los casos con alteraciones en el promotor del gen TERT presentaron
menos de un 30% de células gigantes multinucleadas (4%, 2/14).

Siguiendo con el resto de los genes secuenciados con el panel GLIO-NGS-30,
las alteraciones mas frecuentes fueron detectadas en los genes PTEN, EGFR, RB1 y
NF1, detectandose éstas en un 29% (10/36), 25% (9/36), 30% (11/36) y 19% (7/36),
respectivamente. Tres casos mostraron mutaciones en el gen TSC2 y un caso en TSC1.
Se revisaron los datos clinicos e histoldgicos de estos casos descartandose asi el
posible diagndstico de astrocitoma subependimario de células gigantes.

No se detectaron alteraciones en los genes H3F3A, CDKN2B, HIST1H3B, LZTR1,
FOXR2 y QKI mediante el estudio de NGS. Un caso (E6) presento dos mutaciones en
IDH1 en una posicion diferente a la hotspot (R132), estas mutaciones (R49 y P147) se
encuentran registradas en la base de datos COSMIC en muestras de tumores
pancreaticos, estdbmago y melanoma.

Con respecto a la metilacion del promotor del gen MGMT, el 46% de los casos
(12/26) que pudieron ser analizados, presentaron metilacion del promotor.

6.6.4 Analisis de la carga mutacional o Tumor Mutation Load
(TML)

El analisis mediante NGS de la carga mutacional se realizé en 25 de los 36
casos incluidos en este estudio, siendo analizable para 22 de los 25 casos (3 casos
mostraron una baja profundidad de lecturas, menos de 100x) (Figura 39).

La cobertura media para las 22 muestras analizadas fue de 706.8x, con una
media de uniformidad del 93.9%. En 8 de las muestras analizadas se detectd una
carga mutacional muy alta debido a un fendmeno de deaminacion de las citosinas,
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probablemente inducida por la fijacidn con formol de los tejidos durante el proceso
de preparacion del tejido para su analisis histologico (se observé un perfil mutacional
muy aumentado en cambios C:G>T:A). Sobre estas 8 muestras se realizé un analisis y
filtrado estricto de los resultados obtenidos con el fin de reducir estos artefactos.

El 82% de las muestras (19/23) mostraron niveles muy bajos de carga
mutacional (TML), con una mediana de 4.2 mutaciones/Mb, dos tumores mostraron
una carga mutacional extremadamente alta con valores de 199.6 y 78.9
mutaciones/Mb respectiva y finalmente dos casos mostraron valores intermedios de
14.6 y 8.3 mutaciones/Mb respectivamente.

El analisis de los genes mutados en esos dos tumores con carga mutacional
alta mostré dos patrones diferentes de mutaciones somaticas. El perfil de mutaciones
somaticas del tumor con mayor carga mutacional (caso E6) tiene una mayor
proporcién de cambios nucleotidicos C>T, C>A, T>G y T>C y una baja proporcién de
cambios C>G y T>A, perfil mutacional similar a tumores con alteraciones en los genes
reparadores del ADN como el gen POLE (Figura 40). Con el fin de confirmar o
descartar esta hipétesis, se realizé la secuenciacion del gen POLE mediante otro panel
validado y usado en la rutina diagnéstica en el laboratorio del Hospital Erasme
(Bruselas, Bélgica). Dichos analisis revelaron la presencia de la mutacion P286R en el
gen POLE con una frecuencia alélica del 44% en esta muestra. Por otro lado, el perfil
de mutaciones somdticas del caso E7, tumor con mutacién en el gen IDH1 (R132H),
se asemejo al identificado en melanomas (datos del Hopsital Erasme no publicados)
(Figura 40) y tras la revisién de aquellas mutaciones somaticas no sinénimas
detectadas, se identificd la presencia de la mutacidn truncante Q681* (codon de
parada) en el gen MSH2.

Sin embargo, aquellos casos con una carga mutacional intermedia presenta-
ron perfiles de mutaciones somaticas del tumor semejantes a los descritos en tumo-
res colorrectales (Figura 40) [85].
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Figura 40. Perfil de mutaciones somdticas obtenido en los tres tumores con mayor carga mutacional. E/
perfil mutacional de los tumores se muestra a la izquierda y se compara con tumores con perfiles similares
en la parte de la derecha.

6.6.5 Correlacidn clinica, histoldgica y molecular

En el estudio de esta serie, un 50% (18/36) de los casos presentaron mas de
un 30% de células gigantes en su histologia. De éstos, todos presentaron alteraciones
en TP53, la mitad presentaron alteraciones de ATRX (9/18) y sélo 2 casos presentaron
mutaciones en el promotor de TERT (11%, 2/17). Por otra parte, sélo el 12% (2/18)
de estos casos presentaron amplificaciones del gen EGFR y todos los casos menos
uno, fueron IDHwt.

Por el contrario, de los 18 casos con menos de un 30% de células gigantes, el
67% (12/18) presentaron mutaciones en el promotor de TERT, el 28% (5/18)
amplificaciones del gen EGFRy el 11% (2/18) alteraciones en ATRX.
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Con respecto al resto de variables histoldgicas analizadas, no se encontré
ninguna relacion entre estas y las alteraciones moleculares estudiadas.

6.6.6 Estudio TCGA casos con GB-CG

Con el fin de validar los resultados obtenidos en la serie de tumores con
células gigantes multinucleadas, se realizd una comparativa de los resultados
obtenidos con respecto a los datos publicados en la base de datos TCGA.

Para ello, se seleccionaron todos los GBs del TCGA salvo los que tenian
mutaciones en IDH. El total de casos seleccionados fue de 357 tumores clasificados
como GB en general (que incluye todos los subtipos de GB). Del mismo modo para
realizar esta comparativa no se considerd el caso E7 de nuestra serie, al presentar
mutacion en IDH1 (R132H).

Comparando la frecuencia de alteraciones en los genes estudiados en
aquellos GB IDH no mutado de la serie del TCGA, observamos que la frecuencia de
mutaciones en los genes TP53, ATRX, RB1 y NF1 es significativamente mayor en el
total de nuestra serie de GBs con células gigantes y en aquellos casos con mds de un
30% de células gigantes con respecto a los casos seleccionados del TCGA. Atendiendo
a la amplificacion de EGFR y/o la delecién de CDKN2A la frecuencia obtenida en
nuestra serie fue significativamente menor con respecto a los casos del TCGA (Figura
41 y Tabla 30).

Serie del TCGA Nuestra serie Serie estudiada, casos con > 30%
(GB-IDHwt) células gigantes
% (n) % (n)
% (n)

TP53 27.4 (98) 85.7 (30)** 76.5 (13)**
RB1 10.6 (38) 28.6 (10)** 47.1 (8)**
ATRX 5(18) 22.9 (8)** 35.3 (6)**
PTEN 35.3 (126) 28.6 (10) 29.4 (5)
NF1 12.9 (46) 17.1 (6) 29.4 (5)*
EGFR 26.1 (93) 22.9(8) 11.8 (2)
PIK3R1 9.5 (34) 5.7 (2) 11.8 (2)
PIK3CA 9.2 (33) 5.7 (2) 5.9(1)
CDKN2A del 58.5 (209) 5.7 (2)** 0.0 (0)**
EGFR ampl 50.4 (180) 20 (7)** 11.8 (2)**

Total (n) 357 , 35 17

Tabla 30. Comparativa de la frecuencia de genes alterados en los casos TCGA IDH no mutado (IDHwt)
frente a los de nuestra serie. *Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) **Fisher test:
p<0.0001
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Figura 41. Grdfica comparativa de la frecuencia de alteraciones en los genes analizados en la serie
estudiada frente a los casos del TCGA. *Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05); **Fisher
test: p<0.0001

Del mismo modo, se realizé una segunda comparativa seleccionando sélo
aquellos casos con TP53 mutado o delecionado dentro de la serie de casos del TCGA
(103 casos), ya que, de acuerdo con nuestros resultados, todos GB seleccionados con
células gigantes tenian alteraciones en TP53.

