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GLIOBLASTOMA

Gliomas

50% de los
Tumores SNC

Gliomas difusos de tipo adulto

Glioblastoma

Astrocitoma
Oligodendroglioma Linvasidon de estructuras encefalicas mediales
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CARACTERISTICAS CIINICAS

El glioblastoma es un tumor de tipo adulto, es el mas comun y la forma mas agresiva del sistema nervioso central.

_ Poblacion adulta
Lobulo parietal ooao [ll- 5 - 7 0]
ooao

Lobulo occipital
@® 1.6x

La tasa de incidencia es .
1,6x mayor en hombres
que en mujeres

Lobulo frontal \
Lobulo temporal

OpC|OneS tratamiento 1 5 El prondstico a largo plazo es
Slntomatologl’a = malo. Las personasFon GB
\_/\, - meses generalme/nte sob.revn{en‘ 15
Dependen del tamafioy - meses después del diagndstico.
ubicacion del tumor en el Dolor cabeza o D
cereblro. El seguimiento Memoria y/o |-|-|
son sintomas comunes: dificultades del . . . i L. . . . . . ’ ‘ ’ ’ ‘ .
. Cirugia Radioterapia Quimioterapia
®
o R AAARAARRA
o un lado del Reseccion + radioterapia post-operatoria +
Vomitos cuerpo Temozolomida la tasa de supervivencia a 5 afios es aprox. 5%
Convulsiones
Problemas de Estos tratamientos no son efectivos a largo Tasa o/
Somnolencia equilibrio plazo, y se necesita mas investigacion para su p e rVive N Cia o
desarrollar mejores terapias.

) v & )c)
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CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Proliferacion
microvascular

Int J Mol Sci. 2019;20(9):2144

Aumento de la
densidad celular

Glioblastoma

Invasion

Heterogeneidad morfoldgica
y necrosis tumoral rodeada
de células en empalizada

."..'5@_)

l.
0-

Glioblastoma

eLesion maligna,
mitoticamente activa.

* Necrosis

¢ Proliferacion microvascular

e Evolucién rapida

astrocito  Célula madre Células
tumoral tumorales
o ¥ -
»* . A¥%
Células Células  microglia oligodendrocito
tumorales empalizada
invasivas
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Clasificacion OMS 2021

META: Formular una clasificacion que se aplique universalmente

WHO
1979 Fenotipo (visual)
1993 Histologia
2000 (H&E - IHQ)
2007
Nuevo paradigma de _ _
clasificaciéon de tumores del SNC GB lario vs GB 2ario
2016 ., 2016
Integrar la alteracion moleculary
senética GB IDH-wt vs GB IDH-mut
Fenotipo y genotipo
2021
202 1 Actualizacién diagndstico y nomenclatura GB (IDH-wt CNS OMS grado 4)
Utilidad del perfil de metiloma Vs
Practica clinica Astrocitoma (IDH-mut CNS grado 4)
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Clasificacion OMS 2021

Clasificacion actual de los principales gliomas difusos en adultos

Clasificacion 2021
Clasificacion 2016

Midline
location
IDH (IDHwildype ) (DHwildtype )~ IDH vild type
Astrocytoma Oligoastrocytoma Oligodendroglioma Glioblastoma 1 1 J

ATRX Nuclear ATRX Nuclear ATRX Nuclear ATRX Nuclear ATRX Nuclear ATRX
retained lost retained lost > retained

{_J ’\___; PR B G T

G om )

1p/19q 1p/19q IpASql. ... .....ccuue....
codel intact ‘I i
m IDH wild-type IDH mutant IDH wild-type SRR H o
CDKN2A/B CDKNZA/B jommmmenanat gl IREECTETETEN
| CDKN2A/B retained homozygously H
deleted H E
v : .
ATRX loss 1p/19q Glioblastoma, IDH t Nevvosi :
i i TERT, EGFR TERT- ecrosis o
TP53 mutation codeletion mutant T TERT- EGFRE:':;?:{E‘; and/or
l andfor +7/-10 MVP :
Glioblastoma, IDH Necrosis l :
Diffuse astrocytoma, wild-type ) H33GaRV and/or MYP HisGas  HizGad (R

ild type ild type mutant
IDH mutant < i il
After exclusion of other entities: H3 K27M-
Oligodendroglima, IDH mutant ast ma, IDH wil > H3 K27M e BT
H3K27me3)
and 1P/19q codeletad gode 3, S 1

