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Resumen

En Espafia, mas de 4000 personas seran diagnosticadas anualmente con
un tumor maligno cerebral que en su mayoria recaera en el grupo que
se denomina ‘Gliomas Malignos’. Estan clasificados de I a IV. La mayoria
son glioblastomas (grado IV) (GB), siendo estos el tipo mas agresivo.
Se espera que la supervivencia media para los pacientes tratados con
el protocolo estandar sea de alrededor de 15 meses. La esperanza
de vida tan reducida se debe a que son tumores muy proliferativos y
heterogéneos. Esto subraya la necesidad de buscar alternativas para
mejorar su manejo.

Los estudios de esta tesis se centran en caracterizar biomarcadores
y alteraciones genéticas en los diferentes estatus de presentacion del
EGFR que permitan abordar mejor el conocimiento de este tumor,
asi como confirmar su valor prondstico o predictivo de respuesta al
tratamiento. Los articulos I y II exploraron diferentes biomarcadores
encontrando que la proteina Major Vault Protein (MVP) y el estado de
metilacidén del factor de ribosilacion de ADP 1 (ARF1) son marcadores
que proporcionan informacién para comprender mejor los mecanismos
moleculares que subyacen al comportamiento agresivo de los
glioblastomas.

En el primer estudio (articulo I) investigo el papel de la expresién de la
proteina MVP dentro de los diferentes estatus de presentacién de EGFR
y su relacion con la presentacion de PTEN. Asi como su correlacion con
la resistencia a multiples farmacos al reducir la acumulacién celular
de agentes quimioterapéuticos en pacientes con glioblastoma. Este
estudio mostrd que un incremento en la expresion de MVP es un factor
prondstico independiente de peor respuesta clinica a la quimioterapia
y/0 supervivencia global.

El propdsito del segundo estudio (articulo II) fue caracterizar el estado
de metilacion de genes relevantes para el GB que estuvieran asociados
con alteraciones del gen EGFR, y que pudieran ser considerados como
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biomarcadores de mejor prondstico. Se encontrd una asociacion signi-
ficativa con una molécula implicada en el proceso de trafico vesicular,
el factor de ribosilacion de ADP 1 (ARF1). Los resultados presentados
en esta publicacién proporcionan una base para una nueva hipotesis
que conecta la amplificacion del gen EGFR en células GB con la metila-
cion del promotor del gen ARF1, el trafico de vesiculas, el recambio de
membranas y el aumento del metabolismo tumoral. Los mecanismos
subyacentes a estas conexiones y sus consecuencias funcionales que-
dan pendientes de establecer.

En el tercer estudio (articulo III) se analizaron las alteraciones del
namero de copias somaticas (SCNA), junto con la deteccién de
EGFRVIII y la amplificacién de EGFR en una serie de 137 pacientes con
GB. Encontrando asociaciones estadisticamente significativas entre la
amplificacién de EGFR y/o EGFRVIII, y SCNA en CDKN2A, MSH6, MTAP
y ADD3. Siendo tanto EGFRVIII como las pérdidas en ADD3 marcadores
independientes de mal prondstico. La mayoria de estos genes se
encontraban implicados en las principales vias de sefializacion de EGFR.

En conclusidén, los resultados de estos estudios aportan nuevos
conocimientos de alteraciones genéticas que probablemente estdn
implicadas con los mecanismos que conducen al desarrollo del
glioblastoma.
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1. INTRODUCCION

1.1. Presentacion del glioblastoma.
Epidemiologia y anatomia patoldgica

Las primeras referencias sobre el glioblastoma (GB) datan de 1863,
cuando Virchow destacé el origen glial. En 1914, Mallory acuiid el
término Glioblastoma Multiforme, que fue definitivamente aceptado
por Bailey y Cushing en 1926, haciendo referencia a la heterogeneidad
de la lesién y formar la base para la clasificacibn moderna de los
gliomas.

Los gliomas son los tumores mds comunes entre las neoplasias
primarias del Sistema Nervioso Central. Ademas de la anterior
clasificacion histoldgica, estos tumores han sido agrupados, por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de acuerdo con el grado de
malignidad, en dos grandes grupos seguln el grado de infiltracién del
parénquima cerebral circundante: los gliomas difusos o infiltrantes (GI)
y los gliomas focales o circunscritos'. En la mayoria de los casos, los GI
son irresecables y su historia natural se caracteriza por la recurrencia
del tumor. Ademas, los gliomas de menor grado de malignidad tienden
a progresar a un grado de mayor malignidad®+.

El GB es el tipo de glioma de alto grado mas frecuente (57,3 %), con
una tasa de 3,22 casos por 100.000 habitantes, la mediana de edad
al diagnostico es de 65 afios y la relacion hombre/mujer de 1,45. Es
el glioma maligno con peor prondstico en adultos, con una tasa de
supervivencia a 5 anos del 5% y una mediana de supervivencia de 15
meses en pacientes tratados con el esquema estandar combinado de
quimio y radioterapia®®.

El glioblastoma es tipicamente un glioma muy celular, que suele estar
compuesto por células tumorales pobremente diferenciadas. En su forma
mas clasica, el GB se encuentra constituido por una poblacidn heterogénea
de astrocitos neopladsicos de apariencia fibrilar y gemistocitico, con
presencia de atipia nuclear, alta actividad mitética y proliferacion
microvascular (PMV) con o sin necrosis. La necrosis se diferencia en
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necrosis tipo infarto y/o necrosis con empalizada nuclear (anteriormente
conocida como pseudoempalizada), en la que las células se agrupan
alrededor del centro necrético con el nicleo orientado hacia él”2.

El GB presenta un elevado indice mitdtico con frecuentes mitosis
atipicas, aunque esta actividad proliferativa puede variar de un caso a
otro y entre diferentes regiones del mismo tumor. De hecho los valores
descritos en la literatura varian entre el 15-20 %.

Como sugiere el término obsoleto “glioblastoma multiforme”, Ia
histopatologia de este tumor es extremadamente variable, no solo por
las diferentes zonas que se pueden observar, sino también por la gran
variedad que hay de un caso a otro. Asi pues, algunas lesiones muestran
un alto grado de polimorfismo celular y nuclear con numerosas células
gigantes multinucleadas, en contraposicién con otros que son muy
celulares pero relativamente monomoérficos. La naturaleza astrocitica
de las neoplasias es facilmente identificable (al menos focalmente)
en algunos tumores, pero dificil de reconocer en tumores poco
diferenciados. La heterogeneidad regional del glioblastoma es notable,
lo que dificulta el diagndstico histopatoldgico en muestras limitadas,
obtenidas mediante biopsias estereotaxicas.

El diagndstico de glioblastoma a menudo se basa en el patron tisular
mas que en la identificacion de determinados tipos celulares. La
presencia de células gliales altamente anaplasicas, la elevada actividad
mitodtica, la proliferacion microvascular prominente y/o necrosis son
caracteristicas fundamentales para su diagndstico.

La distribucion de estas caracteristicas clave dentro del tumor es
variable, pero las grandes areas necroéticas generalmente ocupan el
centro del tumor, mientras que las células tumorales viables tienden a
acumularse en la periferia. Ademas, es caracteristico una proliferacion
endotelial marcada con formacidon de nuevos vasos de localizacion
habitualmente focal, pero suele ser mas marcada alrededor de los focos
necroticos y en la zona periférica de infiltracion®.
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1.2. Clasificacion actual de los gliomas infiltrantes:
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

Clasicamente, los gliomas infiltrantes se han dividido en dos subtipos
histoldgicos, segun la célula de origen a la que se asemejan: los
astrocitomas, con similitudes con los astrocitos, y los oligodendrogliomas
(OD), con los oligodendrocitos. Entre ellos, se consideraba un
tercer subtipo intermedio llamado tumor mixto u oligoastrocitario
(OA). Dentro de estos subtipos la OMS, organismo encargado de la
clasificacion histolégica de las neoplasias humanas, asigna un grado
de malignidad del II al IV (no existen GI de grado I), ordenando los
gliomas infiltrantes de menor a mayor agresividad. De este modo, hasta
hace poco, dentro de los astrocitomas se consideraban tumores de alto
grado el astrocitoma anaplasico (grado III) y el astrocitoma infiltrante
grado IV o GB, siendo el astrocitoma difuso de bajo grado, el grado II.
En el grupo de los OD se diferencian, de menor a mayor grado, el OD
(grado II) y el OD anaplasico (grado III). No existen OD puros grado
IV. El subtipo mixto, hasta el momento, se consideraba el OA como el
tumor grado II y el OA anaplésico como grado III. El OA grado IV se
identifico como un GB con componente oligodendroglial®.

En la cuarta edicion del ano 2016 de la “Clasificacion de tumores
primarios del sistema nervioso central de la Organizacién Mundial
de la Salud” se incorpora por primera vez, la necesidad de contar
con marcadores de biologia molecular para definir correctamente
las entidades. En ella se clasifican algunos tumores segln sus
caracteristicas histolégicas (fenotipicas) y moleculares (genotipicas).
Esto tiene implicaciones particularmente en el prondstico, ya que se ha
demostrado que en algunos tumores estd mejor correlacionado con los
marcadores moleculares que con el grado histoldgico.

Si nos referimos concretamente a los GI, los cambios mas llamativos han
sido: la desaparicién como entidad del subtipo de los oligoastrocitomas
(OA); la diferenciacion de los GB, segln una mutacion de isocitrato
deshidrogenasa (IDH), en GB con o sin mutacién de IDH; y la descripcion
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de un nuevo subtipo, los gliomas difusos de la linea media, con
mutacién K27M en el gen relacionado con la histona H3. Estos tumores
son clinicamente muy agresivos y corresponden a un grado IV'.

Cuando no sea posible llevarse a cabo el diagndstico molecular se hara
la designacion de NOS (del inglés Not Otherwise Specified).

En la Figura 1 y Tabla 1 se detallan la clasificacién actual de los gliomas
infiltrantes.

Figura 1. Clasificacion de gliomas difusos, incluida la histologia y la genética
molecular. Reproducido de la referencia®.

Asi pues, actualmente, el estudio mutacional de los genes IDH (IDH1
e IDH2) se considera basico para clasificar los gliomas infiltrantes,
asi como el analisis de la codelecion de 1p/19qg, ya que ambas son
necesarias para el diagndstico de los tumores oligodendrogliales (grado
IT y III). Por otro lado, aunque sin considerarse necesarias para el
diagnostico, en los gliomas infiltrantes las mutaciones de ATRX (alfa
talasemia/mental Sindrome de retardo ligado al cromosoma X) y TP53
(tumor protein p53) son caracteristicas propias de la estirpe astrocitaria.
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10N

WHO 2007

WHO 2016

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso IDH mutado

Astrocitoma difuso IDH nativo

Astrocitoma difuso, NOS

Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico IDH mutado

Astrocitoma anaplasico IDH nativo

Astrocitoma anaplasico, NOS

Glioblastoma

Glioblastoma IDH nativo

Glioblastoma IDH mutado

Glioblastoma, NOS

Oligodendroglioma

Oligodendroglioma IDH mutado y
codelecién 1p/19q

Oligodendroglioma, NOS

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico IDH
mutado y codelecién 1p/19q

Oligodendroglioma anaplasico, NOS

Oligoastrocitoma

Oligoastrocitoma, NOS

Oligoastrocitoma anaplasico

Oligoastrocitoma anaplasico, NOS

No existia

Glioma difuso de linea media, H3
K27M mutado

Gliomatosis cerebri

Eliminado

Astrocitoma protoplasmico

Astrocitoma fibrilar

Eliminado

Tabla 1. Clasificacion de la OMS para tumores del SNC. Astrocitomas difusos y
tumores oligodendrogliales. Reproducido de la referencia®.
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Las entidades que se distinguen actualmente, dentro de los astrocitomas
infiltrantes, son el astrocitoma difuso grado II y el astrocitoma anaplasico
(grado III) con o sin mutacion de IDH. Los anteriormente llamados OA se
reclasifican, segun las alteraciones moleculares previamente explicadas,
en OD o astrocitoma difuso. El GB, por su parte, se sigue considerando
un astrocitoma difuso, aunque la presencia o no de mutacion de IDH
hace diferenciar dos grupos totalmente distintos, el GB con mutacion
de IDH (GB-IDHm) y el GB sin mutacion de IDH (GB-IDHwt, del inglés
wild type). Esta nueva clasificacion hace que los términos clasicos de GB
primario y secundario practicamente puedan ser sustituidos por los de
GB-IDHwt y GB-IDHm, respectivamente. En la Tabla 2 se resumen las
diferencias mas destacables entre esas dos entidades.

La clasificacion de la OMS publicada en 2016 supuso un cambio en
el abordaje del diagndstico de los gliomas infiltrantes, ya que precisa
tanto de los datos moleculares como de los datos histolégicos para
establecer el diagnédstico final o diagnédstico integrado. Este hecho
obliga a los servicios de Anatomia Patoldgica a disponer en su cartera
de servicios de un minimo de determinaciones moleculares (codelecion
de 1p/19q, amplificacién de EGFR (receptor del factor de crecimiento

Tabla 2. Caracteristicas de los GB-IDHwt y GB-IDHm. Reproducido de la referencia?.
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epitelial); deteccién de mutaciones que afectan a los genes IDH1/2
o al promotor de transcriptasa reversa de la telomerasa (TERT)) que
conlleva a utilizar técnicas y procedimientos especificos, en el ambito
de la biologia molecular, para la realizacion de dichos diagndsticos.

1.3. Caracteristicas clinicas del GB

Como en muchas lesiones que afectan al SNC, la presentacion
clinica de los GB varia segun la localizacion de la lesidén. Los tumores
generalmente se localizan en los hemisferios cerebrales, pero pueden
encontrarse en cualquier parte del sistema nervioso central. En el caso
de los GB las zonas de mayor frecuencia de presentacion son los Iébulos
frontal, temporal y parietal. Se caracterizan por un patrén infiltrativo de
crecimiento y/o una tendencia a difundirse localmente dentro del SNC.

Los GB-IDHwt muestran una distribuccion anatémica muy variada, mientras
que los GB-IDHm se asientan preferentemente en los Iébulos frontales!.

Los GB pueden aparecer a cualquier edad, aunque son mas frecuentes
en la poblacién adulta, el 70 % de los casos se presentan en pacientes
de entre 45 y 70 afios, y afectan a mas hombres que mujeres: relacion
hombre/mujer se sitla en torno a 1,6'°. En los casos de GB-IDHm se
encuentran con mas frecuencia en pacientes de 45 afios y menos,
generalmente comienzan como astrocitomas de grado bajo o medio y
la relacién hombre/mujer es de 1,05,

Los signos y sintomas mas frecuentes son la aparicion de crisis
comiciales, cambios en el comportamiento, déficits motores y sintomas
secundarios derivados de la hipertension intracraneal (nauseas,
vomitos, dolores de cabeza...).