Se realizé ademas la revision de las imagenes histoldgicas disponibles en la
plataforma del TCGA de los casos con mutacién de TP53, pudiéndose revisar los
hallazgos histoldgicos en 76 de los 103 casos TP53 mutados. Un 37% de estos tumores
(28/76) se identificd la presencia de células gigantes, y en 21/76 (28%) casos el
porcentaje de células gigantes fue mayor del 30% del total de las células tumorales
(Figura 42).
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Figura 42. Resumen de alteraciones genéticas mds relevantes de los 76 tumores del TCGA evaluados
morfolégicamente (TP53 mutado e IDH no mutado). 21 casos mostraron mds de un 30% de células
gigantes (rojo oscuro), 7 menos de un 30% de células gigantes (rojo claro) y en 48 casos no se
observaron células gigantes (negro)
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Analizando las alteraciones genéticas de estos casos (Figura 42), se observa
como aquellos casos con TP53 alterado y células gigantes presentan mayores
frecuencias de alteraciones en el gen ATRX que aquellos casos con TP53 alterado sin
células gigantes (25% vs 0%). Sin embargo, este ultimo grupo presenta mayores
frecuencias de alteraciones en CDKN2A y EGFR que el grupo de casos con TP53
alterado y células gigantes (45.8% vs 14.3% y 37.5% vs 14.3% respectivamente),
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Tabla 31 y Figura 43) y
confirmando asi los resultados obtenidos en nuestra serie.

Tabla 31. Comparativa de la frecuencia de genes alterados en los casos de la serie TCGA IDH no
mutado y TP53 alterado frente a la serie estudiada

Serie TCGA Serie TCGA Serie TCGA Serie Serie
TP53mut sin TP53mut con TP53mut >30%  estudiada estudiada >
células células células gigantes 30% GB-CG
gigantes gigantes % (n) % (n) % (n)
% (n) % (n)

RB1 \ 22.9(11) 35.7 (10) 61.9 (13) 28.6 (10) 47.1(8)
ATRX 0.0 (0) 25.0 (7)** 28.6 (6)** 22.9(8)** | 35.3(6)**
PTEN \ 43.8 (21) 50.0 (14) 52.4 (11) 28.6 (10) 29.4 (5)

NF1 18.8 (9) 28.6 (8) 33.3(7) 17.1(6) 29.4 (5)

CDKN2A 45.8 (22) 14.3 (4)** 19.0 (4)* 5.7 (2)** 0.0 (0)**
del
EGFR 37.5(18) 14.3 (4)** 19.0 (4) 20.0 (7)**  11.8(2)*
ampl
Total (n) | 48 28 21 35 17

*Diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)) **Fisher test: p<0.0001
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Figura 43. Comparativa de la frecuencia de alteraciones genéticas entre aquellos casos con TP53

mutado sin células gigantes y aquellos con células gigantes dentro de la serie del TCGA frente a la serie
estudiada. Fisher Test **P < 0.0001, *P < 0.05.
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En cuanto al resto de genes presentes en el panel analizados, se observa que
las alteraciones en RB1 son ligeramente mas frecuentes en aquellos casos con células
gigantes que aquello sin células gigantes, sin llegar a ser significativa esta diferencia
(Tabla 31y Figura 43)

Analizando aquellos tumores del TCGA con TP53 alterado, se observa que las
diferencias en cuanto a la frecuencia de alteraciones en ATRX, CDOKN2A y EGFR se ven
incrementadas en aquellos tumores con mas de un 30% de células gigantes frente a
los que no presentan células gigantes. En los que tienen células gigantes, 6 de los 21
tumores (29%) tienen mutaciones en ATRX, 19% (4/21) amplificaciones de EGFR y
19% (4/21) deleciones de CDKN2A frente a 0%, 46% y 37%, respectivamente, en los
no las tienen (Tabla 31, Figura 43). Por tanto, estos resultados confirman nuevamente
los resultados obtenidos en nuestra serie.

6.6.7 Analisis de supervivencia

Con el fin de evaluar la asociacidon entre la presencia de células gigantes con
un porcentaje mayor del 30% vy la supervivencia global, se realizaron las curvas de
supervivencia global (Kaplan-Meier). Para este analisis se elimind el caso con
mutacion en el gen IDH1 (R132H) de nuestra serie.

Este analisis mostré que aquellos tumores con mds de un 30% de células
gigantes tenian mayores supervivencias frente a aquellos con menos de un 30%
dentro de la serie de GBs estudiados en este apartado, con una mediana de
supervivencia de 25.3 meses frente a 14.3 meses respectivamente (log rank test,
p=0.136) (Figura 44A).

Se realizaron del mismo modo las curvas de supervivencia global (Kaplan-
Meier) de los casos seleccionados del TCGA IDH no mutados, comparando aquellos
con TP53 alterado y aquellos sin TP53 alterado. Se observa asi diferencias
significativas entre ambos grupos en cuanto a la supervivencia global, con una
mediana de supervivencia de 13.8 meses frente a 13.3, meses el grupo de tumores
con TP53 no alterado y TP53 alterado, respectivamente, siendo estadisticamente
significativa esta diferencia (log rank test, p=0.031) (Figura 44B).

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
pacientes analizados dentro de la serie del TCGA sin alteraciones en TP53 al
compararlos con aquellos con alteraciones en TP53 y presencia de células gigantes
en mas de un 30% (log rank test, p=0.124) (Figura 44C). Sin embargo, se observa la
tendencia de las curvas a una mejor supervivencia de aquellos casos con TP53
alterado y células gigantes (mediana supervivencia 15.6 meses).

Tras observar dicha tendencia, con el fin de incrementar el nUmero de casos
con células gigantes, sumamos a nuestra serie de células gigantes los casos con
células gigantes y TP53 alterado del TCGA.
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Las curvas de supervivencia muestran diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia global al comparar todos los tumores con mas de un
30% de células gigantes (nuestra serie mas casos del TCGA) frente a aquellos casos
del TCGA sin alteraciones en TP53, mediana de supervivencia 21.3 meses frente a
18.3 meses respectivamente (log-rank test, p=0.002) (Figura 44D).
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Figura 44. Andlisis de supervivencia global (SG) (Kaplan-Meier) en tumores con células gigantes. A)
Serie estudiada > 30% células gigantes vs <30% células gigantes. B) Serie TCGA TP53 mutado vs TP53
no mutado. C) Serie TCGA TP53 mutado sin células gigantes vs TP53 mutado con células gigantes. D)
Serie TCGA TP53 no mutado vs Serie estudiada + Serie TCGA con células gigantes.
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7. DISCUSION

7.1. DISENO Y VALIDACION DE UN PANEL DE NGS PARA EL
ESTUDIO Y DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LOS GLIOMAS

El gran avance que se ha producido en las ultimas décadas, tanto en el
desarrollo de las tecnologias de secuenciacidn masiva, como en el abaratamiento de
los costes, ha permitido el estudio de genomas y exomas completos en numerosos
tipos tumorales. Estos estudios han ampliado considerablemente el conocimiento
gue se tenia de las alteraciones genéticas y moleculares de muchos tipos de tumores,
entre ellos el glioblastoma (GB).

Desde hace varias décadas, el GB se habia caracterizado en base Unicamente
a sus caracteristicas histopatolégicas, estando vigente la anterior clasificacién de los
tumores del Sistema Nervioso Central de la OMS desde el aifio 2007 hasta su revisidon
en el afio 2016. En dicha revisidn ya se introdujeron algunos parametros moleculares
como caracteristicas relevantes de algunas entidades. Sin embargo, es en la
clasificacién actual de 2021 [5], cuando se han introducido pardmetros moleculares
en la definicién de ciertos tipos tumorales, siendo esenciales para el diagndstico de
estos tumores. El motivo de la inclusién de estos parametros moleculares no es otro
mas que el de su utilidad clinica, en el sentido de que permiten mejorar la capacidad
diagndstica, prondstica y/o de tratamiento, para el manejo clinico de los pacientes
con estos tumores.

Cabe destacar que se han producido pocos avances en cuanto a la mejora de
la supervivencia global de los pacientes con GB. Hasta la fecha, el tratamiento
estdndar sigue consistiendo en la reseccion mdaxima del tumor seguido de
tratamiento basado en esquema STUPP propuesto en 2005, el cual se basa en
radioterapia (RT) con temozolomida (TMZ) concomitante y adyuvante [11]. De esta
manera, los avances en las técnicas clinicas, quirdrgicas y de tratamiento han
conseguido alargar en unos meses la vida de estos pacientes, aunque siguen siendo
tumores de mal prondstico con una supervivencia media en torno a 15-18 meses [15].