Oligodendroglioma, Astrocytoma, Astrocytoma, Glioblastoma, Diffuse Diffuse
Ir!tegrat_ed IDH-mutant and IDH-mutant, IDH-mutant, IDH wild type, hemispheric glioma, midline glioma,
diagnosis 1p/19q-codeleted, WHO grade 2 or 3 || WHO grade 4 WHO grade 4 H3.3 G34-mutant, H3 K27M-mutant,
WHO grade 2 or 3 WHO grade 4 WHO grade 4
Acta Neuropathol (2016) 131:803-820 2 t
( MGMT promoter methylation >
2016 2021
GB IDH-wt GB IDH-wt CNS OMS grado 4

. Nat Rev Clin Oncol. 2022;19(5):357-358
GB IDH-mut Astrocitoma IDH-mut CNS grado 4
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HISTOPATOLOGIA

Principales diferencias en GB-IDHwt vs GB-IDHmut

oS0 @
@) - NIJ(
'(,Of /\ : 7\ (@)= /
@) =\ )=
IDH-salvaje IDH-mutante
glioblastoma glioblastoma
Glioblastoma IDH Glioblastoma IDH
Nombre .
salvaje mutado
[ Proporcion de GB ~90% ~10% ]
Eflad r’nefjla 2l ~62 afos ~44 afhos
diagndstico
Hombre/mujer 1,42/1 1,05/1
Supervivencia media
Cirugia + RT 9,9 meses 24 meses
Cirugia + RT + QT 15 meses 31 meses
Localizacion Supratentorial Preferentemente Frontal
Necrosis Extensiva Limitada
Mutaciones promotor 0 0
TERT 72% 26%
Mutaciones TP53 27% 81%
Mutaciones ATRX Rara 71%
Amplificacién EGFR o/ £ro
Mutaciones EGFRvIII Eha e
Mutaciones PTEN 24% Rara

Acta Neuropathol. 2016;131(6):803-820
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Ciclo TCA\

/

Digoxigenasas
dependientes de a-KG
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Citrato
-
—

P {
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IDH3 | IDH2__ - 3F-» ookG
"% 2-HG
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s I 4
2-HG
<
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! | | |
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4 metilacion de histonas
4 metilacién del ADN

Fenotipo metilador (G-CIMP)

J Blood Med. 2016;7:171-180
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Vias de senalizacion alteradas en el GB

/
Via de Rb (78%) ;3 > pisk———ren

18% amplificacion en CDK4 Via de RTK/PI3K/PTEN (88%)
49% mutacion/delecion en CDKN2A

47% delecién en CDKN2B v "'i"‘—"l’ 45% mutacion/amplificacién en EGFR

11% mutacién/delecién Rb l / 13% amp"f_i‘fa‘:ié“ en f’DGFRA
36% mutacion/delecion en PTEN

18% mutacion/delecion en NF1

Via de P53 (87%)

14% amplificacion en MDM2

7% amplificacion en MDM4

49% mutacion/delecion en CDKN2A
Apoplosis 35% mutacion/delecién en TP53

GB-IDH mutado l @.

Genes inactivados [Cell Cycle Progression |
Genes hiperactivados

@ll» GB-|DHwt

Am J Pathol. 2015;185(7):1820-1833
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Biomarcadores moleculares de importancia clinica

Mutacion IDH1-IDH2 zq34/1sqze.1Z

Temozolomide

2
3 e R132H
"y ?;’“,'}“" X -g R172K Produce oncometabolito 2HG -> inhibe enzimas
! e 5 \_ dependientes a-KG
o ‘ mlte o J 2 Aumento de la metilacion de histonas y del ADN
~ ) T
> i
\ . 4 =
< oL 2 | Hipermetilacion MGMT 10926.3
ok o
a

Ll 5% primary L. L
80% secondary GBMs Pérdida de expresion Mejor respuesta a la quimioterapia

‘ Silanciamismo géhico Metilado en 35%-50% de los caso.
\\/< { reparacion del ADN
IDH 1 acumulo de agentes alquilantes
o