El GB se caracteriza por tener una historia clinica usualmente corta
(aproximadamente 4 meses) y rapidamente progresiva, particularmente
en los GB-IDHwt!2,
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1.4. Prondstico y tratamiento del GB

Con el tiempo se ha ido comprendiendo la necesidad de individualizar
las recomendaciones de tratamiento para los pacientes con glioma,
al igual que para los que padecen otras enfermedades malignas. La
eleccion del tratamiento de los pacientes se debe realizar tanto en
funcion de los factores prondsticos clinicos como de los marcadores
bioldgicos, principalmente los relacionados con el propio tumor, y por
ultimo, pero no menos importante, las preferencias del paciente.

Los factores prondsticos clinicos reconocidos para los gliomas son
la edad, el diagndstico, el estado funcional (medido con el indice de
Karnofsky o KPS) y el tipo de cirugia>!“. El género suele ser un factor
prondstico, ya que a menudo se informa de que las mujeres tienen una
mejor supervivencia'®. En relacién a los factores moleculares, y aunque
existen muchos trabajos en la literatura que proponen un gran nimero de
marcadores, los Unicos factores con reconocida utilidad prondstica en el
GB son el estado de la metilacion del promotor del gen O6-metilguanina-
ADN metiltransferasa (MGMT) y las mutaciones de IDH1/2'6,

Las modalidades de tratamiento disponibles para el glioma son la
cirugia, la radioterapia (RT) y la quimioterapia (QT). En los ultimos
anos, para el GB se ha afiadido el tratamiento con campos eléctricos
alternantes (TTF)'. El tratamiento estandar para el GB y el glioma de
menor grado difiere en cuanto a la dosis de radioterapia, el momento y
el tipo de quimioterapia.

Para todos los pacientes la cirugia debe ser la maxima reseccion
tumoral segura. Las pruebas apuntan a que la cirugia radical conduce
al mejor prondstico y que la reseccion es mejor que la biopsial#18-20,
A menudo, las consideraciones relativas al funcionamiento neuroldgico
y a la calidad de vida pueden prohibir la extirpacion completa del
tumor. En los casos irresecables, a veces solo es posible la biopsia, con
fines de diagndstico histoldgico y molecular definitivo, especialmente
en pacientes con comorbilidades o tumores en zonas elocuentes. La
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biopsia conlleva menos riesgos, pero no prolonga la supervivencia ni
mejora los sintomas?!.

La radioterapia es una parte esencial del tratamiento del glioma. Se
administra en la zona del tumor, incluida la cavidad postoperatoria
(volumen tumoral bruto), definida en la mayoria de los casos por
imagenes de resonancia magnética (IRM). A esto se afiade un margen
de 1 a 2,5 cm (volumen objetivo clinico). La RT es un tratamiento local
y su objetivo es contribuir al control local del tumor. Puede preservar
la funcidon y se ha demostrado que prolonga la supervivencia???3. El
tiempo, el fraccionamiento y la dosis dependen del tipo de tumor y de los
factores pronosticos, como la edad y el estado funcional del paciente?2.

Los farmacos de quimioterapia mas utilizados son los agentes alquilantes
con buena penetracion de la barrera hematoencefélica. Como son la
temozolomida (TMZ), la carmustina (BCNU) y la lomustina (CCNU). Ademas,
se pueden usar combinaciones de medicamentos, como la poliquimioterapia
con PCV (procarbazina, CCNU, y vincristina). Estos tratamientos pueden
reducir el tamafo del tumor o desacelerar su crecimiento, aliviar los
sintomas, pero es muy poco probable que curen el tumor.

La terapia de campos de tumores (TTF) es una modalidad terapéutica
relativamente nueva. Se basa en un dispositivo no invasivo, que se
implanta en el cuero cabelludo, y que mediante la generacion de
campos eléctricos inhibe la replicacién de las células cancerosas. Se ha
demostrado que, in vitro, el tratamiento induce la muerte celular y reduce
la migracidén y la invasién. Los campos eléctricos también tienen un
efecto sobre las células tumorales resistentes a la TMZ y no metiladas?*.

1.5. Heterogeneidad genética en GB: intertumoral e
intratumoral

El glioblastoma es una enfermedad mortal que no muestra signos de
mejora a pesar del desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico
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y terapias dirigidas innovadoras. Este sombrio resultado se relaciona
principalmente con una compleja heterogeneidad intra e intertumoral
debido a una alta inestabilidad gendémica (Figura 2).

Descifrar la heterogeneidad y complejidad del GB es la clave para
comprender su progresion y crear terapias efectivas.

En estrecha relacion con otras neoplasias malignas, los GB son el
producto de la acumulacion de multiples alteraciones genéticas vy
epigenéticas secuenciales que dan como resultado la heterogeneidad
intertumoral observada en los GB.

En las células normales existe un equilibrio entre proliferacion,
diferenciacion e innhibicién del crecimiento en funcion de las
necesidades de los tejidos. Si se altera este equilibrio se puede
desarrollar un tumor. Los tumores son el resultado de un proceso
de multiples etapas, en el que se acumula un nimero creciente de
cambios con el tiempo?®. Entre los factores genéticos que pueden dar
lugar a la aparicion y desarrollo del GB encontramos la activacién
de los genes que regulan la proliferacién, denominados oncogenes
(mutaciones de ganancia de funcién) y la desactivacién de genes
supresores de tumores (mutaciones de pérdida de funcién), asi como
alteraciones cromosdmicas y una cierta predisposicion genética a
padecer esta enfermedad.

El estudio realizado por The Cancer Genome Atlas (TCGA) en 2008
describié los diferentes eventos que impulsan la transformacion
maligna en el GB: como son las anomalias cromosdémicas multiples
que alteran grandes segmentos del ADN, las sustituciones de
nucledtidos y modificaciones epigenéticas que producen pequefios
cambios que suelen afectar a un solo gen?%?7. De hecho, los GB revelan
un cariotipo con multiples aberraciones cromosémicas numéricas vy
estructurales. Al igual que otras neoplasias malignas, el GB también
se ve gravemente afectado por los SCNA, ya que hay una gran
cantidad de genes importantes que se alteran debido a aberraciones
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Figura 2. Heterogeneidad inter e intratumoral. La heterogeneidad inter e intratumoral
de los fenotipos celulares puede dificultar el diagndstico y la toma de decisiones
terapéuticas. A) Heterogeneidad intertumoral; B) Heterogeneidad intratumoral®.

en el numero de copias que dejan una parte significativa del genoma
muy distorsionado?’.

El proceso de heterogeneidad intratumoral (Figura 2) esta asociado
con la inestabilidad gendmica tumoral y con el desarrollo de diferentes
clones dentro del tumor. Este concepto se define como diferentes
subpoblaciones celulares, o clones, que aparecen en un mismo tumor
debido a la diferenciacion de una o varias fracciones de células, al
desarrollar éstas modificaciones moleculares diferentes a las que
presentan el resto de células?.

1.6. Principales alteraciones moleculares
En los ultimos afios ha habido una explosién de conocimientos sobre las

alteraciones moleculares que subyacen al origen y la progresion de los
tumores del sistema central.
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Numerosos estudios multiomicos realizados en los ultimos afios, como
los de The Cancer Genome Atlas (TCGA), el Chinese Glioma Genome
Atlas (CGGA) y otras bases de datos, demuestran que la integracion
de diferentes niveles de informacidon dmica, revelan el complejo perfil
genético de los GB?7:30:31,

Estos cambios moleculares, incluidas las mutaciones del gen IDH1/2,
la amplificacion del gen EGFR, mutaciones del gen PTEN (homdlogo de
fosfatasa y tensina), mutaciones de TP53, mutaciones del promotor
del gen TERT, y mutaciones genéticas en ATRX, estan obligando a
los médicos a reconsiderar los enfoques del tratamiento convencional
del GB30:32,

Algunos eventos moleculares importantes y aberrantes promueven
la transformacién maligna del GB, destacando la importancia de la
clasificacion molecular (Figura 3). Primero, el GB tiene una amplia
variedad de cambios cromosémicos, incluida la amplificacion en el
cromosoma 4 (Chr.4, PDGFRA), Chr.7 (EGFR; MET, receptor del factor
de crecimiento de hepatocitos; CDK6, quinasa dependiente de ciclina 6),
Chr.12 (CDK4, quinasa dependiente de ciclina 4, MDM2, homodlogo de
raton doble minuto 2) y delecién en Chr.10 (PTEN). En particular, algunos
pacientes con GB tienen una ganancia simultdnea de Chr.19 y 203,

En segundo lugar, el proyecto TCGA caracteriza las alteraciones somaticas
en el genoma a través de herramientas de analisis gendmicos como la
secuenciacion del genoma a gran escala, que proporcionan mutaciones
significativas en GB, incluyendo: TP53 (34,4 %), EGFR (32,6 %), PTEN
(32 %), NF1 (Neurofibromin 1, 13,7 %), PIK3CA (isoforma alfa de
la subunidad catalitica de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 3-quinasa,
12 %), RB1 (proteina 1 asociada al retinoblastoma, 9,3 %), ATRX (6 %),
IDH1 (5,2%) y PDGFRA (receptor A del factor de crecimiento derivado
de plaquetas, 4,5 %)?7:33-35,

En 2010, Verhaak y sus colegas utilizaron los datos The Cancer Genome
Atlas (TCGA) para correlacionar los subtipos de GB en funcién de
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Figura 3. Alteraciones moleculares en gliomas. Resumen de las alteraciones
moleculares mas frecuentes en gliomas astrociticos, oligodendrogliomas vy
oligoastrocitomas®’.

combinaciones especificas de perfiles moleculares y expresion génica
(cambios en las secuencias de ADN y el nimero de copias). Segun
estos perfiles, los GB se pueden estratificar en cuatro subgrupos de
GB: Proneural, Neural, Clasico (o proliferativos) y Mesenquimal. En
la Figura 4 se enumeran las diferentes caracteristicas principales vy
conexiones moleculares de cada subtipo molecular.

Esta clasificaciéon podria tener relevancia prondstica y predictiva,
ya que cada subgrupo tiene un perfil de nuimero de copias
caracteristico, una respuesta diferente a la terapia y ademas varia
la supervivencia. Estas diferencias deberian tenerse en cuenta a la
hora de disefar la terapia especifica para cada paciente. Sottoriva
et al. mostraron que, en seis de cada diez casos, los fragmentos del
tumor se clasificaban en al menos dos subgrupos distintos de GB?3®.

Ademas, se cree que el GB contiene una pequefia poblacion de células
madre cancerosas (CSCs) que son capaces de autorrenovarse y que
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pueden diferenciarse en diferentes tipos de células tumorales: neuronal,
macroglial y mixto neuronal/astroglial®®. Tanto la heterogeneidad
intratumoral como la existencia de estas CSC pueden explicar las
complicaciones en la validacién de biomarcadores oncoldgicos. Esto
puede incluso contribuir a la seleccion incorrecta de pacientes para
la terapia dirigida, al fracaso del tratamiento, a la resistencia a los
farmacos y a la alta tasa de recurrencia del GB3%:39,

Finalmente, la metilacién del ADN es un factor clave a la hora de
medir la heterogeneidad y estratificacion de los pacientes con GB. Las
modificaciones epigenéticas del GB estan asociadas con caracteristicas
bioldgicas y se consideran dianas terapéuticas*®-43,

El estado de metilacion del ADN en GB se correlaciona con la
supervivencia, un hecho que se ha explorado ampliamente durante los
Ultimos afos*414445 - Los datos de metilacion de GB en todo el genoma
revelan subtipos biolégicamente distintos®. La metilacion del ADN del
promotor del gen MGMT ocurre en el 48,5% de los pacientes con GB
(174/359); MGMT es un marcador bien conocido para la estrategia de
tratamiento33. Ademas, los datos de pacientes con GB indican otros
genes metilados?e.

1.6.1. Mutaciones en los genes IDH1 e IDH2

El descubrimiento en el afio 2008 de mutaciones puntuales en los genes
de laisocitrato deshidrogenasa 1y 2 (IDH1/2) mediante la secuenciacion
de nueva generacion (NGS) en los glioblastomas3? y, poco después,
también en los gliomas difusos de menor grado*-!, ha sido uno de
los principales impulsores de la clasificacion de los gliomas difusos
sobre una base molecular. Las mutaciones IDH1/2 se encontraron
con baja frecuencia en los glioblastomas, pero con una frecuencia
mucho mayor en los astrocitomas difusos de grado II y III de la OMS,
los oligodendrogliomas y los oligoastrocitomas. Los glioblastomas
con mutaciones en IDH1/2 se consideraron posteriormente como
glioblastomas “secundarios” originados a partir de dichos gliomas
difusos de grado inferior, y los glioblastomas de tipo IDH salvaje como
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Figura 4. Cambios genéticos secuenciales observados en la patogénesis de diferentes
subtipos de Verhaak de GB. Algunas células del cerebro normal sufren alteraciones
genéticas, lo que da lugar a una poblacién de células iniciadoras de tumores (TIC),
que a continuacion pueden acumular cambios genéticos y epigenéticos y convertirse
en células propagadoras del cancer cerebral (CPC). Estas ultimas células son las
responsables de la formacion del GB (adaptada de Meir37).

glioblastomas “de novo” o “primarios”334%32, Los pacientes con un
glioblastoma con mutacién IDH (GB-IDHm) mostraron, por lo general,
una supervivencia global sustancialmente mas larga que los que
tenian un glioblastoma de tipo IDH salvaje (GB-IDHwt)33. Este impacto
prondstico de la mutacion IDH se confirmd posteriormente para los
gliomas difusos de grado II y III de la OMS#*-5!, De hecho, el impacto
de la mutacion IDH en la supervivencia fue tan pronunciado que la
supervivencia global de los pacientes con astrocitoma anaplasico de
tipo IDHwt (grado III de la OMS) fue peor que la de los pacientes con
glioblastoma con mutacion IDH (grado IV de la OMS)>3. Se considera
que las mutaciones de IDH son el evento iniciador de la oncogénesis de
los gliomas con mutacion de IDH>.
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Se cree que las mutaciones de IDH1/2 (en el cromosoma 2q y en el
15q respectivamente) son un acontecimiento temprano® que implica
un cambio de la arginina 132 por una histidina en el 80-90% de los
tumores IDH1 mutados (p.R132H) y un cambio de la arginina 172 en
IDH2 que puede ser sustituida por una lisina en el 2-3% de los casos
de IDHmM (p.R172K). Estas mutaciones son mutuamente excluyentes.
Se producen otras mutaciones que pueden dar lugar a otros cambios de
aminoacidos pero son poco comunes.