Sin embargo, existe un pequefio porcentaje de pacientes que consigue una
supervivencia de mas de 2 anos, e incluso un pequefio porcentaje de los casos
alcanzan supervivencias mayores a 5 afios [3,4,16,17]. La/s causa/s de esta
supervivencia mas larga en algunos pacientes es/son todavia desconocida/s, y puede
deberse a diversos factores, entre otros, factores moleculares.

Por lo tanto, existe la necesidad no satisfecha de emplear herramientas
avanzadas y especificas para el diagndstico molecular del GB en la rutina diagnostica,
y es por ello por lo que en nuestro grupo se propuso la realizacién de un panel dirigido
de NGS que cubriese las principales alteraciones moleculares necesarias para poder
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realizar un diagndstico mads preciso, predecir el prondstico o incluso elegir el
tratamiento de un paciente.

La finalidad principal en el disefio del panel GLIO-NGS-30 fue, por un lado,
disponer de una herramienta de diagndstico molecular avanzada que permitiese
tener un diagndstico completo del tumor, y, por otro lado, poder analizar aquellos
genes mas frecuentemente mutados en gliomas que, aunque no tuvieran implicacidon
diagndstica, pudieran tener relevancia en la supervivencia y por tanto, el prondstico
de estos pacientes con GB. En definitiva, tener una herramienta versatil, que nos
permitiera en una rutina diagnodstica obtener la maxima informacion genética de los
tumores.

Para el disefio del panel GLIO-NGS-30, la seleccidn de genes se realizé tras
una revision bibliografica de las principales publicaciones en las que se analizaban
series grandes de gliomas y GB mediante técnicas avanzadas como NGS o arrays CGH,
con el fin de poder elegir aquellos genes mas frecuentemente alterados [22, 52, 53].
Cabe destacar que en el panel se incorporaron los genes mas relevantes incluidos en
la actualizacién de la clasificacion de la OMS de 2016 para el diagndstico de gliomas
y cuyo andlisis pasd a ser posteriormente necesario en el diagndstico [5]. De esta
manera, el disefio final obtenido nos permite analizar mediante NGS un rango de
tumores que abarca desde gliomas de bajo grado a alto grado, asi como gliomas
pediatricos, teniendo asi una herramienta versatil y Gtil para el diagnéstico de estos
tumores en cualquier Servicio de Anatomia Patoldgica (Tabla 32).

Tabla 32. Genes incluidos en el panel GLIO-NGS-30 para el estudio en rutina diagndstica de gliomas.

Estudio de SNV e INDEL Estudio de CNV
Glioma Glioma Glioma Gliomas | Oligoden- | Otros Amplifica- | Deleciones
(baja pediatrico IDH- droglioma | (cancer) ciones
frecuencia) mutados
CDKN2A FOXR2 H3F3A IDH1 FUB BRAF PDGFRA Chrl:1p
PTEN GLTSCR2 HIST1HB IDH2 CICP1 KRAS EGFR Chr19:19q
PIK3R1 QKI DAXX ATRX TP53 CDKN2A
PIK3CA KEL TP73 CDKN2B
PDGFRA LZTR1 MET PTEN
RB1 TSC1 RB1
MSH6 TSC2 NF1
EGFR
NF1

Con respecto a los genes incluidos para el estudio de mutaciones puntuales e
INDELS, se incluyeron aquellos genes implicados en las 3 principales vias de
sefializacion alteradas en el GB: la via RTK/RAS/PI3K, la de RB y la de TP53 [53]. Dentro
de los genes mutados con mas frecuencia en estas vias se encuentran CDKN2A/B,
PTEN, PI3K, NF1, BRAF, PDGFRA, RB1 y TP53. Asi mismo, se incorporod el estudio de

130



DISCUSION

mutaciones en genes driver como IDH1, IDH2 y H3F3A y ATRX, frecuentemente
alterados en gliomas difusos de bajo grado y pediatricos [86]. También se incluyeron
otros genes mutados con menos frecuencia en gliomas como, FOXR2, GLTSRC2, QKI,
KEL y LZTR1. Finalmente, se incorpord al disefio el estudio de genes frecuentemente
mutados en otros tipos de tumores dentro de las vias de sefalizacién principalmente
alteradas en gliomas, con el fin de abarcar otras alteraciones no tan frecuentes en
gliomas, pero importantes en cancer (BRAF, KRAS, TP73, MET, TSC1, TSC2), algunas
como dianas terapéuticas. Dentro del andlisis de CNVs, ademds de cubrir aquellas
amplificaciones o deleciones frecuentes en gliomas difusos (EGFR, PDGFRA, PTEN,
NF1, CDKN2A) se incorpord también en el analisis el estudio de las regiones
gendmicas 1p y 19q, con el fin de poder utilizar este mismo panel para el diagndstico
molecular del oligodendroglioma [87].

La tecnologia elegida para el estudio mediante NGS del panel de genes NGS-
GLIO-30 fue aquella basada en amplicones, ya que el tipo de muestra a analizar es un
ADN procedente de muestras FFPE cuyas limitaciones son bien conocidas. El ADN de
este tipo de muestras es dafiado por el propio proceso de fijacion de las muestras al
emplear formaldehido, el cual se emplea como fijador de calidad superior para
preservar muestras de tejido [88]. Sin embargo, éste crea enlaces entre proteinas y
ADN [89], lo que disminuye el rendimiento en la extraccién de ADN y, en ocasiones,
la viabilidad del ADN para su amplificacion por PCR. Del mismo modo, el
formaldehido produce la fragmentacién del ADN, de manera que el ADN extraido de
muestras FFPE se encuentra en torno a 100-125pb [90]. Esto dificulta el empleo de
tecnologias de NGS de captura por hibridacién, ya que éstas requieren mayor
cantidad de ADN que aquellas de amplicones. Ademads, uno de los factores mas
importantes para la eficiencia de la captura es el tamafio de fragmento, el cual se
encuentra muy dafiado en los ADNs procedentes de muestras FFPE [91].

La tecnologia de secuenciacion masiva, NGS, permite la deteccién de
mutaciones puntuales (SNVs) y pequefias deleciones y/o inserciones (INDELs). Sin
embargo, la deteccién de alteraciones en el numero de copias (CNVs) es un reto
debido a problemas intrinsecos a la tecnologia, como es el tamafio de lectura de
fragmento [92]. Para el estudio de CNVs, las técnicas gold estandar” son el MLPA
(Multiplex-Ligation Dependent Probe Amplification) método basado en PCR
multiplex; la tecnologia de 131rrays cGH (Hibridacion Genomica Comparada) y la
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) [93, 94]. Estas técnicas presentan varias
limitaciones, como el tiempo empleado, |la cantidad de material genético de partida,
el costey, en el caso del FISH y el MLPA, el nimero de genes a analizar. Esto hace que
en la tecnologia de NGS se busque la posibilidad de analizar también los CNVs de
manera eficiente, para lo cual se estdn estudiando de forma activa diferentes
algoritmos y recomendaciones para el analisis de CNVs a partir de los datos obtenidos
mediante NGS [95, 96, 97].

Con el fin de comprobar la eficacia de la tecnologia seleccionada, asi como del
correcto funcionamiento del panel disefiado, se procedié a su validacion mediante
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secuenciacion de muestras no tumorales y de muestras con mutaciones ya conocidas
mediante otras técnicas. En esta validacién se demostré que en las muestras no
tumorales no se detectaron mutaciones asociadas a tumores, mientras que, en las
muestras con mutaciones ya conocidas mediante otras técnicas, todas las
mutaciones fueron confirmadas mediante la utilizacién de nuestro panel de NGS
GLIO-30. Estos resultados indican la alta especificidad y sensibilidad del método de
deteccion mediante NGS. Por otro lado, al secuenciar 16 muestras mediante el panel
GLIO-NGS-30, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos previamente con
otro panel de NGS comercial (Foundation One medicine CDx), confirmando la
fiabilidad del panel disefiado. Por lo tanto, el panel disefiado para el estudio de 30
genes implicados en gliomas mediante tecnologia de NGS basada en amplicones,
GLIO-NGS-30, permite el estudio de tumores gliales como el glioblastoma con una
rentabilidad alta, pudiendo detectar alteraciones en las principales vias de
sefalizacion alteradas en estos tumores.