TERT -
igéi Amplificacion EGFR 7p127

: e 35-50% o 2
S . HaC—} y © s
¢ P\ o h promoter methylation 0 P )
‘ ".‘:’A N © ! En el 40-60% de los GB-  Activador de la via PI3K
R EGFR L g IDHwt A Activador de la via MAPK
T 20-30% EGFRvIII g H
50% amplification Q
® o°
| MAPK | PIK3 mTOR E2F =
| | i i L4 e
—— — 3 00 Mutacion EGFRvIiI 7p12 X
Cye ps c O . . IA
o 5 oy Lavariante lll es la mas . i
a e frecuente (20-30%) N Activador de la via PI3K
Front Oncol. 2018;8:123 Actividad constitutiva 1 Activador de la via MAPK

independiente de ligando

El estado de IDH y la metilacion de MGMT son los Unicos biomarcadores identificados hasta la fecha con
implicaciones predictivas en los resultados del tratamiento.
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OBIJETIVOS

O Objetivo principal:

Estudiar los diferente patrones de amplificacion de EGFR y su relacién con nuevos biomarcadores o
alteraciones genéticas en el GB.

 Obijetivos especificos:

1) Determinar, en 150 muestras de estudio, el modelo de amplificaciéon de EGFR y la expresion de la
variante lll de EGFR.

2) Estandarizar la técnica de determinacion del EGFR mediante MLPA por comparaciéon con la técnicas
utilizadas hasta ahora (iFISH y g-PCR).

3) Agrupar segun el estatus del EGFR y evaluar su utilidad clinica en términos de supervivencia.

4) Estudiar alteraciones moleculares mediante MLPA y secuenciacién Sanger y elaborar un modelo
gue nos permita clasificar e identificar subgrupos en nuestra poblacion de GB.

5) Identificar los genes y las vias de seializacidon implicados en los diferentes subgrupos.

6) Determinar el valor prondstico de estos marcadores en nuestro grupo de pacientes.
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MATERIAL Y METODOS



Pacientes y muestras

Recoleccidon de tejido cerebral humano

Pacientes ? |i| m:' ?? i
TR

Tejido congelado a -802C

36 tumores primarios
- Entre 24-81 afios

- Diagnosticados entre los afios 1995y 2010.
- Muestras de biopsias de archivo del Servicio de Anatomia
Patoldgica de Hospital Clinico Universitario de Valencia.

BIOPSIAS TUMORALES
Tejido fijado en formol
y embebido en
parafina

- Caracterizar alteraciones
epigenéticas y medir perfiles
metabolicos

@ Extraccion ADN

135 tumores primarios
2 tumores secundarios

- Tamafio tumoral
- Cirugia

- Tratamiento

- Supervivencia

137 CASOS TOTALES -
Estudio clinico DNA —
- Sexo Disefio y produccion de TMAs \g
- Edad
- Sintoma inicial N \ - Caracter.izar marca,d.ores o]
- Localizacién tumor ?:::55”;5 alteraciones genéticas

(mutaciones y CNAs)

- Andlisis histopatoldgico e inmunohistoquimico
- Estudio citogenético molecular

MATERIAL Y METODOS
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Meétodos histopatologicos e inmunohistoquimicos

Definir la patologia

Construccion de Matrices Tisulares

\ 4

Manual Tissue Arrayer
(Becheer Instruments)

[N A
Seleccién bloques donantes Tincién H&E mlarcaje Construccién Tissue microarray Construccion blogue C'on'tlrol calidad
zona interés receptor tincion H&E
Analisis histopatologico e o o
. . ;- N N
inmunohistoquimico
q Complejo Avidina- X X
U Idoneidad de los punch Biotina 7 v 9
Q indice mitético (1OHPF . . PRI O R
ndice mitdtico ( ) Anticuerpo Laboratorio Clon ¢ %TO x -
o il GFAP Dako 6F2
Criterios expresion : Ki67 Dako MIB-1 Anticuerpo secundario
0 (no tincion) EGFR Dako 011 biotinilado l' l'
1 (bajo o focal) LRP (MVP) Santa Cruz 64
2 (moderado)
Anticuerpo primario -
3 (fuerte) Método indirecto
Complejo Avidina-Biotina antigeno AA
[ ——e—— |
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Citogenética Molecular (iF'SH) Patrones de amplificacién