La funcién normal de las enzimas IDH1/2 es catalizar la conversion
de isocitrato en a-cetoglutarato (aKG) en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (TCA). Mientras que IDH1 se localiza en el citosol y en los
perioxisomas, IDH2 se localiza en la membrana mitocondrial interna.
El producto génico IDH1/2 mutado obtiene una actividad enzimatica
neomorfica, que conduce a la formaciéon de un oncometabolito, el D-2-
hidroxiglutarato (2HG) y la correspondiente reduccién de aKG. p.e€j.
inhibe las histonas desmetilasas y la actividad de las enzimas TET, que
normalmente catalizan el primer paso en el proceso de desmetilacion
del ADN, lo que influird en la epigenética celular y la metilacién del ADN
en todo el genoma.

Como consecuencia, el glioma mutado en IDH estd fuertemente
asociado con el fenotipo metilador de islas glioma-CpG (G-CIMP)>S.
Se cree que una forma de las mutaciones de IDH para contribuir
a la tumorigénesis es a través de la inhibicidn de las enzimas TET
(ten-eleven translocation family protein) que reconocen citosinas
metiladas y las oxidan a 5hmC (5-hidroximetilcitosinas). No se conoce
totalmente el papel de las 5hmC, pero parecen estar involucradas en
la activacion de la desmetilacién del ADN vy, por tanto, en la activacion
de la expresion génica®s. 2HG también inhibe la diferenciacién normal
al inactivar las metilaciones de importantes promotores de genes
(Figura 5).

La determinacion de la mutacion de IDH se puede realizar por
secuenciacién génica (Sanger o pirosecuenciacion) o mediante
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Figura 5. Esquema de las reacciones asociadas al TCA, especificando las nuevas
funciones de las proteinas de IDH1/2 mutadas. En su forma nativa IDH1 e IDH2
(en amarillo) convierten el Isocitrato en a-KG produciendo NADPH a partir de NADP.
IDH1 e IDH2 mutadas (en naranja) utilizan ese NADPH producido para convertir el
a-KG en 2-HG".

la tecnologia PCR real-time (Kit therascreen IDH1/2 RGQ PCR,
Abbott RealTime IDH1). Ademas, es posible detectarla por métodos
inmunohistoquimicos (IHQ), ya que existen varios anticuerpos
especificos de la mutacion que permiten una detecciéon muy fiable de la
proteina IDH1 R132H (la forma mutada mas frecuente)>3°8.59,

1.6.2. Alteraciones en el receptor del factor

de crecimiento epitelial (EGFR)
La alteracion genética mas comun descrita en el GB es la amplificacion
en el receptor para factor de crecimiento epidérmico (EGFR), una
glicoproteina transmembrana que regula la proliferacion, la diferenciacion
y la supervivencia celular. Como se encuentra practicamente limitada
a los gliomas infiltrantes de alto grado se considera como un marcador
primario en la patologia de este tumor!269-62,

El gen EGFR, ubicado en 7p11-13, codifica una proteina transmembrana,
que se activa clasicamente a través de la unidn de ligandos extracelulares
como son el factor de crecimiento epidérmico y transformante alfa (EGF,
TGF-a) y es el responsable de la comunicacién y transmisién de su
sefializacion dentro de la célula®3.
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EGFR tiene un peso molecular de 170 kDa y estd codificado por un
gen que estd compuesto por 28 exones. El receptor maduro es una
glicoproteina integral de membrana de 1186 aminoacidos con tres
regiones principales: la extracelular (EC), la transmembrana (TM)
y la intracelular (IC), esta ultima con actividad tirosina quinasa (TK)
(Figura 6). La region EC se puede dividir en cuatro dominios, dos
dominios de unién union a ligando (L1 y L2) y dos dominios ricos en
cisteina CR1 y CR2, poseedores de sitios de N-glicosilacién, que forman
los puentes disulfuro necesarios para definir la configuracién adecuada
del sitio de unidén del ligando (el dominio CR1 contiene el brazo de
dimerizacién). En a region IC se localiza el dominio tirosina quinasa (TK)
y la region reguladora (REG), que incluye sitios de autofosforilacién y el
dominio de internalizacion®.

Es necesaria la dimerizacién o la oligomerizacion del receptor para que
presente actividad quinasa, desencadenando cascadas de sefializacion
intracelular fundamentales en el funcionamiento celular (Figura 7A).

Figura 6. Estructura esquematica y dominios reguladores de EGFR y de la forma
mutante EGFRVIII. El receptor salvaje consta de las regiones extracelular (EC),
transmembrana (TM) e intracelular (IC). A la derecha el receptor mutante EGFRVIII
carece de los aminoacidos 6 a 273 y no puede formar el sitio de union al ligando®.
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Figura 7. Mecanismos de activacion de los receptores de la tirosina quinasa (RTK).
(A) Representacion esquematica de la activacion de RTK en fisiologia normal. Las
RTK se activan mediante la formacion de dimerizacion intermolecular en presencia
de ligandos, lo que da como resultado la activacion de la quinasa y la fosforilacion
de la cola C-terminal del receptor. (B) Representacidon esquemética de posibles
mutaciones de ganancia de funcién en los diversos subdominios de un RTK. Las
mutaciones conducen a la activacion constitutiva del RTK, tipicamente en ausencia de
ligando. (C) La sobreexpresion de RTK, a menudo como resultado de la amplificacion
gendmica del gen RTK, conduce a una mayor concentracion local de receptores®.
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Cuando el ligando no estd presente, el dominio EC se repliega sobre
si mismo. En presencia de ligando, la dimerizacién se consigue por
la interaccién del dominio L2 de la region extracelular con un ligando
produciendo un complejo ligando-receptor uniéndose a otra copia del
receptor a través de los dominios CR. La dimerizacion puede ser entre dos
receptores idénticos (homodimerizacion) o entre diferentes miembros de
la misma familia (heterodimerizacion). Al producirse se juntan dos copias
del dominio tirosina quinasa (TK) que ahora pueden fosforilarse entre si
en los residuos de tirosina en la REG.

Este proceso depende de la unién del ligando, aunque también
puede ocurrir cuando hay alteraciones estructurales del receptor y
sobreexpresion. Esta proteina al estar alterada, presenta una activacion
constitutiva de su actividad fosforilativa (Figura 7B,C) °5,

1.6.2.1. Amplificaciéon de EGFR en GB

Diferentes autores estiman que el EGFR se encuentra amplificado en
un 40-50 % de los GBs y sobreexpresado en un 50% de los tumores
aproximadamente®’.%8, Sin embargo, algunos autores amplian este
rango hasta el 73%°%%%°, Estas diferencias se deben a las diferentes
metodologias utilizadas para su analisis.

La amplificacion génica supone la duplicacién de ciertas regiones del
DNA que conducen a la existencia de multiples copias de un gen. La
identificacion de amplificaciones de este marcador suele analizarse
mediante la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH). No se
recomienda el estudio del aumento de la expresion de la proteina
(EGFR) por inmunohistoquimica porque, a menudo, los resultados son
dificiles de interpretar y porque no existe una buena correlacion entre
la expresion proteica y el resultado del FISH?.71,

Con la ayuda de la técnica de FISH se han podido identificar diferentes
niveles de amplificacion de EGFR en GB. Considerando el nimero de
copias y el tipo de amplificacion de EGFR se han podido dividir estos
tumores en tres grupos: GBs con un alto nivel de amplificacién (H-amp),
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con un gran numero de copias del gen por nucleo; GBs con un bajo nivel
de amplificaciéon (L-amp), con un pequefio nimero de copias por nucleo
y un porcentaje pequeiio de células afectadas; y GBs sin amplificacion
de EGFR (N-amp)®0.72186,

Los estudios acerca de su relevancia prondstica en los GB es un tema
muy debatido, aunque la mayoria de los autores coinciden en que no
parece constituir un factor prondstico, quizas debido a su estrecha
relacion con el propio diagndstico de GB73>74. Algunos trabajos han
sugerido que el potencial prondstico del EGFR depende de la edad,
asociado con peores datos de supervivencia en pacientes mas jovenes
y con un buen prondstico en pacientes de edad avanzada’>7°. Ademas
esta presente en el 26 % de los pacientes que sobreviven a largo plazo
(mas de 36 meses)?®, lo que sugiere que se trata de una via oncogénica
no mucho mas agresiva que otras alteraciones caracteristicas de los
GBs.

1.6.2.2. Mutaciones de EGFR en GB

Muchos de los GBs con EGFR amplificado también tienen reordenamientos
génicos, lo cual repercute en una considerable variedad de alteraciones
cualitativas y estructurales del receptor, que se ven favorecidas por las
diferentes mutaciones que puede sufrir el gens-84,

La alteracion mas frecuente es la delecién de EGFRVIII y representa
el 67% de los tumores con EGFR amplificado?”3>8>, Se caracteriza por
delecciones de los exones 2 a 7 del dominio EC%+8¢y codifica un receptor
deficiente para los aminodcidos 6 a 273, con una nueva conformacion
terciaria en el dominio EC®”. EGFRVIII codifica para un receptor con un
peso molecular de 140 KDa que se expresa o0 no junto al normal de 170
KDa’?-8¢ (Figura 6).

La expresion de EGFRVIII es un factor independiente de mal prondstico”
e induce resistencia a farmacos®®. De manera similar, la expresién de
EGFRVIII en pacientes con GB ocurre casi exclusivamente junto con la
amplificaciéon de EGFR®’, lo que indica una comunicacién entre el receptor
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mutante y el salvaje en las células tumorales que regula la accién
oncogénica de ambos receptores®°t,

Se ha propuesto que el impacto oncogénico de EGFRVIII se debe a
su actividad quinasa constitutiva presente principalmente en forma de
dimero®2. De hecho, esta implicado en la capacidad de activar de forma
selectiva y/o constitutiva las rutas que incluyen las vias de senalizacion
a PI3K®3°4, Ras-MAPK®>, NF-aB (Nuclear factor Ras-MAPK kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), entre otras®®. La sobrerregulacion
de estas vias se asocia a mal prondstico, ya que son las rutas de
transduccion de sefales que regulan la proliferacion celular®’.8,

Para la deteccién de la variante EGFRVIII, se puede realizar mediante la
técnica de transcripcion reversa seguida de PCR (RT-PCR), mediante MLPA
(Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification o se puede analizar su
expresion por IHQ utilizando anticuerpos especificos®. Segun algunos
autores, la correlacion entre estas dos aproximaciones es aceptable!?°,

1.7. Vias de seializacion del EGFR en GB

La comprensiéon del panorama genético del GB desde un enfoque
integrado gracias a estudios como los obtenidos por The Cancer
Genome Atlas (TCGA) reafirmd un concepto ya conocido desde hace
tiempo de que la mayor parte de las alteraciones moleculares se
encuentran principalmente en tres vias de sefalizacidon criticas en el
GB: la inactivacién de las vias del retinoblastoma (RB) y del supresor
tumoral p53 vy la activacion de la via RTK/Ras/PI3K?,

En 2008 el TCGA publicé los resultados del analisis gendmico (en términos
de alteraciones en la secuencia y la metilacidon génica, asi como en el
numero de copias de ADN) de 206 casos de GB gracias a la secuenciacion
masiva3?. En este estudio se vio que estas vias se ven alteradas con
una frecuencia de 78%, 87% y 88% de las muestras respectivamente,
tanto en mutaciones como en la aberracién del nimero de copias®?. En
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B C

Figura 8. Principales alteraciones genéticas (naturaleza y frecuencia) en las tres
vias de sefializacién mas implicadas en el GB. Se muestran mutaciones, deleciones
y amplificaciones en las vias de sefializacién (A) RTK/Ras/PI3K, (B) p53 y (C) RB.
El rojo indica la activacion de alteraciones genéticas (mutaciones y amplificaciones).
Por el contrario, el azul indica alteraciones inactivantes, los tonos mas oscuros
corresponden a un mayor porcentaje de alteracion. Para cada componente alterado
de una via particular, se indica la naturaleza de la alteracion y el porcentaje de
tumores afectados. Reproducido de The Cancer Genome Atlas Research Network?’.

cada via de sefializaciéon los diferentes componentes muestran distintas
frecuencias y diferentes tipos de alteraciones. La Figura 8 ilustra una vista
esquematica de las tres vias.

Estos datos se ampliaron a una serie de casos mayor (543 GB) con
resultados similares3>.

La via mas alterada, la via RTK/Ra/PI3K, estd implicada en la activacion
de la familia RTK de algunos factores de crecimiento. Entre ellos el EGFR,
PDGFRa y MET desempefian un papel importante en GB.
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El EGFR se amplifica en el 45% de los casos y se asocia con un mal
prondstico. Aproximadamente la mitad de estos casos amplificados
también tienen mutaciones de EGFRVIII, que se asocian con un
peor prondstico en comparacion con el EGFR de tipo salvajel®l. La
sefalizacion de PDGF en el glioblastoma se activa principalmente por
la amplificacion de PDGFRA (13 % de los casos) o la regulacion al alza
de los ligandos. La activacion de c-Met ocurre en alrededor del 4%
de los glioblastomas y especialmente en muestras con una mediana
de supervivencia mas corta. También mostré una asociacién con la
activacion de EGFR/EGFRvIIIt,

Los factores de crecimiento descritos anteriormente median su efecto
sobre las células del GB a través de varias vias de sefializacién. En el 85 %
de los GB, la via PI3K/AKT estda normalmente activada y esta implicada
principalmente en la proliferacion celular®®y la inhibicidon de apoptosisi®?,
y la via Ras/MAPK, con funciones en la proliferacién y progresion del
ciclo celular. La activacién de PI3K en los GB ocurre a través de una
variedad de mecanismos, los mas comunes son la amplificacion y/o
sobreexpresion de EGFR y la pérdida de funcién de PTEN (regulador
negativo de la actividad PI3K), que se encuentra delecionado en el
36% de los tumores y con actividad disminuida en el 80% de los GB
estudiados®3. PTEN es un supresor de tumores y una de sus funciones
es desfosforilar de PIP3, evitando asi la activacién de AKT y mTOR!3,
A través de esta funcion, PTEN es esencial para inhibir la proliferacion
celular y regular la migracion e infiltracion celular®t. La pérdida de la
funcion de PTEN, debido a modificaciones genéticas o epigenéticas, es un
componente comun de la via de activacién de AKT/PI3K mTOR en cancer.