Una de las principales limitaciones inherente a la tecnologia de secuenciaciéon
masiva, como se ha comentado previamente, es la deteccién de CNVs. Para la
validacion del panel GLIO-NGS-30 en la deteccidon de CNVs se utilizé un algoritmo
manual, independiente al utilizado por el software lon Reporter [78], software
comercial asociado al secuenciador empleado (lon Torrent). Para poder establecer el
umbral del punto de corte del valor de z-score para el analisis de CNVs en genes como
CDKN2A, PDGFRA y EGFR, se seleccionaron muestras cuyo resultado ya fuera
conocido mediante otras técnicas (FISH o MLPA) y se analizaron con el panel GLIO-
NGS-30, pudiendo establecer un punto de corte fiable para establecer la presencia
de una amplificacién o delecién. Con respecto al resto de genes incluidos en el panel
para los cuales era esperable poder analizar los CNVs (NF1, PTEN, RB1), no se obtuvo
un punto de corte fiable debido, en parte, a que no se pudieron estandarizar los
resultados por falta de controles con alteraciones en el nUmero de copias en estos
genes.

Cabe destacar la mayor sensibilidad del método desarrollado en este trabajo
para el analisis de CNVs en comparacién con el algoritmo empleado por el software
lon Reporter. Gracias al método desarrollado basado en el andlisis de z-score, se han
podido detectar:

- Amplificaciones en EGFRy PDGFRA

- Variantes estructurales de EGFR como las variantes VIII, vV y VII, producidas
por la pérdida de varios exones en el gen.

- Deleciones homocigotas del gen CDKN2A con resultados concordantes
respecto a otras técnicas consideradas gold estandar para el estudio de CNVs
como FISH o MLPA.

Con el panel GLIO-NGS-30, combinando mutaciones y CNVs, un 96% de los
casos estudiados presentaron al menos una variante en alguno de los genes
analizados. Los genes alterados con mayor frecuencia en la serie de GB aqui estudiada
fueron EGFR, CDKN2A, TP53, PTEN, PDGFRA, PIK3CA y NF1. De esta manera, los
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resultados obtenidos con el panel GLIO-NGS-30 en nuestra serie han sido similares a
los de series mas amplias de GB, como la publicada en el TCGA, lo cual nos indica que
los genes seleccionados para el estudio son representativos para la caracterizacion
molecular del GB.

Con todo esto, se ha comprobado y validado el correcto disefo vy
funcionamiento del panel de genes NGS-GLIO-30, asi como la tecnologia seleccionada
para el estudio de mutaciones puntuales, INDELs y CNVs (EGFR, PDGFRA y CDKN2A)
en gliomas difusos.

Con respecto a la utilidad clinica del panel disefiado, cabe destacar la mayor
rentabilidad del empleo de este tipo de tecnologias, permitiendo el andlisis conjunto
de varios genes, asi como diferentes tipos de alteraciones genéticas en un solo
estudio. La utilizacion del panel GLIO-NGS-30 reduce asi el tiempo de respuesta en
obtener un resultado molecular del tumor e incrementa la rentabilidad de la muestra
empleada, dado que en ocasiones el tejido disponible es escaso, lo que limita la
realizacion de diferentes técnicas basicas de biologia molecular sobre una muestra.
Todo ello realizandose mediante un método especifico, fiable y sensible. Tras la
publicacién de la nueva clasificacion de los tumores del sistema nervioso de la OMS
en 2021, cabe mencionar que el disefio de este panel tendria que incluir el andlisis de
mutaciones en el promotor de TERT y las alteraciones en el nimero de copias del
cromosoma 7 y 10, como mejora para el diagndstico molecular de los gliomas difusos.

7.2. BIOMARCADORES PRONOSTICOS

Hasta la fecha, algunas series han analizado las caracteristicas clinicas
asociadas a la larga supervivencia de pacientes con GB. Estas incluyen la edad, indice
de Karnofsky, localizacion del tumor, sintomatologia al diagndstico y extension de la
cirugia. Distintos estudios han demostrado que los pacientes con un mejor estado
basal al inicio del diagndstico, y/o resecciones lo mas amplias posibles manteniendo
las funciones cerebrales, se asocian con un mejor pronéstico [16, 98, 99, 100].

Al igual que en estudios anteriores, los resultados aqui obtenidos muestran
gue la edad es un factor prondstico, ya que aquellos pacientes con edades menores
a 60 anos presentan supervivencias mas largas, siendo la mediana de edad dentro del
grupo de pacientes LTS de 51 afios frente a 62 en el grupo Non-LTS [101]. Del mismo
modo, aquellos pacientes con resecciones tumorales radicales (>95%) o subtotales
(85-95%) presentaron mejores supervivencias frente a aquellos pacientes con
resecciones parciales o biopsias, de forma similar a los resultados publicados por
Lacroix et al., que mostraron que aquellos pacientes con una reseccion radical del
tumor (98% o mas) presentaron mejores supervivencias [10].

Por ultimo, con respecto a la sintomatologia, en la serie estudiada, aquellos
pacientes que debutaron con crisis epilépticas presentaron mejores supervivencias,
acorde con los resultados presentados por Fan y colaboradores [102]. Esta mejora en
cuanto a la supervivencia de estos pacientes podria deberse al diagndstico precoz de
la enfermedad, ya que ante una crisis epiléptica la valoracién por un profesional
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sanitario puede ser mas precoz que ante otros sintomas de inicio como cefalea,
alteracion de la conducta u otros. Estudios como el de Flanigan y colaboradores
demuestran cdmo aquellos casos con GB en los que el tiempo entre la crisis epiléptica
y la cirugia es menor, se observan mejores supervivencias globales frente a aquellos
casos en los que el tiempo transcurrido es mayor, siendo esta diferencia de
supervivencia del doble (26.8 vs 13.1 meses) [103].

Con relacidn a los factores moleculares, es bien conocida la asociacidon con un
mejor prondstico de los pacientes de las mutaciones de IDH, asi como de la metilacidn
del promotor de MGMT [82, 83, 104]. Sin embargo, hasta ahora no se ha realizado
un estudio mas exhaustivo con otros genes que podrian estar también implicados en
la larga supervivencia de algunos pacientes con GB. El estudio de aquellos
biomarcadores asociados a una mejor supervivencia dentro del GB es necesario para
explicar aquellos factores implicados en el mejor prondstico, ya que una proporcion
importante de estos pacientes no presentan ni mutacién en IDH ni metilacién en el
promotor en el gen MGMT [82, 83].

En este estudio se ha empleado el panel disefiado NGS-GLIO-30 para el
estudio de mutaciones y CNVs en aquellos genes mutados con mayor frecuencia en
GB, con el fin de identificar aquellas alteraciones asociadas a larga supervivencia en
pacientes con GB.

A nivel molecular, la mayor diferencia encontrada entre aquellos pacientes
clasificados como LTS y No-LTS a nivel genético son las mutaciones en los genes IDH.
En torno a un 28% de los pacientes incluidos en el grupo LTS presentaron mutaciones
en IDH1/2 con una mediana de supervivencia de 50 meses frente a 17.2 en aquellos
sin mutaciones. Estos resultados concuerdan con los ya publicados en estudios
anteriores [82, 83, 104]. Este hallazgo lo encontramos también en la serie ampliada
de casos del TCGA que se ha analizado. Teniendo en cuenta aquellos casos incluidos
en la base de datos del TCGA y los casos analizados en este estudio, encontramos que
dentro de nuestra serie existe una mayor frecuencia de casos con mutaciones en
IDH1/2 y ATRX que en la serie de GBs del TCGA. Esto probablemente es debido al
sesgo de seleccién de casos con larga supervivencia dentro de nuestra serie (32% vs
12% casos con IDH1/2y 31% vs 15 casos con ATRX respectivamente en ambas series).
Bleekerv y colaboradores evidenciaron por primera vez en 2010 el incremento en la
supervivencia global de pacientes con GB IDH mutado como factor independiente de
la edad, KPS, reseccién quirdrgica, dosis de radioterapia recibida o quimioterapia
[105]. Desde entonces, son numerosos los estudios que apoyan la mejor
supervivencia global de aquellos GB con mutaciones en IDH frente a GB sin
mutaciones en IDH [106, 107, 108].

La enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH) participa en diferentes procesos
metabdlicos, como puede ser el ciclo de Krebs, el metabolismo de glutamina, Ia
sintesis de lipidos y los procesos de regulacién redox [109, 110, 111]. Las mutaciones
en IDH1 producen un incremento en la actividad catalitica de la enzima, por lo que
toda esta desregulacién metabdlica ocurrida en la célula tiene como consecuencia
directa, entre otras, el incremento de NADP*y la disminucién de NADPH. NADPH es
el mayor metabolito que protege a la célula de especies reactivas de oxigeno (ROS).
De esta manera, los tumores con mutaciones en IDH son mas susceptibles de estrés
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inducido por ROS como el producido por radiacién o tratamiento con temozolomida
[113] (Figura 45). Esta parece ser la explicacion a la mejor respuesta a tratamiento de
aquellos pacientes con IDH mutado y por ello una mejor supervivencia de manera
independiente de otros factores.
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Figura 45. Resumen de las reacciones bioquimicas para la produccion de energia y lipidos en la célula
en las que interviene IDH. La IDH1 mutado cambia la dindmica de los procesos metabdlicos en la célula
y conduce a la acumulacion de 2-hidroxiglutarato (2HG). A su vez, la 2HG inhibe las demetilasas (HDM
y TET), lo que conduce a un fenotipo hipermetilado del ADN. Figura adaptada de Maus &Peters [108].

Es bien conocido el papel de IDH mutado cono precursor oncogénico y la
asociacién de estas alteraciones con el mejor prondstico en gliomas, de modo que en
los ultimos afios IDH ha sido objeto de estudio en diferentes ensayos de nuevos
farmacos dirigidos a este target, bien sea mediante inhibidores directos o
tratamientos inmunoterapicos [50]. Muy recientemente, han sido publicados
resultados muy prometedores en cuanto al tratamiento de gliomas difusos de bajo
grado con mutacién en IDH con el farmaco Vorasidenib (inhibidor IDH1/2). Los
resultados de este estudio demuestran cdmo este farmaco incrementa la
supervivencia libre de progresién en 30 meses y la reduccién del tamano tumoral,
abriendo asi las puertas a estudios sobre el uso de este farmaco en gliomas de mayor
grado con alteraciones en IDH [51].

Con todo esto, los resultados que hemos obtenido, y los ya publicados por
otros autores, mantienen la importancia de las alteraciones en IDH1/2 como factor
prondstico de supervivencia en GB, aunque una fraccion de pacientes no tenga
alteraciones IDH1 ni en IDH2 y aun asi sobrevivan mds de 36 meses. En este estudio,
28 de los 39 casos incluidos en el grupo LTS no presentaron mutaciones en IDH1/2
(72%), suponiendo esto un 17.8% del total de la serie, por lo que pueden existir otras
alteraciones moleculares distintas a la de IDH que podrian explicar la larga
supervivencia en algunos pacientes.
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Las tres vias de sefializacion alteradas con mayor frecuencia en GB son:
RTK/PI3K, TP53 y RB, que se encuentran alteradas en mas de un 70% de GB [52, 53].
Con el fin de analizar los genes implicados en estas vias, sin introducir sesgos por
alteraciones en otros genes driver como IDH1/2, BRAF y H3F3A, se analizaron
aquellos casos sin alteraciones en estos genes (140 pacientes, de los cuales 26
corresponden a LTSy 114 a Non-LTS).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre LTSy Non-
LTS dentro de los genes implicados en la via TP53 ni RB. Sin embargo, con respecto al
andlisis de genes alterados en la via de sefalizaciéon RTK/PI3K (Figura 11), se detecto
una mayor frecuencia de casos con alteraciones en PTEN en el grupo LTS frente al
grupo Non-LTS (42.1% vs 19.3%, respectivamente; p<0.05) y diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia global entre aquellos casos con
mutaciones en PTEN respecto a los que no presentaban mutaciones 24.2 vs 16.4
meses (p<0.05). Resultados similares se obtuvieron cuando se compard la frecuencia
de casos con mutaciones en PTEN dentro de los grupos LTS y Non-LTS al analizar la
serie del TCGA (29.2% vs. 21%, respectivamente), aunque en dicha serie no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la SG entre aquellos casos
con mutaciones en PTEN y sin mutaciones (16 vs 13 meses p=0.07).

Una de las alteraciones cromosdémicas mas frecuentes en GB es la pérdida de
heterocigosidad (LOH) del brazo largo del cromosoma 10 (10q), el brazo
cromosomico en el que se localiza PTEN (10q23). Las alteraciones en el gen PTEN se
encuentran en aproximadamente un 50% de los GB [118], siendo uno de los genes
supresores de tumores mas importantes implicados en cancer y en GB. Diversos
estudios han demostrado que la LOH en 10q, y en concreto la regién de PTEN, se
asocia a un peor prondéstico de los pacientes con gliomas de alto grado [114, 115, 116,
117]. Sin embargo, PTEN puede estar alterado también por otros mecanismos, como
pueden ser mutaciones puntuales, deleciones o metilacidon. Aquellos casos con
mutaciones de PTEN presentan de manera concomitante pérdidas de
heterocigosidad (LOH) en la regién 10q, por lo que de esta manera la inactivacion del
gen ocurre mediante dos eventos [114, 115]. Los resultados de Kraus y
colaboradores, y de Zhou y colaboradores [118, 119] indicaron que no existe ninguna
asociacién estadisticamente significativa entre mutaciones de PTEN y supervivencia
en pacientes con GB (tratados con esquemas de tratamiento anteriores al establecido
en STUUP).

Una limitacion en el andlisis de alteraciones en PTEN dentro del estudio
presentado aqui es que no se han podido analizar las deleciones del gen mediante el
panel de NGS. Por otro lado, tampoco la region 10q se encuentra incluida dentro del
disefio del panel. Tras la nueva clasificacién de la OMS de 2021, que recomienda el
estudio de la alteracion de ganancia del cromosoma 7 junto con pérdida del
cromosoma 10 (+7/-10), seria importante la incorporacidén del andlisis de este
cromosoma completo con el fin de completar los marcadores moleculares para el
diagndstico de estos tumores.

Cabe destacar, que dentro de los casos incluidos en la base de datos del TCGA,
al igual que en la serie estudiada, se observa una mayor frecuencia de casos con
alteraciones en el gen PIK3CA dentro del grupo Non-LTS frente al grupo LTS.
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Atendiendo a la supervivencia global de aquellos casos con mutaciones en PIK3CA
dentro de la serie del TCGA, aquellos casos con mutaciones en PIK3CA presentan
peores supervivencias que aquellos casos sin alteraciones en este gen (mediana de
supervivencia 12.2 en grupo Non-LTS frente a 14.0 en grupo LTS; p=0.021). Esta
diferencia en cuanto a la supervivencia se observa también en los resultados
obtenidos en la serie aqui analizada (14 y 18 meses en LTS y Non-LTS,
respectivamente), sin llegar a ser estadisticamente significativa, seguramente debido
al nimero de casos incluidos.

Los estudios publicados por Tanaka et al. y Cheila Bito et al. [121, 122]
concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio. En ambos, demuestran
como las mutaciones en PIK3CA se asocian a peor prondstico en aquellos pacientes
con GB sin mutaciones en IDH independientemente de otras variables. Por lo tanto,
aunque se requieren estudios adicionales con una muestra de pacientes LTS mayor
(cabe destacar que la frecuencia de mutacién de este gen en el GB esta en torno al
10%), estos datos sugieren que mutaciones en PIK3CA en pacientes con GB podria
asociarse a peor supervivencia.

El gen PIK3CA codifica para la subunidad catalitica de la proteina
fosfatidilinositol-4,5- bifosfatasa y ha sido descrito como uno de los genes mas
frecuentemente mutados en cancer [123,124]. La activacidn de esta via se produce
mediante mutaciones en el gen PIK3CA y ha sido descrito en aproximadamente el 30-
50% de los canceres, asociandose a resistencia de diferentes terapias empleadas y
con el peor prondstico de los pacientes [125, 126]. Se han descrito alteraciones en
PIK3CA en tumores como el cancer de mama (35%), endometrio (36%), vejiga (>18%)
y colon (18-38%) [123, 127, 128]. En el GB se han descrito frecuencias de entre el 5-
30% de casos, aunque dichas frecuencias no quedan bien definidas [53, 129, 130,
131].