Bajo nivel de amplificacion

S Oligonucleétido complementario
" u, ala secuencia de interés: SONDA

Disomia Trisomia Polisomia
7p11.1-g11.1
'—CI%E 7(0721) ST L
a a satellite
SgectrumGlreen !!ﬂ!ﬁﬂ

TTT, R
g
No amplificacion I Amplificacion de alto nivel

»_7q31 LSI D7S486
“SpectrumOrange

nmm du
nmm P u
nmm d@u
nmm e
nmm P u

Disomia Trisomia Polisomia Disomia Trisomia Polisomia
[~ m- .- - ma. o .
33 328 aaazas 835 3aa%e 38aRa%e
N b LLLET Y] afak ! HENE llln:L
T o L - == M ©
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Técnicas Moleculares: MLPA y secuenciacion Sanger

MLPA

J
MLPA MEO24-A19p21

Secuenciacion Sanger
IDH1, IDH2, TP53

. ddNTP marcados con fluorescencia B ARG ]
P105-C2 Glioma2 =
| O ® @ © —
ddTTP ddATP ddGTP ddCTP —
- 1 ADN molde -
]
e T e PP 0P O DD OO @ orar —
L] PP * mediante gel —
@AM TPeA®nmBB O™ > =
Beo@De A®B R ® =
\ P16 ARGCG
a- Desnaturalizacion de DNA e Hibridacidn ﬂ g: [ @ (] gé- @
@ AmBeom
oligoLPO OllgoRPO/c ebador ¥ F__ & & | | ‘ |
} Electroforesis capilar K HOROKCHU] | n I
CebadorX Secuencia
g : = N L » |||
\ adaptadora Abi Prism 310 ® © @c @T Usar una | / |\ |
Secuencia especifica Secuencia especifica aced® magquina S A c TG A A G cCT
1—purificacién PCR —'%secuenciadora IR NNEN

e / Analisis
b- Reaccién de Ligacién COf f al ys er

Cebador Y
Cebader X Secuencia
\ o~ adaptadora

l Termociclador -z i e
2 —Reaccién Secuenciacion

Exo-SAP-IT
- ,:-, .
N —g
¢- Reaccion de Amplificacion E |
s : FlY
equencing Pt
— Bigdye Tampén Primer

Analysis

d- Separacién por electroforesis capilar 3 —Purificacién reaccién secuenciacion

Ganancia |>1,3
( ‘ ‘ M ‘ I | \ | Normal |0,8-1,3 + (3;.
: ” ‘ ‘ | Delecién [<0,8

Vs

Edgebio columnas

Placa 96 pocillos muestras
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Datos clinicos e histopatolégicos

L = & ]
i [
n=135 General
Sexo 46,09 /54,0 3 (1:1,17)
Edad media 57,7 [24-81]

Localizacion Lébulo frontal: 20,3%

. cells ﬁﬁ@

Article

Identification of New Genetic Clusters in
Glioblastoma Multiforme: EGFR Status and ADD3
Losses Influence Prognosis

>, Jav ier Megias ', , Nutia Santory
Hdlg ‘)Pd Roldan ¢, Migue! 1caN olas 137

Hematoxilina-Eosina

Estado mutacional de IDH

Lébulo parietal: 35,0%
Lébulo temporal: 36,6%

Otros: 8,1% n=135 IDH1wt (n=128) IDH1m (n=7)
Tamafio 5,2 cm [2-11] Sexo 43,79 /56,3 & (1:1,28) 77,89 /22,2 3 (3,5:1)
Sintoma Déficit neuronal: 30,0% Edad media 59,0 [24-81] 40,9 [32-52] p<0,001**

Epilepsia: 21,7%

Hipertension intracraneal: 48,3% Localizacién Lébulo parietal: 33,9% Lébulo parietal: 50,0%
- - - Lébulo frontal: 19,1% Lébulo frontal: 37,5%
Supervivencia 210 dias Lébulo temporal: 38,3% Lébulo temporal: 12,5%
Otros: 8,7%
Tamaio 5,1cm [2-11] 6,0 cm [2-7]

CATCATAGGTCGTCATGCTTAT CATCATAGGTCGTCATGCTTAT

Déficit neuronal: 32,1%

IDH1wt IDH1R132H Sintoma
' Epilepsia: 21,4%

Hipertension intracraneal: 46,5%

Déficit neuronal: 0%
Epilepsia: 25%

Hipertensidn intracraneal: 75,0%

i
‘ “1, "k”klj

Supervivencia 180 dias

3.300 dias p<0,001**
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Alteraciones genéticas: Evaluacién del estado del EGFR  :-.