Otros mecanismos como la expresién de la variante EGFRVIII o las
mutaciones activantes en PI3K son menos frecuentes. De acuerdo con
los datos mas recientes, las mutaciones activantes en la subunidad
reguladora o catalitica de PI3K se encuentran solo en el 8-15% de los GB.

La activaciéon de la via de PI3K da lugar a la activacion de moléculas
posteriores como AKT!%3, que a su vez facilitara la activacion de otras
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vias como NFKB o mTOR que activaran la transcripcién de muchos
genes implicados en la proliferacion, supervivencia, invasién y
angiogénesis de estos tumores!1%, Por otro lado, se ha demostrado
que la hiperactivacién de PI3K y AKT se asocia con menor capacidad
de apoptosis, un aumento de la resistencia al tratamiento y una
disminucion de la supervivencia en pacientes con GB. Por lo tanto,
parece que los gliomas malignos, en general, y los GB, en particular,
dependen mas de esta ruta de supervivencia que los gliomas de bajo
gradot0,

Los factores de crecimiento también median sus efectos a través
de la ruta Ras-MAPK!7, que también se ha descubierto que estd
potenciada en los gliomas malignos, donde parece desempefiar un
papel importante en la proliferacioni®®. De manera similar, los estudios
de la TCGA mas recientes identificaron mutaciones o deleciones en NF1
(neurofibromina 1) que es un regulador negativo de la ruta Ras/MAPK,
en el 18% de los GB estudiados?2.

Los datos del TCGA confirman que el 87% y 78% de los GB tienen
inhibicion de la funcidén de las rutas p53 y Rb respectivamente, tanto
para mutaciones como para aberraciones en el nimero de copias3?.

Las alteraciones reflejadas en la via de RB1 incluyen mutaciones vy
deleciones de CDKN2A/p16 (52%), amplificaciéon de CDK4 (18 %),
CDK6 menos frecuente (1%) y mutaciones/deleciones de RB1 (11 %).

En la via de sefializacion de p53 los cambios mas frecuentes incluyeron
mutaciones y deleciones de CDKN2B/ARF (49 %), mutaciones en TP53
(35%) y amplificacion de MDM2 (14 %) y MDM4 (7 %)t35:109,

Por lo tanto, la alteracion de las vias p53/MDM2/MDM4/p14AREF,
que estan implicadas en la activacién de genes del ciclo celular, la
reparacion del ADN y la apoptosis, y de la via p16INK4a/CDK4/Rb, que
también controla el ciclo celular y el proceso de senescencia parecen
desempefiar un papel importante durante el proceso de gliomagénesis.
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Actualmente, no hay una secuencia definida de eventos que
inevitablemente conduzcan al desarrollo de GB. Cualquier numero
o0 combinacion de estas vias puede contribuir a la formacién de GB.
Aungue estas vias estan bien definidas, el nivel de complejidad del
GB se ve reforzada por los altos niveles de variabilidad, tanto entre
diferentes tumores, como dentro del mismo tumor.

1.8. Otros marcadores moleculares en los gliomas:
el promotor TERT, ATRX y mutaciones de TP53

La mayoria de los tumores oligodendrogliales con IDH mutado y codelecion
1p/19q tienen mutaciones activadoras en la regién promotora del gen
TERT*-112  |o que convierte a esta aberracidn genética en un valioso
marcador diagnostico en el contexto adecuado. El aumento de la actividad
de la telomerasa facilita la inmortalidad celular y promueve la oncogénesis.

Sin embargo, estas mutaciones también ocurren con frecuencia en los
GB-IDHwt, con un aumento de la actividad de la telomerasa que provoca
un aumento de la expresion de la proteina TERT, con el consiguiente
mantenimiento de la longitud de los telémeros, que en condiciones
normales se acortan con cada ciclo de divisidon celularii*113, De hecho,
en el astrocitoma histolégicamente de grado inferior, difuso e IDHwt, la
presencia de mutaciones en el promotor de TERT y/o de la amplificacion
del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y/o de
la ganancia combinada del cromosoma 7 completo, mas la pérdida de
todo el cromosoma 10 significa un comportamiento tumoral similar al
glioblastoma (grado IV de la OMS)t0.111,

A diferencia de los oligodendrogliomas con mutaciones IDH y con
codelecion 1p/19q, los astrocitomas con IDH mutado presentan
mutaciones en el gen ATRX y en el gen de la proteina tumoral p53 (TP53)
y son mutuamente excluyentes con la codeleciéon de 1p/19q'*4115, Por
lo tanto, esta alteracion derivada se observa de manera practicamente
especifica en los tumores de estirpe astrocitaria.
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Las mutaciones en ATRX estan implicadas en lo que se conoce
como alargamiento alternativo de los teldmeros (ALT), uno de los
mecanismos que utilizan las células cancerosas para asegurar su
inmortalidad!'®. Los anticuerpos que se utilizan en la practica clinica
diaria marca la isoforma nativa de la proteina (con una tincién nuclear),
por lo que la pérdida de la tincidon inmunohistoquimica nuclear es un
fuerte indicador de la presencia de una mutacion en ATRX''7, mientras
que la tincion nuclear fuerte y extensa de los nucleos de las células
tumorales para la proteina tumoral p53 indica la presencia de una
mutacion en TP53.

1.9. Alteraciones del nimero de copias somaticas
(SCNA) en GB

Las alteraciones del nimero de copias (SCNA) son cambios somaticos
en la estructura del cromosoma que resultan en una ganancia o pérdida
de copias en secciones de ADN. En otras palabras, las SCNA implican
ganancias (amplificaciones, duplicaciones) o pérdidas (deleciones)

Figura 9. Paisaje gendmico del glioblastoma. Cariotipo digital que muestra las SCNA
mas comunes en el glioblastoma. Se muestran los principales eventos de ganancia
(rojo) y pérdida (azul) 18,
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gendmicas que alteran el estado diploide de un locus en particular,
alterando asi el genoma equilibrado. Las SCNA impactan el fenotipo del
cancer mediante la amplificacion de oncogenes y deleciones de genes
supresores de tumores.

Las SCNA observadas con mas frecuencia en GB incluyen pérdida, o
pérdida parcial, de los cromosomas 9 y 10; polisomia de los cromosomas
7, 19 y 20; delecién focal del locus CDKN2A/B (9p21.3). Los eventos
de amplificacion mas comunes ocurren en el cromosoma 7 (EGFR/
CDK6/MET), en el cromosoma 12 (MDM2 y CDK4) y en el cromosoma 4
(PDGFRA) (Figura 9).

Las SCNA que se dirigen a los cromosomas 7 y 10 son algunos de los
eventos mas tempranos en la evolucion del tumor GB.

1.10. Marcadores epigenéticos

Varios marcadores epigenéticos también muestran valor prondstico
y/o predictivo en el glioma'!®. Los pacientes que albergan gliomas que
presentan metilado el ADN del promotor MGMT muestran una mayor
supervivencia general y un aumento del tiempo hasta la progresion de
la enfermedad después del tratamiento con agentes alquilantes o de
radiacioni2012t, E| estado de metilacién del ADN del promotor MGMT se
usa para guiar la terapia de los gliomas anapldsicos con IDH1/2 de tipo
salvaje y en el glioblastoma de los pacientes de edad avanzada!?0:12t,

Otro hito importante que destaca la importancia clinica de los
marcadores epigenéticos en los gliomas es el descubrimiento de un
fenotipo metilador de islas CpG en gliomas (G-CIMP)*??2, Con base en
los estudios de la TCGA, se puede identificar la presencia de otro grupo
de tumores en GB (aproximadamente el 9 %), que muestran metilacion
de sus islas CpG en mas de 1500 loci a lo largo del genoma'?2. Este
fenotipo G-CIMP, se caracteriza por presentar diferentes alteraciones
en el numero de copias, patrones de metilacion del ADN y perfiles
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Proneural

Gen / Neural Clasico Mesenquimal G-CIMP
Edad Edad
Edad Joven avanzada avanzada Joven
Prondstico Bueno Malo Malo Bueno
Z(l;%f/iso Neurogénesis  Proliferacion Angiogénesis Neurogénesis
Marcador Neuroblasto y
Neuroblasto Célula madre  Célula madre  no
celular
neuroblasto
Chr.7 Ganancia de Ganancia de gingﬁrcs'a sde
Aberracién Y Chr.7 Chr.7 :
cromosomica Chr.10 Pérdida de Pérdida de y 10
Normales Mutaciones
Chr.10 Chr.10
IDH1
EGFR EGFR
Loci EGFR / EGFR normal amplificado amplificado EGFR normal
PTEN PTEN intacto Pérdida de Pérdida de PTEN intacto
PTEN PTEN
NOTCH, TP53,
Via alterada PDGFRA, AKT, CDKN2A  Met, NF1 MYC
PIK3C, IDH

Tabla 3. Resumen de subtipos de GB basado en analisis de estado de metilacién
y transcriptdmica. Agrupamiento de GB en varios subtipos moleculares: proneural,
neural, proliferativo (o clasico), mesenquimal y G-CIMP!18,

transcriptomicos distintos en comparacién con los otros cuatro
subconjuntos de GB (Tabla 3). El proceso de la enfermedad de GB
se caracteriza por un conjunto Unico de cambios moleculares en
las células y su microambiente. Los pacientes con tumores G-CIMP
(G-CIMP positivos) presentan un mejor prondstico que sin este

fenotipo (G-CIMP negativo).

1.10.1. Metilacion del promotor de MGMT

La metilacién del ADN ocurre al agregar un grupo metilo al quinto
atomo de carbono del anillo de citosina, lo que da como resultado
la 5mC (5-metilcitosina). Esta modificaciéon covalente la realiza un
grupo de enzimas conocidas como DNMTs (DNA methyltransferases)
(Figura 10).
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Figura 10. Metilacion de la citosina mediada por las DNA metiltransferasas (DMNTSs),
seguida de la hidroxilaciéon de la 5mC mediada por miembros de la familia de
proteinas a la que pertenece TET2!23,

Estas proteinas reconocen secuencias de dinucledtidos (citosina-
guanina unidas por un fosfato) que normalmente se encuentran en
regiones gendémicas llamadas islas CpGs que, a su vez, estan ubicadas
en o cerca de la regiones promotoras de genes.

El estado de metilacién del promotor MGMT, ubicado en el cromosoma
10926, ha sido uno de los marcadores moleculares mas estudiados en
neurooncologia durante la Ultima década, debido a la asociacion entre
la hipermetilacién del promotor MGMT vy la respuesta a los agentes
alquilantes (Figura 11). La hipermetilacién del promotor da como
resultado el silenciamiento o inactivacion del gen, lo que provoca una
disminucion de los niveles de esta enzima y una mayor susceptibilidad
a la quimioterapia con el agente alquilante temozolomida (TMZ). Como
explica Hegi y colaboradores, se sabe que la metilacion de MGMT en
GB induce una mejor respuesta a la temozolomida y la supervivencia
media casi duplica en comparacién con aquellos sin metilacion.

La frecuencia publicada de este tipo de hipermetilaciéon en los gliomas
varia ampliamente, oscilando entre el 35% y el 73% en los GB, siendo
de alrededor del 40% en los GB primarios y de hasta el 70% en los
secundariost?*126,

La metilacién del promotor MGMT estd asociada con mutaciones en
IDH1 vy, por lo tanto, es mas comun en los GB secundarios y en los
gliomas de grado II y III. En los gliomas con IDH mutado, la metilacién
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Figura 11. Mecanismo de accién de la proteina MGMT. Los agentes alquilantes
provocan dafio en el ADN, que es detectado por el sistema de reparacién mismatch
repair. La proteina reparadora MGMT localiza y repara dicho dafo!?4.

del promotor MGMT esta relacionada con el hecho de que estos tumores
son de fenotipo hipermetilador en islas CpG (G-CIMP) y muestran
metilacién en un amplisimo nimero de genes.

Actualmente, existe un consenso en que el estado de MGMT debe
evaluarse en todos los pacientes con un diagndstico histoldgico de GB
de acuerdo con la clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud
de 2016, ya que en este contexto el estado de MGMT tiene un fuerte
valor pronéstico y potencial informacion predictiva sobre el beneficio de
la quimioterapia con agentes alquilantes.

En la actualidad no existe un acuerdo internacional sobre el método que
debe usarse para determinar la metilacién del promotor MGMT o el valor
de corte (el porcentaje promedio de metilaciéon en diferentes sitios CpG)
para discriminar con precisidn a los pacientes que pueden beneficiarse del
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tratamiento con TMZ. Varias publicaciones han abordado este tema'?7:128,
El amplio rango de estos resultados se debe, en parte, a los importantes
desafios técnicos que implica esta determinacion. Hay muchas formas
de analizar la metilacion de MGMT y algunas de ellas requieren mucha
tecnologia y experiencia, lo que ha llevado repetidamente a resultados
divergentes en diferentes laboratorios para el mismo tumort?°,

La técnica mas comun es la PCR especifica de metilacion (MS-PCR),
que se basa en la conversién de bisulfito de las citosinas no metiladas
en uracilos. Esta técnica se puede implementar en parafina y permite
una cuantificacion de alto rendimiento3°. También han surgido otras
técnicas, incluida la metilacion especifica de pirosecuenciacion'3! y la
técnica MLPA especifica de metilacion (MS-MLPA)!32,

1.10.2. El fenotipo metilador en islas CpG (G-CIMP)

La metilacién del promotor de genes supresores de tumores es
un fendbmeno comun en todos los tipos de cancer'33!34, E|l ADN se
puede metilar en la posicién 5 de las citosinas, generalmente en los
dinucledtidos citosina-guanina. Las islas CpG se caracterizan por la
presencia de un gran nimero de sitios CG. Estas islas CpG se encuentran
en mas de la mitad de regiones promotoras de los genes humanos*3>137,
Cuando los tumores muestran un aumento general en la metilacion
del ADN en estas islas CpG, se dice que presentan fenotipo metilador
de isla CpG o CIMP'?2, La hipermetilacién es un evento epigenético
comun en muchos canceres humanos!3. En el cancer colorrectal los
marcadores para determinar el fenotipo de metilaciéon estan bastante
establecidos!*®, mientras que en los gliomas nada es claro, ni definitivo.
Sin embargo, es cierto, que existen varios estudios que han sugerido
diferentes perfiles de marcadores que muestran una potencial utilidad
como marcadores diagndsticos, prondsticos y como predictores de
respuesta terapéutica.