Dentro de las mutaciones detectadas en la serie aqui estudiada, detectamos muta-
ciones en regiones hotspot descritas en otros tipos de tumores, exones 9 y 20, en
concreto en las posiciones E542, E545 y H1047 [132, 133,134,135], asi como en otras
localizaciones (Figura 46).
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Figura 46. Mutaciones y frecuencia de las mutaciones en el gen PIK3CA. A) Mutaciones detectadas en
todos los tumores sélidos registrados en la base de datos COSMIC (1459 tumores), B) En la serie de GB
estudiados (157 GB) y C) En la serie del TCGA, GB sin mutaciones en genes driver (27 GB). No se han
incluido aquellos casos con amplificaciones en PIK3CA, ya que dentro de nuestra serie estudiada no se
ha podido analizar la amplificacion de este gen. Debajo de cada grafica se indica si la mutacion se
encuentra registrada en OncoKb [136]. El tipo de mutacion, asi como su patogenicidad se encuentran
indicadas con diferentes colores segun la leyenda indicada en la parte inferior de la figura.

En los ultimos afios, son numerosos los ensayos clinicos desarrollados con
inhibidores de PI3K o especificos de la subunidad PIK3CA [136, 137, 138], aunque
pocos estan aprobados por la FDA debido a sus efectos secundarios, asi como por su
poca solubilidad y permeabilidad. Sin embargo, se ha observado que el tratamiento
con inhibidores de PI3K en combinacion con tratamientos dirigidos a otras vias como
inhibidores tirosin kinasa, inhibidores de MEK, inhibidores PARP o tratamientos con
anti-estrogenos, incrementan la eficacia de los inhibidores de PI3K. Un ejemplo de
ello es el tratamiento con alpelisib (inhibidor kinasa) en combinacion con fuvelstrant
(antagonista receptor de estrégenos), aprobado por la FDA en cédncer de mama
avanzado [139].

En gliomas de alto grado se estan desarrollando ensayos clinicos en fase | de
inhibidores PI3K como voxtalisib (inhibidor de kinasa (PI3K) y via mTOR), en
combinacién con temozolamida y radioterapia, para analizar la permeabilidad del
farmaco, la tolerancia de diferentes dosis y el efecto antitumoral en pacientes con
GB, aunque sin grandes resultados hasta la fecha. Se requieren, sin embargo, mas
estudios con inhibidores PI3K en combinacién con otras terapias en series con mayor
numero de casos con mutaciones en alguno de los genes implicados en la via PI3K
(PI3KCA, PIK3R1, KRAS, PTEN, EGFR o KIT). Hasta el momento, son muy pocos los
biomarcadores que actian como dianas para el tratamiento de los pacientes con GB,
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habiendo una necesidad urgente de nuevas terapias dirigidas a otros biomarcadores
como pudiera ser el caso de PIK3CA [140].

Marcadores moleculares tales como la amplificacion de EGFR, mutaciones en
el promotor de TERT, deleciones de CDKN2A/B y alteraciones gendmicas como la
ganancia del cromosoma 7 y pérdida del cromosoma 10 (+7/-10) cobran importancia
en la nueva clasificacion de los tumores del sistema nervioso central [15]. A nivel
molecular, en esta nueva clasificacion, aquellos astrocitomas difusos sin mutaciones
de IDH que presenten amplificacién de EGFR, mutaciones en el promotor de TERT o
+7/-10, son clasificados como tumores de grado 4 (GB IDH-no mutado). Por otro lado,
astrocitomas con mutacién de IDH que presentan delecion en homocigosis de
CDKN2A/B son clasificados de igual manera con grado 4 independientemente de las
caracteristicas histoldgicas del tumor, es decir incluso en ausencia de proliferacion
vascular o necrosis.

En el caso del grupo de pacientes sin alteraciones en IDH u otro gen driver, en
la serie analizada se detecté una mayor frecuencia de pacientes con deleciones en
CDKN2A vy alteraciones en EGFR en aquellos casos clasificados como Non-LTS frente
a aquellos pacientes clasificados como LTS (38.6% frente a 30.7% en el caso de
CDKN2A y 48.2% frente a 46.15% en el caso de EGFR), no siendo estadisticamente
significativa la diferencia. Esto podria ser debido al tamafio de la muestra analizada,
ya que dentro de los casos incluidos en el TCGA se detecta también una mayor
frecuencia de pacientes con deleciones en CDKN2A vy alteraciones en EGFR en el
grupo Non- LTS, pero en este caso la diferencia es estadisticamente significativa (64%
frente a 57% en el caso de CDKN2A y 55% frente a 35% en el caso de EGFR). En cuanto
a la supervivencia global, dentro de los casos incluidos en nuestra serie, se observa la
tendencia a la peor supervivencia de aquellos GB con alteraciones en CDKN2A y EGFR,
sin llegar a ser significativa esta diferencia. Sin embargo, esta tendencia no se observa
dentro de la serie de GB del TCGA.

La amplificacidn del gen EGFR es una alteracidén caracteristica en GBs, y se
asocia a la activacion de la via de sefializacion del receptor de crecimiento epidérmico
EGFR [145]. Diferentes estudios han analizado la asociacidon de la amplificacién del
gen EGFR y el prondstico en el GB [146, 147, 148]. Sin embargo, existen resultados
contradictorios en cuanto a la asociacién de las alteraciones de EGFR y la
supervivencia

Los resultados de Ma et al. [149], demuestran que aquellos GB sin mutaciones
de IDH y con delecion homocigota de CDKN2A se asocian a peor supervivencia de
manera independiente a otros factores prondsticos. Del mismo modo, en los
resultados de Hsu et al. [150], las deleciones de CDKN2A se asocian a una peor
supervivencia. Sin embargo, en ambos estudios observan que aquellos pacientes con
deleciones de CDKN2A tienen mejor prondstico cuando son tratados con altas dosis
de radiacion independientemente del grado de reseccidon tumoral. El gen CDKN2A
codifica para p16'N*4A, controlando el paso de la fase G1 a G2 en el ciclo celular [151].
Aquellas células en fase G2 son mas sensibles a radiacién, de manera que la ausencia
de CDKNZ2A, incrementa el nimero de células en fase G2 y por lo tanto aumenta
radiosensibilidad del tumor [152].
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En cuanto a las mutaciones en el promotor del gen TERT, aunque los
resultados obtenidos en nuestra serie no han sido estadisticamente significativos con
respecto a la frecuencia de casos incluidos en cada uno de los grupos LTS y Non-LTS,
se observd una mayor proporcién de casos con mutaciones en el promotor de TERT
dentro del grupo Non-LTS (68.5% vs 61.5%). El analisis de la frecuencia de mutaciones
en el promotor de TERT dentro de la serie del TCGA no pudo realizarse, ya que no se
encuentran publicados estos datos en CBioportal, siendo ésta una limitacién dentro
de nuestro estudio.

Sobre las mutaciones en el promotor de TERT, algunos estudios indican que
se asocian a peor prondstico en gliomas IDH no mutado grado 2 y 3. Sin embargo, la
asociacion de las mutaciones en el promotor de TERT en gliomas grado 4 no queda
del todo establecida dentro de los diferentes estudios publicados [39, 40, 42, 153,
154]. En nuestra serie, aquellos casos con alteraciones en el promotor de TERT
presentan peores supervivencias que aquellos sin mutaciones (mediana de
supervivencia de 17.5 vs 18.9 meses, respectivamente), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05).

Los resultados de Hsu et al. [155] mostraron que los pacientes con mutaciones
en el promotor de TERT que han recibido dosis mas bajas de radiacion tienen peor
supervivencia. Las mutaciones en el promotor de TERT provocan la reactivaciéon de la
actividad telomerasa traduciéndose en una respuesta mas activa al dafio del ADN y
una menor sensibilidad a tratamientos que dafian el ADN, como la radiacién [156,
157]. Por lo tanto, en GBs sin mutaciones de IDH, la respuesta a tratamiento
radioterapico puede ser mas o menos efectivo en funcidn de algunas alteraciones
genéticas en particular, como pueden ser la delecion de CDKN2A y la mutacion del
promotor de TERT. En los resultados de este grupo, se sugiere que los GBs con
deleciones de CDKN2A y mutaciones de TERT se asocian a una menor supervivencia,
pudiéndose beneficiar de dosis mas altas de radiacién.