\® Objetivo principal
- Amplificacion del gen EGFR terapéutico

IDHIwt n=128

Alteracion 64,4%

Patrones de amplificacion

H-amp 51,7%
FISH
l-amp 12,7%
N-amp 35,6%
Ganancia | 70,1% |
MLPA
N-amp 29,9%
indice Kappa de Cohen: 0.610 EGFR no-amp EGFR l-amp EGFR H-amp
35,6% 12,7% 51,7%
- Estudios inmunohistoquimicos: marcaje con anti-EGFR - Expresion del gen EGFR
SO W Ul AR TR RN T, TR A\ IR s A
a.' A : . 5 : \‘\r(,b 0 '\s b % A A NS '\‘ X¢ }'w‘v%‘x‘.\ & Xg"‘e“»‘, 0o
; ks . Q: > : \ 5 - }‘\ U4 vy W L*n‘ LV
o ‘Tl % BV SRR T ¢ @ BT “‘*?‘Zi.ﬁ'q.&,/‘ii@«@i&' o
>0 .5 : €52 & LA RS N N 8 3,81
" A e b o ‘\l)f D > :., Vo T J».W:‘- g 6.07
8 5 R " @s 0 1 5 é)'k > <
“ ";‘.r' ’ 9 A\ hN W B > }\'" "4 )r”\ £ a0
<8 L3 X - LN @‘ " o } o A g i ‘L"f‘l ﬁ: $ h‘w; 'k‘.‘i'-'t\"- E
&£ e [ ane ® a9 (\_c.)ﬁ b Pid , v.'zV\‘-.":‘.“*)' R, 8 - 8 2,04
Sin inmunoexpresion Tincion focal Fuerte tincién Ij
o —_—
nmrpH an:pL Ha:'np
Status EGFR
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. cells ey

'w Genetic Clusters in
forme: EGFR Status and ADD3

Alteraciones genéticas: Evaluacion del estado del EGFR

£ D ORE

a
- Presencia del mutante EGFRvIII
Diana terapéutica
EGFRvIII
IDH1wt n=128
- 0 5 _ o

EGrR P L% arpu p=0,003

sy ame 12,7% vipa  133%

N-amp 35,6% 23,8%

W EGFRvIII-
W EGFRvIII+

; Supervivencia global

MLP WEGFR
EGFRvIlI
Datos clinicos | i
14 ' ::vethsored
—— x Edad o \égl;\surado

x Localizacion tumor
e Y Tamafio tumoral
¢ Sexo: 1 1 significativo presencia @ p=0,047*

3 4 U Supervivencia 7 3 ps
¢ P Survival (months) EGFRWt/ EGFRvlI

p =0.028

Cumulative survival

180 dias/ 150 dias
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Alteraciones genéticas: Caracterizacion SCNA por MLPA  -...........