Se han utilizado varios métodos para estudiar las diferencias en los
niveles de metilacion de las islas CpG alrededor del sitio de inicio de
la transcripcion en los genes'3*. Entre ellos, se encuentra el método

58 PATRONES DE AMPLIFICACION DE EGFR EN EL GLIOBLASTOMA, E IDEI}ITIFICACIVO’N
DE BIOMARCADORES IMPLICADOS EN SUS PRINCIPALES VIAS DE SENALIZACION



1. INTRODUCCION

basado en el tratamiento de ADN con bisulfito sédico para convertir las
citosinas no metiladas en uracilos, mientras que las citosinas metiladas
permanecen sin cambios. A continuacion, el ADN modificado se analiza
mediante diversas técnicas como la MS-PCR, la secuenciaciéon o la
pirosecuenciacion o la plataforma MassARRAY EpiTYPER (Sequenom).
Esta uUltima, es un sistema que combina la unién enzimatica especifica
de base con la espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-assisted
laser desorption/ionization Time Of Flight)4°,

El fenotipo metilador (CIMP) en los gliomas se determiné en base al
analisis de datos a gran escala, en el que se determiné el estado de
metilacién de miles de regiones CpG para dividir estos tumores en dos
grupos: aquellos que presentan un estado de hipermetilacion global
(CIMP positivos) y aquellos sin metilacion (CIMP negativos)i22141,
Los gliomas positivos para CIMP muestran una supervivencia mas
prolongada!#?. Ademas, el fenotipo CIMP no solo se asocié con la
supervivivencia, sino también con la metilacion de MGMT, la codelecién
de 1p/19q y la mutacién en el gen IDH1. En los gliomas, este fenotipo
parece estar asociado con mutaciones en el gen TP53.

Segun estos datos, es probable que las mutaciénes en IDH1/2 sean la
base molecular para la formacion del fenotipo G-CIMP en los gliomas,
lo que destaca la interaccion entre los cambios genéticos y epigenéticos
en los tumores, incluido el GB.

En el GB, el subtipo proneural se asocia principalmente con
mutaciones IDH1/2 y se subclasifica, ademas, como CIMP positivo
o CIMP negativo (de las cuales G-CIMP-positivo muestra un mejor
prondstico). Sin embargo, el subtipo proneural por si solo parece
tener poca importancia prondstica a menos que se considere en
relacién con el estado de mutacion IDH1/23. De hecho, Turcan et al.
demostraron que la mutacién de IDH1 por si sola puede modular el
perfil de metilacion genédmica del tumor, promoviendo asi el desarrollo
de fenotipo CIMP-positivo en gliomas!®144, Aunque también se ha
descrito que no todos los tumores que albergan mutaciones de IDH1
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Figura 12. Efectos celulares de niveles elevados de 2HG en células de glioma. La
2HG puede acumularse en las células de glioma a niveles 100 veces superior en
comparacion con el tejido normal. La acumulacion excesiva de 2HG altera la funcion
normal de las enzimas dependientes de aKG. aKG funciona como cofactor para
varias dioxigenasas celulares, incluidas las histonas lisina desmetilasas, TET citosina
hidroxilasas y HIF prolil hidroxilasas. Reproducido de la referencia>.

eran positivas para CIMP, lo que sugiere que las mutaciones en IDH1

no son el Unico determinante de este fenotipo'*2. Como se discutio

anteriormente, IDH1 mutado cataliza la reduccion de aKG a 2HG. Este
oncometabolito puede afectar la expresidon génica a través de varios

mecanismos!4® (Figura 12):

- Por inhibicidn competitiva de dioxigenasas dependientes de aKG como
las KMDs (Histone lysine demethylases) y, por tanto, alterando los
niveles de metilacion de las histonas.

- Al inhibir las hidroxilasas 5mC de la familia TET (Ten-eleven
translocation) por competitividad directa con el aKG, produce la
acumulacion de 5mC que alterara los niveles de expresidn de un gran
nimero de genes.

- Por un mecanismo que altera la expresion de los HIF (Hypoxia-
inducible factor).
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1.11. Perfiles metabolomicos en el glioblastoma

En los ultimos afios, los enfoques basados en el metabolismo han sido
reconocidos como una herramienta emergente para descubrir productos
de reacciones bioquimicas celulares que conducen a la proliferacién
célular en una variedad de tumores malignos'#¢-150, Ademas, el perfil
metabdlico ha permitido la deteccidn e identificacién de varias vias
celulares importantes?>152, Las aplicaciones de la metaboldmica en
la oncologia clinica han mostrado un gran potencial para la deteccion
temprana, el diagndstico y el prondstico del cancer, ademas de ser
un biomarcador predictivo/farmacodindmico de la eficacia de los
farmacos!>31%4,

Actualmente, la patologia metabdlica del glioblastoma se desconoce
en gran medida, ya que la heterogeneidad del tumor vy las
alteraciones genéticas alteran el metabolismo y el perfil metabdlico
dentro del mismo tumor, lo que dificulta la correlacién de las firmas
metabdlicas. La influencia de los eventos genéticos y epigenéticos en
el metabolismo energético de una célula conducen a menudo a su
comportamiento. Por lo tanto, las nuevas terapias contra el cancer
avanzan cada vez mas hacia la reprogramacién de este metabolismo.
Este tipo de reprogramacion puede afectar las vias metabdlicas
esenciales para el crecimiento y la supervivencia del tumor, como la
via Kennedy (CDP-colina), la glucdlisis anaerdbica, la oxidaciéon de
acidos grasos y la produccién de antioxidantes. En algunos tipos de
cancer se ha encontrado que los tumores que son metabdlicamente
mas activos tienen niveles mas altos de metabolitos involucrados en
estas vias!®s158,

La elaboracion de perfiles de metabolitos de alto rendimiento
(metabolémica) permite determinar metabolitos en tejidos, cuyos
niveles se ven alterados ante la presencia de una patologia neoplasica.
Estos cambios metabdlicos son particularmente importantes en la
busqueda de biomarcadores que puedan usarse para diagnosticar y
pronosticar in vivo con métodos analiticos para su identificacion como
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son la técnica de espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) de alta resolucion con sonda especial HR-MAS (High Resolution
Magic Angle Spinning).

Las asociaciones entre caracteristicas de GB bien establecidas, como son
la amplificacion del gen EGFR, y el aumento del metabolismo tumoral
pueden ayudarnos a comprender mejor las caracteristicas fenotipicas
de las células cancerosas e identificar las vias relevantes asociadas con
el desarrollo del cancer.

1.12. Valor diagnéstico, prondéstico y terapéutico
de las alteraciones moleculares

En términos de informacidon molecular, los biomarcadores en
neuropatologia se pueden categorizar en diagndsticos, prondsticos y
predictivos'®®, Un mismo biomarcador puede corresponder a mas de
una categoria. En la Tabla 4, se destacan las principales alteraciones
genéticas y su valor como biomarcadores prondsticos y/o predictivos
con respecto a la futura utilidad clinica como para nuestro conocimiento
actual del glioma.

Alteraciones Valor diagnéstico (D), prondstico (P)
genéticas y terapéutico/predictivo (T)

D Frecuente en astrocitomas de grado II y III de la
OMS (> 80%), oligodendrogliomas y glioblastomas
“secundarios”.

P El estatus de IDH mutante en el tumor astrocitico le
confiere un mejor prondstico comparandolo con el IDH
de tipo salvaje con el mismo grado histoldgico de la

Mutacién IDH1/2 OMS.

(IDHm) T Se cree que las mutaciones de IDH y el G-CIMP hacen
que los tumores sean mas sensibles a la quimioterapia,
como se encontré en los analisis retrospectivos de
los ensayos de oligodendrogliomas anaplasicos®o161,
La mutacion IDH-R132H puede representar un objetivo
prometedor para la vacunacion especifica de la
mutacion.
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Alteraciones
genéticas

Valor diagnéstico (D), pronéstico (P)
y terapéutico/predictivo (T)

Tumores de tipo
salvaje IDH (IDHwt)

P Los GB-IDHwt suelen tener un curso agresivo y se espera
que la mediana de supervivencia sea 15 meses con el
tratamiento estandar, incluida la radio-quimioterapia.

G-CIMP

Se ha descubierto que las mutaciones de IDH causan
cambios epigenéticos que conducen a un fenotipo metilador
de islas CpG, denominado G-CIMP>¢,

Los tumores con 1p/19q codelecionado tendra un fenotipo
de metilacién denominado G-CIMP-A (CIMP codelecionado)
y los tumores no codelecionados G-CIMP-B (CIMP no
codelecionado)®®.

Los tumores no codelecionados G-CIMP pueden subdividirse
en G-CIMP-alto o G-CIMP-bajo, siendo estos ultimos los
que presentan una peor supervivencia global®.

Se ha demostrado que los patrones de metilaciéon de los
tumores primarios del sistema nervioso central (SNC)
son relativamente estables a lo largo del tiempo o de la
progresion de la enfermedad y que pueden facilitar la
clasificacion de los tumores del SNC62:163,

Codeleciéon 1p/19q
[Brazo corto del
cromosoma (1p)]
[Brazo largo del
cromosoma 19
(19q)]

D Requerido para el diagndstico del oligodendroglioma
(ya que lo que cuenta es la codelecion completa de
estos brazos, idealmente la prueba molecular permite
discriminar la pérdida completa de la parcial de 1p y
19q).

P Los pacientes con este perfil molecular son identificados
como un subgrupo de gliomas con un prondstico
especialmente bueno'®.

T Los tumores portadores de estas deleciones responden
favorablemente tanto a la RT como a la quimioterapia,
incluyendo agentes alquilantes, normalmente el
tratamiento con PCV (Procarbazina, Lomustina vy
Vincristina) pero también TMZ165-167. También albergan
mutaciones IDH.

Mutacion en ATRX
(Alpha-thalassemia/
mental retardation
syndrome X)

D Presente con frecuencia en tumores astrociticos con
mutaciones en IDH. Sin embargo, no son necesarias
para el diagndstico.

Mutacion en TP53
(Tumor protein p53)

D Frecuente en tumores astrociticos con IDHm (> 80%),
pero también bastante frecuente en gliomas difusos
con IDH de tipo salvaje; muy poco frecuente en
oligodendrogliomas. Sin embargo, no son necesarias
para el diagndstico.
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Alteraciones Valor diagnéstico (D), pronéstico (P)
genéticas y terapéutico/predictivo (T)

Un marcador molecular adicional que ha sido de interés en

la ultima década es la mutacién TERT, que afecta a la zona

del promotor en C228T (-124 pb desde el sitio de inicio de

la transcripcion (TSS) y C250T (-146 pb aguas arriba del

sitio de inicio ATG).

D/P Presente en casi todos los tumores con mutaciones
en IDH y los oligodendrogliomas (codelecién 1p/19q).
Las mutaciones del promotor de TERT en C228T y
C250T son un factor de buen prondstico'®s.

D Frecuente en GB-IDHwt (en mas del 70% de los GB%°).

D/P La presencia de mutacion en el promotor TERT en
el astrocitoma IDHwt de grado histolégico mas bajo
indica un comportamiento agresivo (glioblastoma
molecular). Curiosamente, en este grupo constituyen
un factor pronostico negativo'?°.

Mutacion promotor
TERT (Transcriptasa
inversa de la
telomerasa)

D Ocurre en tumores astrociticos IDHwt con caracteristicas

Delecion Toides
homocigosis P d I . h L de C 5
CDKN2A/B P Las deleciones homocigéticas de CDKN2A/B, que

conducen a la desregulacion del ciclo celular, han sido
identificadas como un factor prondstico negativo en
tumores astrociticos difusos con IDHmM y mutacidon
TP53171,172_

(Inhibidor de la
quinasa dependiente
de la ciclina 2A/2B)

Como se menciond anteriormente, para el tratamiento

con el agente alquilante TMZ, el estado de metilacion

del promotor del gen MGMT es determinante!340.173-175,

También otros agentes alquilantes dependen de esta

Metilacion de la metilacion que provoca el silenciamiento de la transcripcion
region promotora de del gen MGMT*e!,

06-metilguanina P Notificado como factor prondstico favorable independiente

ADN en glioblastomas (independientemente del tratamiento).
metiltransferasa T El estado de metilacion del promotor de MGMT es el
(MGMT) factor predictivo mas importante para el tratamiento con

agentes alquilantes!34%174, Para la respuesta a la RT no
es importante el estado de MGMT, que por lo tanto es
el tratamiento de eleccion hasta la fecha para aquellos
tumores con MGMT no metilado?*3.

D Amplificacion de nimero elevado de copias comun en
GB-IDHwWt (~40%).
D EGFRVIII presente en aproximadamente la mitad de los
Amplificacion EGFR/ glioblastomas con amplificacién de EGFR.

EGFRvVIII T Posible diana terapéutica. En ese contexto, los inhibidores
(Epidermal growth de las tirosinas quinasas no han demostrado, hasta
factor receptor) la fecha, una utilidad terapéutica en los pacientes con

GB que presentan alteraciones de EGFR'’5. Existen, sin
embargo, vacunas contra EGFRVIII que han conseguido
resultados prometedores en estudios preliminares.

Tabla 4. Principales alteraciones genéticas y su valor como biomarcadores
diagndsticos y/o prondsticos.
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1.13. Clasificacion basada en genoma, epigenoma
y transcriptoma

Diversos estudios multidmicos del panorama de GB en Cancer Genome
Atlas Research Network (TCGA), Chinese Glioma Genome Atlas
(CGGA) y otros programas que proporcionan ideas y recursos para
contribuir al desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer, revelan
juntos el complicado perfil genético de GB?7:3%31, Estas alteraciones
moleculares, incluidas las codeleciones 1p/19g, mutaciones del gen
IDH1/2, mutaciones del gen PTEN, mutaciones de TP53, mutaciones
del promotor del gen TERT, ATRX y la amplificacién del gen EGFR estan
obligando a los médicos a reconsiderar el tratamiento tradicional del
GB3°32, La clasificacion del GB basada en alteraciones genéticas acorta
el tiempo desde el diagndstico hasta el tratamiento y mejora en gran
medida la precision y los objetivos del tratamiento.

Figura 13. Resumen de las principales clasificaciones moleculares de GB que orientan
el diagndstico, prondstico y recomendaciones terapéuticas'’’. (A) Cronologia de la
clasificacion de GB y subtipos clasicos. (B) Comparacién relativa entre los subtipos
obtenidos a partir de los diferentes métodos de clasificacion.
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En 2020, Zhang y col. publicaron una revisién exhaustiva que detalla
como ha cambiado el proceso de clasificacién del GB con el tiempo como
resultado de los algoritmos de clasificacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias para llegar a la clasificacion existente!””. El GB se divide en
varios subtipos basados en los perfiles de transcripcion, alteraciones
genéticas y metilacion del ADN (Figura 13). En el articulo también se
describen las caracteristicas moleculares de cada categoria y la relacién
entre los diferentes métodos de clasificacion.