Por lo tanto, podemos concluir que aun no estd bien definido el valor
prondstico de alteraciones tan frecuentes en GB como la amplificacidon de EGFR, la
mutacion del promotor de TERT o la delecion de CDKN2A en GB sin mutaciones de
IDH [141, 142]. Sin embargo, en astrocitomas IDH mutados, el papel de la delecién
de CDKN2A vy su relacidn con el peor prondstico de los pacientes estad bien
demostrada [143, 144]. Prueba de ello es su inclusion como un factor que determina
el grado 4 de malignidad en astrocitomas IDH mutados en la nueva clasificacién de la
OMS.

7.3.  ANALISIS DE GB CON CELULAS GIGANTES

Cabe destacar el hallazgo en nuestra serie de un interesante grupo de
pacientes con alteraciones en los genes implicados en la remodelacion de la
cromatina ATRX y DAXX en ausencia de mutaciones concomitantes de IDH o H3F3A,
gue presentan células gigantes en la histologia y tienen un mejor pronéstico. A raiz
de este hallazgo inicial se realizé un estudio mas amplio de GB con presencia de
células gigantes en la histologia y ausencia de mutaciones en IDH o H3F3A. Autores
como Oh y colaboradores [160, 161] ya detectaron en sus estudios un grupo de GB
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con pérdida de tincién inmunohistoquimica de ATRX sin alteraciones en otros genes,
como IDH, con presencia de células gigantes.

Existen trabajos previos en los que se evidencian las caracteristicas clinicas
propias que presentan aquellos pacientes con GB con células gigantes, siendo dichos
pacientes, en general, pacientes mas jovenes y con mejor prondstico con respecto al
GB gue no presenta estas células gigantes [162, 163]. Sin embargo, las alteraciones
moleculares que subyacen al GB con células gigantes todavia no se han definido
claramente. Todo esto hace que estos tumores aln se encuentren en la clasificacion
de la OMS como un subtipo de GB tipificado en base Unicamente a sus caracteristicas
morfoldgicas.

Se sabe que estos tumores raramente presentan mutaciones en IDH, sin
embargo, los tumores con mutaciones en IDH pueden presentar células gigantes
multinucleadas en la histologia. La ausencia de unos parametros histolégicos y
moleculares bien definidos que permitan clasificar estos tumores dificulta en muchas
ocasiones su identificacién. Al no existir un porcentaje exacto de células gigantes
multinucleadas a tener en cuenta para el diagnéstico, existen ocasiones en las que en
los informes histolégicos no se describe la presencia de células gigantes
multinucleadas. En consecuencia, es necesaria una definicién mas objetiva de este
subtipo de tumores, que correlacionen parametros moleculares e histolégicos, para
permitir un diagndstico mas preciso.

Dentro de nuestra serie de GBs con presencia de células gigantes (36 casos en
total), 14 de los pacientes tenian un diagndstico definido como GB de células
gigantes, sin embargo 22 pacientes tuvieron un diagndstico de GB y sélo en la
descripcién histolégica de la pieza se describia la presencia de células gigantes
multinucleadas. Se evidencia asi la necesidad de unos parametros claros y objetivos
para el diagndstico de estos casos.

Los resultados obtenidos en la serie de GBs con presencia de células gigantes
mediante secuenciacién del panel NGS-GLIO-30, muestran una alta frecuencia de
alteraciones en TP53 (100%) y menor frecuencia de amplificaciones de EGFR y
delecciones de CDKN2A con respecto al GB, en concordancia con los resultados
obtenidos por otros autores [160, 164, 165, 166]. Del mismo modo, al igual que los
resultados arrojados por Oh et al., nuestra serie muestra mayor incidencia de
alteraciones en ATRX, y menor en el promotor de TERT, al comparar con el GB en
general. Los resultados obtenidos muestran que estas diferencias se hacen mas
notables al fijar el porcentaje de células gigantes en un 30%. Al establecer este
porcentaje, hasta el 50% de los casos presentaban alteraciones en ATRX, solamente
el 11% de los casos mutaciones en pTERT y el 12% amplificaciones de EGFR.

Asimismo, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral destacan la mayor
frecuencia de casos con mutaciones en RB1 y NF1 en aquellos GBs con mas de un 30%
de células gigantes en su histologia. Al analizar la serie de GB publicados en el TCGA
(se analizaron aquellos casos que, al igual que en la serie analizada, presentaban

141



DISCUSION

mutaciones en TP53 con mas de un 30% de células gigantes), se observd que las
alteraciones genéticas presentes en estos tumores son las mismas que en nuestra
serie, validandose asi los resultados obtenidos.

De esta manera, aquellos GB con mas de un 30% de células gigantes se
caracterizan por presentar alteraciones en TP53, y una mayor frecuencia de
alteraciones en ATRX, NF1 y RB1 y una menor frecuencia de alteraciones EGFR y
CDKN2A comparando con GB sin células gigantes.

Las alteraciones en TP53 se dan en todos los tipos de canceres (167). TP53
actua como regulador del ciclo celular, asi como en la duplicaciéon del centrosoma,
teniendo asi un papel fundamental en la estabilidad gendmica [168, 169]. El hecho
de que todos los casos con mas de un 30% de células gigantes presentasen
alteraciones en TP53, podria sugerir que este gen tiene un papel fundamental en la
presencia de estas células gigantes de estos GBs. Esta hipdtesis concuerda con los
resultados de Meyer-Puttlitz et al. [164] mostrando diferencias a nivel molecular de
GB de células gigantes con y sin mutaciones de IDH a través de un mecanismo de
inestabilidad gendmica dependiente TP53.

Como se ha mencionado anteriormente, las células neopldsicas necesitan
mantener la longitud de los teldémeros para ser inmortales. Este mantenimiento
puede ocurrir mediante activacion de la telomerasa o mediante el mecanismo ALT.
Las mutaciones en ATRX (o la pérdida de expresion de la proteina) se han asociado a
la activacion del mecanismo ALT [47] y las mutaciones en pTERT se asocian a
activacion de la telomerasa, siendo ambos eventos mutuamente excluyentes en
tumores del SNC. En GB sin mutaciones en IDH, el mantenimiento de teldmeros se
produce principalmente mediante mutaciones en pTERT, mientras que en aquellos
astrocitomas con mutaciones en IDH se observa una mayor frecuencia de mutaciones
en ATRX. En la serie de casos de GBs con células gigantes analizada aqui, que no
presentan mutaciones en IDH, se observa una mayor frecuencia de alteraciones en
ATRX y practicamente ausencia de alteraciones en pTERT, sugiriendo que en estos
tumores el mantenimiento de la longitud de teldmeros se produciria mediante
activacion de ALT y no mediante la activacion de la telomerasa, si bien diferentes
estudios sugieren que la alteracion de ATRX por si sola no es suficiente para la
activacion de ALT, requiriéndose mutaciones en otros genes como IDH1, TP53 o
H3F3A [170]. En el estudio aqui presentado, la ausencia de mutaciones en IDH o
H3F3A y la presencia de alteracién de TP53 en todos los casos, podria sugerir que
TP53 podria tener un papel en la activacién del mecanismo ALT en el GB con células
gigantes.

Con el fin de poder establecer mayores diferencias cuanto al perfil genético
de los tumores con presencia de células gigantes y aquellos sin células gigantes,
realizamos un estudio de carga mutacional en nuestra serie. La mayoria de los
tumores con células gigantes presentaron una carga mutacional baja en concordancia
con lo ya publicado recientemente por Shi et al. [162]. Sin embargo, 2 tumores
presentaron una carga mutacional muy alta. Analizando las mutaciones de estos
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casos, uno de ellos presentaba mutacion del gen POLE y el otro presentaba mutacion
en MSH2, ambos genes implicados en mecanismos de estabilidad gendmica, cuya
alteracion provoca la hipermutacién del material genético, incrementando asi la
carga mutacional de estos tumores.

Se han identificado mutaciones en POLE en pacientes con gliomas de alto
grado sin mutaciones en IDH y con un fenotipo hipermutado, al igual que en caso aqui
detectado [172]. Ademas, estos tumores, presentan caracteristicas histopatoldgicas
similares entre ellos, y al igual que en el caso detectado en esta serie, presentan
células gigantes multinucleadas [172]. EL fenotipo hipermutado de estos tumores, los
hace susceptibles de tratamiento con inmunoterapia con inhibidores “checkpoint”
como los inhibidores de PD-1 o PD-L1 [173, 174].