Glioblastoma Multiforme: EGER Status and ADD3
Losses Influence Prognosis

Miguel 410, Javier
10,

g B "
s — . . i Genes Other features x
. Si'e . o <
o o ; 3 el 2 ,; F Name Location
P AT ¥ pe, PR S TR LW 5% EGFR Chr7: 55,019,017 - 55,211,628
sl T ogy wys o A gl %3 t ’ ‘ L8 B S CDKN2A Chr9: 21,967,752 - 21,995,324
el | 7 X WA -,-;_-':'-i-;-»'?“"'}"5"5:‘4‘-“‘3‘!:“'-’%“5‘--;--3 & _&_;__v-_g';._i‘- CDKN2B Chr9: 22,002,903 - 22,009,313
3 i THIRII Y i Ti¢s jifaii ig: : § i £4 MTAP Chr9: 21,802,636 - 21,941,115
13t E,_!;;;’g_{i 9!;15—;‘-:3 j!”‘it;"' t3 “-’-E>§ PTEN Chrl0: 87,863,625— 87,971,930
L Gl Kk s &2 25540 ¢ S s et il . .
R i AS R SRR ESELEEE ‘fi’%'z T DEA YR K 00 WY 2 Chrio: 108,996,373~ 110,135,565 Alteraciones
¢ s ’ YIEEIRT-57: 5. 3 N MEN1 Chri1: 64,803,516 64,811,294 | ni
PYIRES PCCA Chr13: 100,089,093 - 100,530,435 Ol B1 FEITHATG
MVP Chri6: 29,820,394 - 29,848,039 de copias
: i3 g TIMP3 Chr22: 32,801,705 - 32,863,041 545% de |
‘‘‘‘‘ 223 3 % de los casos
8 : = 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
\ = 7 L I I |

—
I

- 70,1%
I

1617 18 19 20 21|22 X 65,6%
EdcEee -
MTAP 53,5%

1
- TIMP3 E . 65,9%

‘ ‘ 46,9%
57,8%
46,6%
56,3%

' TIMP3  64,1%

1 2 3 4 5

56,3%

(00]

1D »

b

o
(TLIHN_FCOD =
‘ -

[y

N

H

_A| ~ L‘“’I

MTAP
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Alteraciones genéticas: Caracterizacion de SCNA por MLPA

- Variacion en el numero de copias

Patrones de amplificacion del EGFR

Article

Identification of New Genetic Clusters in
Glioblastoma Multiforme: EGFR Status and ADD3
Losses Influence Prognosis

CNAs related to EGFR amplification status

100

‘ |" |“ IIH al

MSH6 CDKN2A MTAP JAGL

¢ of GBM x.\mples

EN-amp ®L-amp ®H-amp

Variante mutada EGFRvIII

CNAs related to EGFR mutational

” ' i i i
i J

\
AV

% of GBM samples

WMEGFRwt m EGFRvIN

R
S S &> @ & ¥
& SR &v § &

B i « EGFR MLPA

ERBB, ERBB1, HER1, NISBD2, PIG61, mENA

epidermal growth factor receptor

Lara Navarro ">*(, Teresa San-Miguel -**©, Javier Megias !>, Nuria Santonja 2,
Silvia Calabuig 50, Lisandra Mufioz-Hidalgo '3, Pedro Roldin ©, Miguel Cerda-Nicolis 37
and Concha Lopez-Ginés 114

TCGA@ 5’?3“%“.}:'.':‘;'?

3!IElllJmIIIS
Pr cBioPortal =
a umuomlcso
Delecién Diploide Ganancia Amplificacion
LOH
Delecién OH 2 20 131 178
Delecion LOH 3 19 48 38
CDKN2A Diploide 1 22 61 35
9p21 Ganancia 0 2 14 3
lificacion 0 1 0 0
The STRING databasd'™”
o ***n =577; p <0.00001; Chi-square 461.258
= Delecién OH 0 0 0 1
9" Del 1 3 13 1
I
’3’\‘*‘ ".' . e 2 9 88 125
L anancia 3 52 153 126
ABBR = 576; p < 0.00001; Chi-square 41.9092
8 15 14
55 220 225
1 19 14

. maE 571; p >0.05; Chi-square 7.2998

\2' 18 114 169
3 21 61 46
{,sDiploide 1 sna22 65 35

Ganancia 2 14 3

Ay Amplificacion 1 0 0
***n = 570; p <0.00001; Chi-square 46.413




EGFR y vias de seinalizacion

- Via CKDN2A/CDK4/RB1 EGFR =zl ®IF EGFRvII
“*CDKN2A delecion
“* MTAP delecion

ADD3
- Via EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K — Ny RAS \

¢ PTEN delecion
»ADD3 delecién PI3K /\ ERBB2

- Via TP53/MDM2/MDM4/p14ARF AKT MAPK|I<— MVP
«* ATR delecion .