Es cada vez mas evidente que estos procesos no solo difieren de un
paciente a otro, sino que también se diferencian entre subtipos dentro
del mismo tumor. Estas diferencias arrojan luz sobre las dificultades
qgue se observan al intentar desarrollar nuevas terapias farmacoldgicas
dirigidas frente a esta enfermedad.
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El glioblastoma es el tumor primario mas comun y agresivo del Sistema
Nervioso Central con una esperanza de vida muy corta. Una de las
razones de la falta de éxito en el tratamiento del glioblastoma es su
compleja heterogeneidad intertumoral e intratumoral. Las diferentes
poblaciones celulares que forman el tumor presentan distintas
anomalias genéticas. El fracaso de muchos tratamientos es debido a la
falta de eficacia en las diferentes poblaciones celulares presentes en el
tumor, hecho que produce la incapacidad de predecir con precision la
sensibilidad o resistencia a los tratamientos.

El estudio tradicional del glioblastoma ha investigado el papel
de multiples genes en el avance de su progresion. Dentro de los
biomarcadores genéticos el EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico) se encuentra entre las alteraciones genéticas que con
mayor frecuencia presenta el glioblastoma. La activacion del EGFR,
por amplificacion y mutacion, inicia una cascada de sefalizacidon
integrando numerosas vias de sefializacién que conducen a respuestas
celulares especificas que contribuyen a la formacién del tumor vy la
progresion. Sin embargo, hasta la fecha, las terapias dirigidas contra
este tipo de receptores aun no han mostrado un claro beneficio
clinico. Una mejor comprensiéon de la red de sefializacion de EGFR y
sus interrelaciones con otras vias es esencial para desarrollar mejores
agentes terapéuticos.

El principal objetivo de esta tesis doctoral es caracterizar nuevos
biomarcadores y alteraciones genéticas y estudiar cdmo se relacionan
con los diferentes estatus de presentacién del EGFR para abordar mejor
el conocimiento de este tumor, asi como confirmar su valor pronostico
o predictivo de respuesta al tratamiento.

Los objetivos especificos planteados para este trabajo son:
1. Caracterizar marcadores o alteraciones genéticas vy

epigenéticas que permitan abordar mejor el conocimiento de
los glioblastomas.
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2.

70

1.1 Determinar, en 150 muestras de estudio, el modelo de
amplificacion de EGFR y mutacién EGFRVIII a partir de muestras
incluidas en parafina.

1.2. Estandarizar la técnica de determinacion de los patrones de
EGFR mediante MLPA en muestras incluidas en parafina y
compararla con las técnicas iFISH y la amplificacion por g-PCR

utilizadas hasta ahora.

1.3. Clasificar los GB segun el estatus del EGFR y evaluar si esta
clasificacion puede tener una utilidad clinica en términos de
diferencias en la supervivencia.

1.4. Analizar 45 marcadores moleculares mediante MLPA vy
secuenciacion Sanger para conocer la frecuencia de estas
alteraciones moleculares en nuestra serie y obtener un modelo
que nos permita clasificar e identificar subgrupos en nuestra
poblacién de GB.

1.5. Identificar genes y rutas de sefializacion implicados en los
diferentes subgrupos.

1.6. Evaluar los niveles de metilacion de las islas CpG presentes en
las regiones promotoras de 10 genes de interés para establecer
una correlacion con el estado de amplificacion del EGFR.

Confirmar el valor pronodstico de estos marcadores en

nuestro grupo de pacientes y avanzar en la determinacién de

nuevos marcadores prondsticos o predictivos de respuesta al

tratamiento de los GB.

2.1. Describir los aspectos clinico-histopatoldgicos y evolutivos de
los pacientes.

2.2. Analizar si existe relacion entre los diferentes marcadores
moleculares estudiados y la supervivencia.

2.3. Relacionar los cambios genéticos y epigenéticos con la
supervivencia.
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Comprender la patogenia molecular del GB es fundamental para
mejorar su diagndstico y tratamiento. En esta tesis se presenta el
analisis integrado de datos histolégicos, gendémicos, de modificacidn
postraduccional y metaboldmicos en 137 GB, sin tratamiento previo.
Estos datos nos proporcionaran informacién sobre la biologia del GB
contribuyendo en la mejor estratificacion de los pacientes con el objeto
de administrarles un tratamiento mas eficaz.

3.1. Datos clinicos e histopatoldgicos

El estudio incluyé 137 pacientes con GB, de los cuales 135 casos se
diagnosticaron como GB clinicamente primarios por no tener ningun
diagndstico previo de astrocitoma. La edad media en el momento del
diagnéstico fue de 57,7 afios (rango de edad de entre 24 y 81 afios) y
con una relacion hombre/mujer de 1,17. En cuanto a la localizacion mas
frecuente del tumor, el 20,3% de los casos se asentaban en el l6bulo
frontal, el 35% en el I6bulo parietal y el 36,6 % en el temporal. En 44 de
los casos (32,1%) la lesidon era multifocal (definida como dos lesiones
en diferente localizacién). El estado funcional preoperatorio se evalud
segln la Escala del Estado Funcional de Karnofsky (KPS) y oscilaba
entre el 40 y el 100 %.

Tras el diagndstico inicial de GB el tratamiento estandar consistido en
lograr la maxima reseccién quirdrgica del tumor en todos los pacientes.
Ninguno de los pacientes habia recibido quimioterapia o radioterapia
antes de la cirugia. El tratamiento, de primera linea, incluyé radioterapia
(50-65 Gray) con quimioterapia concomitante y adyuvante a base de
temozolomida después de la cirugia. La supervivencia global (SG) fue
de 210 dias y no reflejo diferencias estadisticas segln el sexo ni la
edad.

Los datos clinicos, que incluyen edad, sexo, la ubicacién del tumor, el
tamafio, los sintomas iniciales y la escala KPS se resumen en la Tabla 5.
Se excluyeron los dos casos de GB secundarios.
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Figura 14. Caracteristicas histoldgicas del GB IDH-wt. (A) Densidad celular alta.
Patron indiferenciado con hiperplasia vascular y necrosis (Hematoxilina-Eosina, 10x).
(B) Presencia de células anaplasicas, heterogéneas y proliferacién microvascular
(Hematoxilina-Eosina, 20x).

Figura 15. Resultados de IHQ para el marcaje con anti-EGFR en secciones incluidas
en parafina. (A) Tejido sin inmunoexpresion. (B) Tincion focal de EGFR, que muestra
la expresién de varias células tumorales mientras que otras son negativas. (C)
Fuerte tincion. Ampliacién 40x.

Histologicamente, todos los tumores mostraron caracteristicas de GB con
células tumorales astrociticas pleomorficas, proliferacion microvascular
prominente con angiodisplasia, patrones pseudoglomerulares y necrosis
(Figura 14).

Los estudios inmunohistoquimicos (IHQ) se evaluaron sobre tissue
microarrays (TMAs). Los anticuerpos utilizados en el estudio fueron:
GFAP, Ki-67/MIB-1 y EGFR (Dako, Glostrup, Dinamarca). La expresién
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de GFAP se confirmé en células neoplasicas. El nUmero de mitosis oscild
entre 0 y 20, con un valor medio de 6. El porcentaje medio de células
positivas para Ki-67 fue del 31,6 %; con un rango de entre el 5y el 80 %.

Para el estudio de EGFR se realizé la valoracion de la cantidad de células
tefiidas: 0 (tincidon negativa), 1 (ligera o focal), 2 (moderada), y 3
(abundante). Cuando la valoracion fue de 2 o 3, se considerd que existia
sobreexpresion, mientras que puntuaciones de 0 o 1 se definieron sin
sobreexpresion (Figura 15).

3.2. Alteraciones genéticas. Relacion entre
las diferentes variables moleculares y la
supervivencia

3.2.1. Estudio de las mutaciones de IDH
por secuenciacion Sanger

De los GB primarios confirmados (n = 135) se secuencidé IDHI1 e
IDH?2, siendo la mayoria IDHwt (n=128), y un pequeno subgrupo de
siete tumores que mostré mutaciones de IDH1-R132H (GB-IDHm).
Estos pacientes afectados por GB-IDHm eran significativamente mas
jovenes (40,9 anos en IDHm frente a 59 afos en IDHwt, p <0,001%*),
La supervivencia global también fue significativamente mayor en los
pacientes con IDHm frente a IDHwt (3300 dias frente a 180 dias, p
<0,001**).

Con respecto a los 128 casos sin mutacion en IDH, el 63,9% de los
pacientes tenian mas de 55 afios en el momento del diagndstico, el
56,3% eran hombres y el 76,9% tenian un KPS < 85 antes de la
operacion. El coeficiente de correlacion de Pearson demostré una
asociacion entre el tamafio del tumor y la supervivencia promedio (p =
0,020%).

En la Tabla 5, se detallan los datos clinicos y el estado mutacional de
IDH segun los pardmetros estudiados en GB.
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Wild-type Mutated

Parameter Specification Outcome IDH1/2 IDH1 (n= P value
(n= 128) 9)
Mean (range), 57.7 59 40.9 L.«
in years (24-81)  (24-81)  (32-52)  <0.001mw
Age <55 40.6% 36.1% 100% ***<0.001 x2
>55 59.4% 63.9%
Male 54.0% 56.3% 22.2%
Sex 0.080ft
Female 46.0% 43.7% 77.8%
Parietal 35.0% 33.9% 50.0%
Frontal 20.3% 19.1% 37.5%
Temporal 36.6% 38.3% 12.5%
Tumor
location Occipital 4.9% 5.2% 0.282kw
Intraventricular 0.8% 0.9%
Corpus 2.4% 2.6%
Callosum
Size 5.2 cm 5.1 cm 6.0 cm
(cm3) Mean (range) (2-11) (2-11) (5-7) 0.210mw
Neurological 30.0% 32.1% 0%
deficit
Initial — Epileptic 21.7%  21.4%  25.0% 0.146kw
symptom seizure
Intracranial 48.3% 46.5% 75.0%
hypertension
<85 76.9% 77.0% 75.0%
KPS 1.000ft
>85 23.1% 23.0% 25.0%
Overall =\ yian (95CI) 210 days 180 days 3,300 k0,001

survival days

Date are mean (range), number (%), or median (95 %CI). Abbreviations: ft, Fisher’s
exact test; KFS, Karnofsky Performance Status; kw, Kruskal-Wallis test; Ir, long-rank
test; mw, Mann-Whitney-Wilcoxon test and X2, Pearson’s chi-squared test.

Tabla 5. Datos clinicos y estado mutacional de IDH de 137 pacientes con GB.
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3.2.2. Evaluacion del estado de EGFR por iFISH,

MLPA y qPCR
Este analisis se realizd a los 128 GB primarios sin mutacion en IDH1,
exluyéndose de este estudio los casos que presentaban la mutacion
IDH1-R132H.

3.2.2.1. Amplificacion del gen EGFR

Todos los GB fueron analizados por iFISH y MLPA. Se observaron casos
con amplificacion de EGFR en el 64,4% o el 70,1% de los casos si
lo analizamos por iFISH o por MLPA respectivamente. Los tipos de
amplificacién encontrados por iFISH fueron: 1) amplificacién de alto
nivel en 51,7 % de los casos (H-amp), 2) amplificacion de bajo nivel en
12,7 % de los casos (L-amp) y 3) sin amplificacion en el 35,6 % de los
casos (N-amp) (Figura 16). La fraccion de células amplificadas con EGFR
en el grupo 1 oscilé entre el 20% y el 90% con un elevado nimero de
copias de genes en cada célula. La fraccion de células amplificadas con
EGFR en el grupo 2 oscilé entre el 5% y el 20 %, con un nimero reducido
de copias de genes en las células que presentan amplificacion (3-16
copias). En el grupo 3 no hubo amplificacién de EGFR. Anteriormente,
se ha demostrado que esta clasificacidon es util para estudiar los niveles
de amplificaciéon de EGFR tanto en células cultivadas como en tejidos
tumorales primarios mediante FISH y andlisis citogenético®°.

Figura 16. Patrones de amplificacion de EGFR en GB analizado por Hibridacion
fluorescente in situ. Sondas para el EGFR y el centrémero 7 se marcaron con rojo
y verde respectivamente. (A) Células tumorales no amplificadas. (B) Células
tumorales con amplificacion de bajo nivel/ ganancia de nimero de copias de EGFR y
polisomia del cromosoma 7. (C) Células tumorales que muestran una amplificacion
de alto nivel de EGFR.
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De manera similar, el andlisis MLPA, que solo separa en dos categorias,
mostré que el 29,7% de los casos no tenian ganancias de EGFR,
mientras que el 70,1 % de los casos mostraron ganancias de copias de
EGFR. En general, hubo una buena correspondencia entre los resultados
de la amplificacién de EGFR medidos mediante técnicas iFISH y MLPA.
Comparando FISH H-amp y L-amp con MLPA “ganancia”, y FISH N-amp
con MLPA “sin ganancia”, la concordancia entre ambas técnicas fue
buena, con un resultado coincidente en 83,05 % de las muestras (indice
kappa de Cohen:0.610). La concordancia fue del 93,4% para los GB
L-amp y H-amp evaluados por iFISH que fueron detectados como
ganancias por MLPA. En cuanto a los tumores N-amp, la concordancia
descendi6 al 64,3 %.

La determinacion visual del EGFR hizo que iFISH fuera mas adecuado
para categorizar los casos segln su estado de amplificacion. Por lo
tanto, los siguientes analisis con respecto al estado de amplificacién
de EGFR se basaron de acuerdo con los datos de iFISH. Entre los 128
pacientes con GB, no encontramos asociaciones significativas entre la
amplificaciéon de EGFR y la supervivencia (p=0,387). Los datos clinicos
tampoco revelaron diferencias significativas.

3.2.2.2. Expresion del gen EGFR

La expresion de ARNm de EGFR se cuantific6 mediante gRT-PCR en un
subgrupo de la poblacion en estudio. Se determind si la expresion del
EGFR se correlacionaba con la activacién por amplificacion del EGFR.
En comparacién con el grupo N-amp, encontramos que los tumores
del grupo H-amp mostraron un aumento de mas de 3,8 veces en la
expresion de ARNm de EGFR. Y no se detecté ningln aumento en
la expresién de ARNm de EGFR en los tumores del grupo L-amp en
comparacion con los tumores del grupo N-amp (Figura 17). Por tanto,
llegamos a la conclusién de que la amplificacion del gen EGFR se
correlaciona con la expresién de EGFR.
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Figura 17. Relacién de la expresion ARNm de EGFR en GB con los tipos de
amplificacién encontrados por iFISH.