Muy recientemente, los resultados Barresi et al. [175] concuerdan con los
resultados mostrados en este trabajo. Estos autores analizan una serie de GBs con
células gigantes en los que concluyen que estos tumores se podrian caracterizar por
ser una entidad diferente al Astrocitoma IDH mutado, grado 4 o al GB-IDHwt
caracterizada por la presencia de al menos un 30% de células gigantes multinucleadas
y alteraciones en mayor frecuencia de TP53, RB1, NF1 y genes remodeladores de
cromatina. Del mismo modo, al igual que en nuestros resultados, estos autores
detectan mutaciones de POLE asociadas a GB con células gigantes en uno de los casos
analizados con carga mutacional alta.

Con respecto a la supervivencia del GB de células gigantes, en nuestra serie
observamos una supervivencia mas larga en aquellos pacientes de GB con mas de un
30% de células gigantes, a pesar de que el estudio no alcanza significacion estadistica,
quiza por el nUmero de casos incluidos. Esto se apoya porque al sumar los casos de
nuestra serie con los casos del TCGA si se evidencia una diferencia estadisticamente
significativa en la supervivencia global.

Por lo tanto, mediante la integracion de los datos histolégicos y moleculares
de estos tumores, se ha podido demostrar la asociacién de las alteraciones de TP53
y ATRX en GBs con células gigantes. En base a los resultados obtenidos, se ha fijado
un punto de corte para definir el GB de células gigantes, de manera que se propone
que la presencia de un 30% de células gigantes multinucleadas o mas en el tumor
estaria correlacionando esta caracteristica histoldgica con las alteraciones
moleculares mencionadas, principalmente la presencia de alteracion en TP53, ATRX.
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Se ha disefiado y validado un panel de genes de secuenciacién masiva (NGS) aplicable
a la rutina diagndstica de gliomas cubriendo los principales genes alterados en este
tipo de tumores. Este panel permite el andlisis de SNVs, INDELs y CNVs en GBs con
una alta especificidad y sensibilidad.

La edad, extensién de la cirugia y el sintoma de inicio son factores prondsticos en el
GB. Los pacientes mas joévenes, sometidos a extirpaciones extensas del tumor, y
aquellos que debutan con crisis epilépticas presentan supervivencias globales mas
largas.

La SG mediana de los pacientes con mutaciones en IDH1/2 es de 50 meses (rango,
29-70), confirmandose asi el valor prondstico de la mutacion en el gen IDH en los
gliomas. Otros genes alterados asociados a mejor prondstico dentro de aquellos GB
sin mutaciones en IDH son las alteraciones en PTEN. Del mismo modo, las
alteraciones asociadas con un peor prondstico se detectaron en los genes PIK3CA,
CDKN2A 'y en el promotor del gen TERT.

Los GBs con alteraciones en ATRX sin alteraciones en otros genes concomitantes
como [IDH1, IDH2, H3F3A presentan mejores supervivencias ademas de
caracterizarse por la presencia de células gigantes multinucleadas.

El perfil molecular que caracteriza los GBs de células gigantes es el siguiente:
mutaciones en TP53 en todos los casos, frecuentes alteraciones en ATRX, una mayor
frecuencia de mutaciones en RB1 y NF1, una menor frecuencia de alteraciones en
IDH, EGFR y CDKNZ2A, asi como una carga mutacional baja.

Se ha establecido un punto de corte en el porcentaje de células gigantes presentes
en el tumor del 30% para poder definir el subtipo de GB de células gigantes, que
correlaciona con el patrén molecular descrito y una tendencia a un mejor prondstico
en términos de SG.
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Abstract

Glioblstoma (GBM) & the most commeon maligramt adult pri-
mary brain tumor. Despie its high lethality, a small proportion of
matients have a relatively long overall survival (D5). Here we
report a study of a senies of 74 GEM ples from 29 long-t
mrvivars ([LT3] 05 =36 months) and 45 nonL TS, Using next-
peneration ssquencing, we analyred gemetic aleratioms in the
genes moat frequently abiered in gliomas. Approximately 2% of
LTS had a mutation in the JDFMT or JDH2 (IDH) genes, denating
the relevance of this malecular prognostic factor. A new malecular
goup of GBMs harhared alerations in ATRX or DAXY genes o
the absence of driver IDH or H3F3A mutations. These |
tended o have a slightly hetter prognosis, to be younger at dizgno-
w5, and to present frontal or temporal wmors, and, meorphol ogi=
cally, to present giant tumor cells. A significant fraction of LTS
GBM patients had tumars with 1 or more alierations in the relevant
GBM sigmaling pathways (RTKFPIEE, TP53 and RB1)L In these
patients, the FOGFRA alteration & suggested to be a favorable mo-
lecular factor. Cur findings here are relevant for developing fture
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tar geted therapies and for identifying malecubr prognostic factors
in GBM patients.
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INTRODUCT IOM

Gliohlastoma (GBEM) is dw most common and malig-
nant primary brain wmor in adulis and | despite improve ments
in therapeutic options, it remains ome of he deadlicst cancers.
Even with aggressive surgical nesection, radictherapy and che-
motherapy, the median srvival is only approximately
I6months from the dme of disgnosiz, Newnheles, despie
the pom prognoss, 2%—8% of de patients survive for
»2 years, and a smaller fraction still survive beyond 3 or even
Svyears (1, 2). These patients are arhitrarily refemed to as long-
ierm survivors (LTS

The recent 2016 review of the CNS WHO classification
criteria includes “iniegraed” higological and melevant mokec-
ular parameters dat have a strong impact on the diageoss and
classification of gliomas, a5 well & on their prognosis (3).
Mutations of IDHT or TDH2 (TDH) goes ae aseoc iaed with a
more favorable ouwtcome in GBMs, being mome common in
younger patientsand in those with secondary GEM (4, 5),

The maolecular genomic and rascriptomic hndscapes
of GBM: and lower-grade glomas have recently boen
reporied | 6-9), but litle atempt has boon made to identify the
clinical and molecular parameters underlying LTS in GEM,
even though this could be crucial for individual therapies.
Our aim was to apply next-generstion sequencing {NGS)
approaches to deect targebed mutations and copy number vari-
ation (CNV) in LTS and non-LTS of GEM in order i identify
the malacular characteristics underpinning lomg-term survival

MATERIALS AND METHODS

Patients and Tissue Samples
Twenty-nine patens with an overall survival {08) lon-
ger than 36 months (LTS = 36) diagnosed with GBM between
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Abstract

Background. Giant cell glioblastoma (geGBM) is a rare morphological variant of IDH-wildtype (IDHwt) GBM that
occurs in young adults and heve a slightly better prognosis than “classic” IDHwt GBM.

Methods. We studiad 35 GBMs, 14 with & histopathological diagnosis of geGBM and 22 with a giant cell component. We
analyzed the ganatic profila of the most frequently mutated genes in glomas and assassad the tumor mutation koad (TML)
by gene-targated next-genaration sequancing. We validated our findings using The Cancer Genomea Atlas (TCGA] data.
Results. p53 was altered by gene mutation or protein overexpression in all ceses, while driver IDH1, IDH2, BRAF,
or H3F3A mutations were infrequent or absent. Compared to IDHwt GBMs, geGEMs had a significant higher fre-
quency of TP53, ATAX, RE1, and NF1 mutations, while lower frequency of EGFA amplification, COKNZA deletion,
and TERT promoter mutation. Almost all tumors had low TML values. The high TML observed in only 2 tumors was
consistent with POLE and M5H2 mutetions. In the histopathological review of TOGA IDHw:, TPS3mutant tumors
identified giant calls in 37% of the cases. Considering our series and that of the TCGA, patients with TP53-mutant
geGEMs had better owerall survival than those with TP53wt GBMs (log-rank test, P« .002).

Conclusions. gcGBMs have molecular features thet contrast to “classic” [DHwt GEMs: unusually fraquent ATRX
mutations and few EGFAR amplifications and COKN2A delations, aspecially in tumors with a high number of giant
calls. TML is frequently low, althowgh exceptional highTML suggests & potential for immune checkpoint therapy in
some cases, which may ba relevant for personalized madicine.
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