JAG1 (

Y
o
]
.,..
Y
Y

- Via MAPK
¢ ERBB2 ganancia
**MVP ganancia

- Via NOTH
** JAG1 ganancia
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Alteraciones genéticas: Caracterizacion de SCNA por MLPA
MVP

LRP, VAULT1

ALTERATION OF MAJOR VAULT PROTEIN IN HUMAN
GLIOBLASTOMA AND ITS RELATION WITH EGFR AND PTEN STATUS

- Variacion en el numero de copias de MVP
major vault protein

W Pérdida MVP

m Normal
Ganancia MVP 57%
. Sin inmunoexpresion Expresion normal
- Relacion entre las dosis de MVP y la supervivencia - Relacion entre MVP y EGFRuvIII
Relation b 1 MVP dosages and survival Survival distribution function
(Pearson coefficient MVP-survival 0.33, *P<0.05) MVP gene dosage (n2 cases)
No
100 ificati
wl T MVP daletion Parameter  Specification A(n“:R,I:I:a; |;>)n amplification  Total
______ . : (MVP < 1.3)
: EGFRvlll No i © =
------- vi
Survival Percent | Yes ‘[ 26 74% | o 35
(months) 5 | survival R Gain 42 30 72
SCNA EGFR
MvP ****P<0.0001 Normal 22 19 41
normal/gain Total 64 49 113
i 0 . ; y
20 40 60
mvP MvP MvP _
deletion normal gain time (months) ***p <0.0001
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Alteraciones genéticas: Caracterizacion de SCNA por MLPA

Cromosoma 10
LOH

PTEN

10g23del, BZS, CWS1, DEC, GLM2, MHAM, MMAC1, PTEN1, TEP1

phosphatase and tensin homolog

- Variacion en el nimero de copias de PTEN

MLPA

W Pérdida PTEN

m Normal

Ganancia PTEN

ALTERATION OF MAJOR VAULT PROTEIN IN HUMAN

- Relacion entre PTEN y MVP

Coeficiente de Pearson

GLIOBLASTOMA AND ITS RELATION WITH EGFR AND PTEN STATUS

IMV!T 2 1 MVP-PTEN 0,46
evel
**p <0.01
14
0 -
PTEN deletion ~ PTEN normal/gain M VP (n2 cases)
ey A No
Parameter Specification JAmplification AP Total
amplification
Gain 0 11 11
PTEN  normal 21 25 46
Loss ‘ 43 13 56
Total | 6 49 113

+
PTEN 10423.31
ADD3 10g25.1-2

FGFR2 10426.13
U* MGMT 10q26.3

- Variacion en el numero de copias de ADD3

ADD3

ADDL, RP11-25207.3

adducin 3 (gamma)

w Normal

m Delecion ADD3

- Supervivencia global

ADD3
— i Twt
g1 CNA
g “ . :g-nsored
N o 1 . CNA-
Q censored
2
E o
=
g = p=0.014 ADD3wt/ ADD3del
& = .
i - 13,5 meses/7 meses
Survival (Months) **%p 20,014
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Clasificacion genética de GB:

o m
distribucion de los casos por subgrupos

. cells by
ani

Identification of New Genetic Clusters in
Glioblastoma Multiforme: EGFR Status and ADD3

Clasificacion de conglomerados jerarquicos

Losses Influence Prognosis
& [ -m-c1 -e-c2 -a-c3]
= CTNNB1 (3p22)
CDKN2A (9p2 100 GLDC (9p24.1)
MEN1 (11q13.1) - TP53 (17p13)
EGFRno-amp TIMP3 (22q12.3) CDH7 (08q12)
EGFR (7p11.2) . ‘. IQGAP1 [15q26)
e,
PTEN (10g23) i Nt TGFBR2 (3p24)
63,0% ® . A
SMARCA4 (19p13) . N PCCA (13g32)
[ : - -T ': :
EGFRH-am MVP (16p11) - N . il ¥ SIX3 (2p21)
P , - K
. MTAP (9p21.3) “d::—’_ - ‘ - - o ) === 1L4 (5q31)
'\ A ’,’ \ X
64,0% ADD3 (10g25.2) A. ' ING1 (13q34)
MSHG (2p16) DYSF (2p13)
EGFR H-amp
5 JAG1 (20p12) HNF1A (12q24)
. SPG11(15q21) DOCKS [9p24.3)
EGFRvIIl (7p11.2) ERBB2 (17q12)
TRAF4 (17q11) ATL1 (14q22)
61,9% & ATR (03g23)
B Grupo1(Cl) © Grupo 2 (C2) A\ Grupo 3 (C3)
- Menor alteracion -El 48% de los loci estudiados estaban -Situacion intermedia (38,4%)
alterados en mas del 50% casos - SCNAs frecuentes en TP53, IL4, PCCA y SIX3