3.2.2.3. Estudio de la presencia del mutante EGFRvIII
por MLPA

Los GB IDHwt (n=128) mostraron EGFRVIII en el 34,1% de los
casos (n= 45). Los datos clinicos no revelaron diferencias entre
ambos grupos en cuanto a edad, localizacién del tumor ni tamano.
No obstante, hubo un aumento significativo de la presencia de esta
variante en mujeres (55,6 % EGFRVIII vs 37,3% EGFRwt, p=0,047%*).
El andlisis de Kaplan-Meier reveld diferencias estadisticas en la
supervivencia global (SG) (Figura 18, p=0,014%*), que representa 150
dias en EGFRwt frente a 90 dias en EGFRVIII (prueba t de Student p
= 0,027*). Ademads, EGFRVIII fue significativamente mas frecuente
en GB con amplificacion de EGFR. Lo encontramos en 10 casos en
el grupo N-amp (23,8%), 2 casos en L-amp (13,3%) y 31 casos en
H-amp (50,8%, p = 0,003 **),
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Figura 18. Asociacion de la presencia del mutante EGFRVIII con la SG. La linea azul
representa supervivencia en pacientes con EGFRwt (media = 180 dias). La linea
verde representa la supervivencia de los pacientes que mostraron EGFRVIII (media
= 150 dias). El andlisis log rank [Mantel-Cox] demuestra significancia estadistica.

3.3. Biomarcadores basados en la caracterizacion
de SCNA por MLPA

Las alteraciones del nimero de copias somaticas (SCNA) son cambios
adquiridos comunes en las células cancerosas (amplificaciones vy
deleciones) que tienen un papel importante en la progresion del GB.
Identificamos que el 100% de los casos de tumores presentaban SCNA
en al menos dos de los genes analizados. Ademas, de todos los loci
explorados, encontramos SCNA en todos ellos en al menos siete casos.
En la Tabla 6 se muestra un resumen de la prevalencia de alteraciones
genéticas identificadas en pacientes con 128 GB-IDHwt.
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Wild-
type Mutated
Parameter Specification Outcome IDH1/2 1IDH1 P value
(n= (n=9)
128)
TP53 Mutation 20.2% 17.3% 50.0% *0.028 x2
Alteration 61.4% 64.4% 22.2% *0.012 x2
N-amp 38.6% 35.6% 77.8% *0.011 x2
EGFR FISH
L-amp 13.4% 12.7% 22.2%
H-amp 48.0% 51.7% 0.0%
No 65. 9%
EGFRvVIII
Yes 34.1%
EGFR Gain 65.4% 70.1% 0.0% ***<0.001x2
Normal 34.6% 29.9% 100% ***<0.001kw
Alteration 63.5% 65.6% 33.3% 0.052x2
CDKN2A Loss 53.3%
Gain 10.2%
Alteration 54.0% 56.3% 22.2%
CDKN2B Loss 48.9% 0.080 ft
Gain 5.1%
Alteration 65.9% 65.9% 66,7 % 0.961x%2
SCNA
PTEN Loss 55.6%
Gain 10.4%
MTAP Alteration 52.9% 53.5% 44.4% 0.734ft
TIMP3 Alteration 65.0% 64.1% 77.8% 0.404 x2
ERBB2  Alteration 26.5%
MVP Alteration 59.5% 56.3% 100% *0.020ft
MEN1 Alteration 60.6% 57.8% 100% *0.012x2
ADD3 Alteration 45.3% 46.9% 22.2% 0.183ft
PCCA Alteration 44.1% 46.6% 12.5% 0.075ft

Prevalence of genetic alterations and cross tabulation of IDH1 mutation status versus
clinical characteristics and genetic alterations are depicted. For genetic alteration,
only significant findings are shown (* means 0.05 > p > 0.01, ** means 0.01 > p
> 0.001, *** means p < 0.001). Date are mean (range), number (%), or median
(95%CI). Abbreviations: CNA, copy number alteration; ft, Fisher’s exact test; KFS,
Karnofsky Performance Status; kw, Kruskal-Wallis test; Ir, long-rank test; mw,
Mann-Whitney-Wilcoxon test and 2, Pearson’s chi-squared test.

Tabla 6. Resumen de las caracteristicas moleculares mas relevantes de 137 pacientes
con glioblastoma.
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Figura 19. Alteraciones del nimero de copias somaticas (SCNA) de los GB analizados
por MLPA. La distribucion de las CNV encontradas en los diferentes genes diana
ensayados muestran la heterogeneidad de GB.

En la Figura 19 se puede ver un resumen de todos los SCNA detectados
entre los genes estudiados. Esta imagen ofrece un panorama de la alta
heterogeneidad genética encontrada en GB. Detectamos alteraciones
que afectan a mas del 45 % de los casos en EGFR (70,1 % de los casos),
CDKN2A (65,6 %), TIMP3 (64,1%), MEN1 (57,8%), CDKN2B (56,3 %),
MVP (56,3%) , PTEN (54,8%), MTAP (53,5%), ADD3 (46,9%) y PCCA
(46,6 %).

De esos loci, estudiamos con mas detalle los valores encontrados en
EGFR, PTEN, MVP y ADD3.

3.3.1. Variacién en el nimero de copias de EGFR

Los GB amplificados con EGFR mostraron diferentes CNAs que los
casos amplificados sin EGFR. En este estudio, cuatro genes revelaron
diferencias estadisticas en su afectaciéon dependiendo del estado
de amplificacion de EGFR: pérdidas/ganancias de MSH6 en 2p16.3,
delecion de CDKN2A y MTAP, ambas en 9p21 y ganancias de JAGI
en 20p12.2 (Figura 20A). El analisis TCGA a través de cBioportal
apoyo nuestros datos, ya que mostré una fuerte asociacion entre las
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Figura 20. SCNAs relacionados con el estado del gen EGFR. A) SCNA relacionados
con el estado de amplificacion de EGFR. MSH6 p = 0.007, CDKN2A p = 0.023, MTAP
p = 0.017 and JAG1 p = 0.029. B) SCNA asociado con la presencia de EGFRvIII.
MSH6 p = 0.001, ATR p = 0.019, ADD3 p = 0.010, PTEN p = 0.002, CDKN2A p =
0.004, SPG11 p = 0.003, MVP p = 0.032, ERBB2 p = 0.008, and JAG1 p = 0.013. *
se utilizé para 0,050 > p > 0,010, ** para 0,010 > p > 0,001 y *** para p 0,001.

pérdidas de CDKN2A y MTAP y la ganancia/amplificacién de EGFR (p
<0,0001***), Cabe destacar que ambos genes se encuentran en 9p21.
Los datos de TCGA también mostraron una asociacién estadistica entre
la ganancia/ amplificacién JAG1 y la ganancia/amplificacion EGFR (p
<0,0001***), MSH6 mostro alteraciones en un pequefo niimero de GB
y no alcanzé un resultado significativo.

Con respecto a la variante mutada de EGFR, encontramos en nuestra
serie que los casos de EGFRVIII mostraban SCNAs estadisticamente
diferentes a sus contrapartes de EGFRwt: MSH6 (2p16.3), ATR (3923),
ADD3 (10qg25.1), PTEN (10g23.31), CDKN2A (9p21), SPG11 (15qg21),
MVP (16p11.2), ERBB2 (17g12), JAG1 (20p12.2) (Figura 20B). Las
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vias de interaccion se obtuvieron a partir del software en linea STRING
(https://string-db.org/). El analisis funcional de estos genes reveld
un valor p de enriquecimiento en PPI de 9.2e-06 y una asociacidon no
aleatoria con la regulacién negativa de los procesos de adhesién célula-
matriz (Tasa de Descubrimientos Falsos-FDR- de 0.00100).

3.3.2. Variacion en el nimero de copias de MVP

Los cambios en el nimero de copias del gen MVP, determinados por MLPA,
oscilaron entre 0,47 y 6,49 unidades relativas. De acuerdo con esto, los
GB con pérdida de MVP fueron el 6,2%, el 37,2% fueron normales y
el 56,3 % presentaron ganancias en el nimero de copias de MVP. La
expresion de MVP se estudié también mediante inmunohistoquimica y
como se muestra en la Figura 21, hubo una buena correspondencia
entre la expresion de MVP vy los valores de dosis de genes.

Se encontrd en las células tumorales otra interesante correlacién entre
los valores de KPS y los niveles de MVP. Los tumores del 77,8% de
los pacientes con valores de KPS entre 80 y 100 (21/27), presentaron
valores bajos de MVP sugiriendo una relacién directa entre el buen
estado de los pacientes al momento del diagndstico y normal o niveles
bajos de dosis del gen MVP.

A B C

Figura 21. MVP inmunoexpresion seguin su nivel de amplificacion, utilizando secciones
incluidas en parafina. (A) Células con baja expresion de MVP o ausencia de MVP
expresion correspondiente a niveles de amplificacién de MVP por debajo de 0,7 unidades
relativas. (B) Células con expresion normal de MVP correspondiente a MVP niveles de
amplificacién entre 0,7 y 1,3 unidades relativas. (C) Células con alta expresiéon de MVP
correspondiente a niveles de amplificacion de MVP superiores a 1,3 unidades relativas.
Cada micrografia es representativa de tres muestras de cada categoria de amplificacion
MVP. Ampliacion 40x.
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Figura 22. Relacidon entre las variaciones en el nUmero de copias del gen MVP y la
supervivencia. (A) Relacion entre tres niveles de dosificacion del gen MVP y la
supervivencia de los pacientes tratados con quimioterapia. (B) Distribucion de la
supervivencia por el método de Kaplan-Meier que muestra el efecto en la supervivencia
de pacientes con GB tratados con quimioterapia que tienen niveles bajos (delecion) y
normales/altos de MVP (tumores sin delecidn). **** p <0,0001.

Los tumores derivados de pacientes tratados con quimioterapia que
fallecieron durante el primer afio después de la cirugia tuvieron un
valor de dosis de MVP de 1,15 + 0,27 (N = 20), los pacientes en las
mismas condiciones terapéuticas que fallecieron durante el segundo afno
tuvieron un valor de MVP similar de 1,14 £ 0.48 (N = 9), y los pacientes
con una supervivencia a largo plazo, mas de dos afios, mostraron un
valor de dosis de MVP mas bajo de 0,87 £ 0.28 (N = 9). La relacion
entre las dosis de MVP y la supervivencia se muestra en un histograma
y en las curvas de supervivencia (Figura 22). Las diferencias entre las
curvas de supervivencia de tumores con delecién de MVP y tumores sin
delecion de MVP fueron significativas, a un nivel de P <0,0001.

En la Tabla 7 se muestra la correlacién entre varias alteraciones
moleculares y el estado del gen MVP con o sin ganancias. De 64 GB con
ganancias de MVP, 42 correspondieron a casos con EGFR amplificado
y 22 sin amplificacién de EGFR. Y, con respecto a la variante mutada
de EGFR, el 74,3% de los tumores con EGFRVIII (26/35) también
presentaban ganancias del gen MVP. Ademas, en el subconjunto de
muestras con EGFRvIII con EGFR no amplificado, todos los GB de
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MVP gene dosage (n° cases)

Amplification i
Parameter Specification P amplification Total
(MVP = 1.3)
(MVP < 1.3)
No 38 40 78
EGFRVIII
Yes 26 9 35
Gain 42 30 72
EGFR
Normal 22 19 41
SCNA Gain 0 11 11
PTEN Normal 21 25 46
Loss 43 13 56
Total 64 49 113

Tabla 7. Correlacién del estado de EGFR vy la delecion de PTEN con la dosis del gen
MVP estudiado por MLPA.

pacientes masculinos mostraron una mayor amplificacion de MVP
(media £ SD: 2,34 £ 0,28, N = 5) con respecto a las mujeres (media
+ SD: 1,44 £ 0.39, N = 3) y estas diferencias fueron significativas a un
nivel de *P <0.05 (prueba de Mann-Whitney).

3.3.3. Variacioén en el nimero de copias de PTEN

De las muestras de GB en estudio, el 59,3% presentaron el PTEN
alterado, donde el 49,6% casos mostraron una delecion de PTEN vy el
9,7 % presentaron ganancia o amplificacion.

En nuestro estudio, la deleciéon de PTEN se relaciona con niveles mas
altos de MVP (ver Tabla 7 y Figura 23). La relacién inversa entre
los valores de MVP y PTEN se demostré mediante un coeficiente de
Pearson de 0,46 con un nivel de significancia de **P <0,01. De manera
reciproca, la ganancia o amplificacion de PTEN fue incompatible con la
ganancia de MVP.

86 PATRONES DE AMPLIFICACION DE EGFR EN EL GLIOBLASTOMA, E IDEI}ITIFICACIV(’)N
DE BIOMARCADORES IMPLICADOS EN SUS PRINCIPALES VIAS DE SENALIZACION



3. RESULTADOS

Figura 23. Relacidon entre la presencia o ausencia de delecion de PTEN vy los niveles
de dosis génica MVP. Los datos se expresan como media + SD. **P <0,01.

3.3.4. Variacion en el numero de copias de ADD3

Detectamos alteraciones en ADD3 en el 46,9 % de los casos. Tiende a
estar mas alterado en mujeres (55,4 % de los casos) que en hombres
(40,3 % de los casos).

En nuestro estudio encontramos una asociacién estadistica significativa
entre la presencia de la variante mutada EGFRVIII y la delecion de
ADD3 (Figura 20B).

Ademas, estd asociado con la SG, ya que los pacientes con SCNA
en ADD3 mostraron una SG de 6,98 £ 1,17 meses mientras que los
pacientes sin SCNA en ADD3 mostraron una SG de 13,46 £ 2,24 meses
(p = 0,012%). El analisis de rango largo (Mantel-Cox) demuestra una
asociacion estadistica (p = 0,014 *, Figura 24).
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Figura 24. Asociacion entre SCNA en ADD3 y supervivencia global (SG). El eje
Y representa el tiempo de supervivencia acumulado en términos de probabilidad:
oscila entre 0 (0% de los casos) y 1 (100% de los casos). El eje X muestra el periodo
de supervivencia, expresado en meses. La linea azul representa la supervivencia en
pacientes con ADD3 de tipo salvaje (media = 13,46 meses). La linea verde representa
la supervivencia en pacientes cuyos tumores mostraron SCNA en ADD3 (media = 6,98
meses). El analisis de rango largo (Mantel-Cox) demuestra significacion estadistica.