-Mayor alteraciones asociadas a la
supervivencia: MVP, ADD3 y EGFRvIlII
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Estado de amplificacion de EGFR: metilacion y metabolémica
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% Association between epidermal growth factor receptor
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Resumen: marcadores moleculares con valor de p significativo

EGFR

EGFR EGFRuvlIl

Sobreexpresion de EGFR en el 61% de GB Esta presente especificamente hasta en un 34%
- Activador de la via PI3K -Activador de la via PI3K

iFISH test referencia Mayor frecuencia en los GB EGFR amp

Asociado al mal prondstico
Atractiva diana terapéutica

MLPA rapida, facil, buen relacion coste/efectividad

Fuerte asociacion EGFRvIII y la
delecion de ADD3 en GB
- Progresion y migracion celular
Asociado al mal prondstico

El 74% GB EGFRvIII tiene amplificado MVP
Contribucion MVP mal pronodstico GB EGFRvI
Interfiere tratamiento confiriendo resistencia

EGFRuvlll
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Frecuente pérdida de PTEN en los GB
-Activador de la via PI3K
El 68% de los EGFRvIII tiene delecionado PTEN
Relacidn significativa entre MVPy PTEN
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CONCLUSIONES



Conclusiones

1. La MLPA demuestra ser una técnica eficaz en la deteccion de variaciones en el niumero de
copias de regiones concretas. Es rapida y facil de interpretar para el estudio de muestras
parafinadas. Sin embargo, sigue siendo necesario el uso del FISH si el objetivo es detectar niveles
intermedios de amplificacién/delecidn o poliploidias.

2. La alteraciones de EGFRvIll y PTEN contribuyen a la agresividad del GB, y ambas situaciones
se asocian con la amplificacion del gen MVP.

3. El incremento en la expresion de MVP es un factor pronodstico independiente de peor
respuesta clinica a la quimioterapia y/o supervivencia global.

4. Encontramos asociaciones estadisticamente significativas entre la amplificacion de EGFR y/o
EGFRvIIl, y variaciones en el nimero de copias de CDKN2A, MSH6, MTAP y ADD3. Siendo tanto
EGFRvIll como las pérdidas en ADD3 marcadores independientes de mal prondstico con
significacion significativa en nuestra serie.
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5. Sugerimos que el uso de técnicas sencillas como la MLPA para evaluar la SCNA en ADD3 y la
variante EGFRvIIl podrian ser consideradas para implementarlas en las rutinas de diagndstico
para adaptar mejor las decisiones clinicas como un factor prondstico independiente y profundizar
en la clasificacion de los pacientes con GB.

6. Aplicando una metodologia de clasificacion de conglomerados jerarquicos a los resultados
obtenidos del estudio de las variaciones en el nimero de copias, el estudio de la amplificacion de
EGFR vy el estudio de la variante EGFRvIIl hemos identificado tres grupos genéticamente
diferentes (C1, C2 y C3) de glioblastomas. Estos grupos presentaron similitudes y diferencias en
las alteraciones detectadas y en la vias afectadas.

7. Los tres grupos de GB (C1, C2 y C3) no presentan diferencias estadisticamente significativas en
términos de supervivencia aunque si una tendencia. Por ello, la clasificacidon por este método no
constituiria por si misma una herramienta suficientemente practica para su utilizacion en el
contexto clinico diario.

8. La metilacion del promotor ARF1 esta relacionado significativamente con la amplificacion del
gen EGFR, el trafico de vesiculas, el recambio de membranas y el aumento del metabolismo
tumoral. Por lo que este biomarcador podria ser un nuevo componente, en la cadena de
eventos que conduce a la proliferacion e invasion de células tumorales de GB.
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