3.4. EGFR y vias de senalizacion

De todos los genes estudiados, los que estan implicados en las vias de
sefializacion mas relacionadas con la amplificacién o mutacion de EGFR
son los siguientes: CDKN2A, MTAP, PTEN, MVP, JAG1, ATR y ERBB2.

En la via CDKN2A/CDK4/RB1, la proteina RB1 controla la progresion
a través de G1 hacia la fase S del ciclo celular, y la pérdida de la funcién
normal de EGFR puede resultar de la expresidn alterada de cualquiera
de estos genes (Figura 25). Encontramos una fuerte asociaciéon entre
las pérdidas de CDKN2A y MTAP y la ganancia/amplificacion de EGFR.

En la via EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K, los receptores de
crecimiento (por ejemplo, EGFR) se activan, lo que da como resultado
el reclutamiento de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) a la membrana
celular. PI3K fosforila el fosfatidinositol-4,5-bisfosfato (PIP2). PTEN
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Figura 25. Esquema de las vias de sefializacidn estudiadas en GBs.

inhibe la sefial PIP3, inhibiendo asi la proliferacion celular (Figura 25).
El gen supresor de tumores NF1 codifica la neurofibromina que
funciona principalmente como un regulador negativo de RAS y también
desempefia un papel en las vias mediadas por adenilato ciclasa y AKT-
mTOR (Figura 25). En nuestro estudio encontramos una relacién entre
la presencia del EGFRVIII y la pérdida del gen supresor de PTEN.

En la via TP53/MDM2/MDM4/p14ARF, el gen TP53 codifica una
proteina que desempefia un papel en varios procesos celulares,
incluido el ciclo celular, la respuesta de las células al dafo del ADN, la
muerte celular y la diferenciacidn celular. Entre las vias relacionadas
del gen ATR, se encuentran la sefializacién p53 y la regulacion
del dafio del ADN/ATR del punto de control G1/S (Figura 25). Las
mutaciones de EGFR estan asociadas en nuestro trabajo a las
deleciones de ATR.
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Por otra parte, las proteinas codificadas por MVP y ERBB2 puede
desempefiar un papel en multiples procesos celulares regulando las vias
de sefializacion MAP quinasas (Figura 25). En este trabajo la variante
mutada de EGFR se presentaba asociada a ganancias del gen MVP y del
gen ERBB2.

Con respecto al gen JAG1, entre sus vias relacionadas se encuentran la
sefializacion por GPCR vy la via de desarrollo mediada por NOTCH1 para
la modulacion de la actividad de NF-KB (Figura 25). Las ganancias de
JAG1 se presentaron asociadas tanto a la amplificaciéon de EGFR como
a su variante EGFRVIIIL.

Ademas, con respecto a la amplificacion de EGFR, se construyd
una red biolégica donde se establecieron las interacciones entre las
proteinas mediante el uso de la plataforma STRING!78, El analisis con
la plataforma web STRING proporciond un valor p de enriquecimiento
de PPI (interaccién proteina-proteina) de 0,000987 y se detecté una
asociacion de estos genes implicados con la activacion de NOTCH3 vy
con una regulacién negativa de la adhesion célula-matriz. Basandonos
en un estudio previo publicado por Umehara, et al., 2019'7°, analizamos
en nuestra serie casos que presentaran triple SCNA (EGFR, CDKNZ2A y
PTEN); encontrando su presencia en el 25,0% de los casos y mostraron
una SG de 7,64 £ 1,97 meses, inferior a los 11,25 + 1,71 meses en los
casos sin triple SCNA.

3.5. Clasificacion genética de glioblastomas:
distribucion de los casos en subgrupos

Con el objeto de identificar subgrupos en nuestra poblacion de GB, se
aplicé la clasificacion de conglomerados jerarquicos a nuestros datos
moleculares. Este analisis permitié distinguir tres grupos de GB (C1,
C2 y C3) claramente diferenciados en base a los resultados genéticos
(alteracién/ no alteracién). En la Tabla 8 se resumen los resultados de
los marcadores moleculares en los tres subgrupos mencionados. En
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Figura 26. Analisis de agrupamiento. Mapa de calor de la clasificacion jerarquica de
los clusteres. Los pacientes incluidos estan representados en el eje Y y los genes que
contribuyeron al modelo en la X. Los cuadrados verdes no muestran SCNA, los cuadrados
rojos muestran SCNA.Andlisis de agrupamiento. Mapa de calor de la clasificacién
jerarquica de los clUsteres. Los pacientes incluidos estan representados en el eje Y y los
genes que contribuyeron al modelo en la X. Los cuadrados verdes no muestran SCNA, los
cuadrados rojos muestran SCNA.

este analisis se excluyd a 37 pacientes porque la informaciéon no estaba
completa. De los 91 pacientes a clasificar, 18 eran sujetos inclasificables
por la diversidad de las SCNAs encontradas y 73 se distribuyeron entre los
tres diferentes grupos realizados. Los conglomerados mostraron cambios
parcialmente superpuestos y otros completamente diferenciados entre
ellos (Figura 26).
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Genes Studied Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 p-Value

CTNNB1 11,1 8,0 28,6 0.120 (KW)
CDH7 0,0 12,0 4,8 0.166 (KW)
IQGAP1 18,5 12,0 23,8 0.581 (KW)
GLDC 7,4 12,0 23,8 0.254 (KW)
TP53 11,1 12,0 42,9 0.011%* (Chi)
TGFBR2 11,1 16,0 9,5 0.781 (KW)
ING1 18,5 24,0 33,3 0.495 (Chi)
SIX3 14,8 24,0 52,4 0.014* (Chi)
L4 14,8 24,0 66,7 <0.001 *** (Chi)
PCCA 44,4 24,0 85,7 <0.001 *** (Chi)
DYSF 18,5 28,0 42,9 0.180 (Chi)
HNF1A 37,0 28,0 57,1 0.124 (Chi)
DOCKS 7,4 32,0 9,5 0.036% (KW)
ERBB2 14,8 36,0 19,0 0.169 (Chi)
ATL1 22,2 36,0 52,4 0.096 (Chi)
ATR 25,9 48,0 19,0 0.080 (Chi)
TRAF4 44,4 52,0 28,6 0.268 (Chi)
JAG1 3,7 56,0 9,5 <0.001 *** (Chi)
SPG11 14,8 56,0 9,5 <0.001 *** (Chi)
EGFRvIII 14,8 56,0 23,8 <0.001 *** (Chi)
MSH6 11,1 60,0 66,7 <0.001 *** (Chi)
ADD3 40,7 72,0 42,9 0,048%*(Chi)
SMARCA4 33,3 84,0 4,8 <0.001 *** (Chi)
MVP 51,9 84,0 14,3 <0.001 *** (Chi)
MTAP 22,2 84,0 76,2 <0.001 *** (Chi)
PTEN 44,4 88,0 38,1 <0.001 *** (Chi)
TIMP3 44,4 92,0 57,1 0.001 ** (Chi)
EGFR 40,7 92,0 85,7 <0.001 *** (Chi)
MEN1 44,4 96,0 23,8 <0.001 *** (Chi)
CDKN2A 7,4 100,0 100,0 <0.001 *** (Chi)

p-values were calculated by the (Chi), Pearson’s chi-squared test x2 and (KW),
Kruskal-Wallis test. To highlight statistical significance * was used for 0.0SO> p >
0.010, ** for 0.010 > p > 0.001 and *** for p:,; 0.001.

Tabla 8. Andlisis de agrupamiento (PCA) de GB IDHwt.
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3.5.1. Caracteristicas moleculares de los tres
subgrupos de GB

Los diferentes subgrupos mostraron diferencias en su perfil molecular.
Genéticamente, el analisis mostré que C1 fue el menos afectado, C2
mostroé alteraciones de cerca de la mitad de los loci explorados en mas
del 50% de los casos, y C3 mostré una situacion intermedia, con cerca
del 30% de los genes incluidos afectados, en mas del 50% de los casos.
Cuando analizamos el estado de amplificacion de EGFR por iFISH en
relacién con estos grupos, encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,007 **): la mayoria de los casos de C1 fueron
N-amp (63,0%) en comparaciéon con un 28,0% y 19,0% en C2 y C3,
respectivamente. La mayoria de los casos de C2 y C3 fueron H-amp
(64,0% y 61,9%, respectivamente), en comparacién con un 22,2%
en Cl1. Esta distribuciéon de los casos para el grupo L-amp fue mas
homogénea, representando 14,8%, 8,0% y 19,0% en C1, C2 y C3,
respectivamente.

El clister 2 mostré la mayor frecuencia de SCNAs en CDKNZ2A,
MEN1, EGFR, TIMP3, PTEN, MTAP, MVP, SMARCA4, ADD3, MSH6,
JAG1, SPG11 y DOCKS8. Con la finalidad de recontruir la red de PPI
(interaccién proteina-proteina) de los genes con expresion diferencial
(DEGSs), se utilizd la base de datos STRING. El analisis de la funciéon
génica y la anotacion de la via usando este software mostré una red PPI
significativa con un p-valor de 0,000522 y una asociacion funcional con
los procesos bioldgicos (PB) ‘regulacién de la adhesion célula-sustrato’
(FDR) = 8.36e-05, por JAG1, CDKN2A, PTEN y MEN1) y “adhesion
célula-matriz” (FDR = 0.000522, por JAG1, CDKN2A y PTEN). Ademas,
el analisis de la categoria del componente celular (CC) mostrd una
asociacién significativa con la presencia de proteinas codificadas en
diferentes partes de la célula, detectadas en la membrana plasmatica
(recuento en conjunto de genes: 5/1061), en la luz del organulo
(recuento en conjunto de genes: 10/5162) y en la envoltura nuclear
(recuento en conjunto de genes: 9/4359), todos con FDR = 0.0364, lo
que sugiere un trafico intenso de estas proteinas a través de la célula
(Figura 31).
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El cluster 3, al igual que el C2, mostro6 pérdidas en CDKN2A en el 100 %
de los casos, alta frecuencia de amplificacion en EGFR y alteraciones
de SCNA en MTAP y MSH6. Ademas, este C3 mostré SCNAs frecuentes
en TP53, IL4, PCCA y SIX3. El analisis de STRING mostrd una red PPI
enriquecida con un p-valor de 0,0019 y una asociacion con los procesos
bioldgicos “regulacion de la transicion de fase del ciclo celular” con un
FDR de 0,0060. Sin embargo, no se reveld ningin componente celular
especifico.

Finalmente, el clister C1 fue el grupo menos alterado. Mostré un nivel
mas bajo estadisticamente significativo de alteraciones de CDKN2A,
MSH6, MTAP y EGFR en comparacion con sus contrapartes.

Aunque se observd una mayor supervivencia global entre los pacientes
del grupo C3 (10,7 meses) que en el resto de grupos (7,2 meses y 5,9
para C1 y C2, respectivamente), esta diferencia no alcanzé niveles de
significacidn estadistica.

EGFRvIII y las pérdidas en ADD3, alteraciones asociadas a la
supervivencia, se concentraron en el grupo 2. En concordancia, C2
mostré como se menciond anteriormente, la supervivencia global (SG)
mas corta.

3.6. Alteraciones epigenéticas

Se evaluaron los niveles de metilacion de las islas CpG presentes en las
regiones promotoras de los genes INK2A, PTEN, MGMT, TIMP-3, CDH1,
GSTP, KRAS, MLH1, NFKB1 y ARF1 utilizando la plataforma Sequenom
MassARRAY. Para ello se utilizaron 36 GB y como control se utilizaron
seis muestras de tejido no neoplasico.

Los niveles de metilacion en los promotores de los genes MGMT, KRAS
y PTEN en las muestras de GB excedieron a los de los tejidos cerebrales
no neopldsicos, mientras que los promotores de los genes ARF1, CDH1,
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CDKNZ2A y GSTP estaban mayoritariamente hipometilados, y los niveles
de metilacién de MLH1, NFKB1 y TIMP3 fueron similares a los de las
muestras de control.

Se exploraron las asociaciones entre estos hallazgos y el estado de
amplificaciéon del gen EGFR.

3.6.1. Evaluacion del estado de metilacion del ADN
y el estado de amplificacion de EGFR

Los niveles de metilacion de estos genes se analizaron con respecto
al estado de amplificacién del gen EGFR. De los 10 genes analizados,
encontramos que solo la metilaciéon del promotor ARF1 se asocid
significativamente con amplificacion del gen EGFR. El nivel de metilacién
del promotor ARF1 diferia significativamente entre los grupos EGFR
H-amp y EGFR L-amp en comparacion con el grupo EGFR N-amp (valor
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Figura 27. Diagramas de caja que representan el nivel de metilaciéon del promotor
ARF1 relacionado con diferentes niveles de amplificacion de EGFR en GB y tejidos
de control no neopldsicos. Los recuadros denotan el rango intercuartilico, las lineas
denotan la mediana y los bigotes indican la variabilidad fuera de los cuartiles superior
e inferior. EGFR H-amp y L-amp con respecto a N-amp: valor de p <0,01. Los circulos
representan valores atipicos expresados como valores 1,5 veces fuera del rango
intercuartilico.
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Figura 28. Mapa de calor de los niveles de metilacién de las regiones CpG dentro del
promotor del gen ARF1. Andlisis de agrupamiento jerarquico de las muestras de GB
que muestra tres patrones de metilacion ARF1 distintos (MP1, MP2 y MP3).

de p <0,01). El nivel de metilacion de ARF1 era significativamente mayor
(valor medio 21,9%) en el grupo de tumores sin amplificacion de EGFR
en comparacién con los grupos con un nivel alto o bajo de amplificacién
de EGFR (valores medios 12,2% vy 10,0 %, respectivamente) (Figura 27).

Aplicamos analisis de agrupamiento jerarquico no supervisado al
estado de metilacion de los diversos sitios CpG presentes dentro de la
regién promotora de ARF1 con el fin de explorar posibles asociaciones
con los grupos de amplificacién de EGFR. Calculamos la significacion
estadistica de la agrupacion mediante bootstrapping. El namero
maximo de agrupaciones que conservaban la significacién estadistica
(p <0,01) fue 3. Encontramos que los distintos patrones de metilacion
que surgieron en estos agrupamientos se relacionaban con los
niveles de amplificacién de EGFR en los GB (Figura 28). El patréon de
metilacion 1 (MP1), caracterizado por un nivel muy bajo de metilacion
de ARF1, se detectd solo en tumores con amplificacion de EGFR (cuatro
de ellos con nivel alto y tres con nivel bajo). El patréon de metilacién 2
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Figura 29. Niveles de ARNm de ARF1 medidos por gRT-PCR en comparacion con
diferentes patrones de metilacion del promotor del gen ARF1. Los recuadros denotan
el rango intercuartilico, las lineas denotan la mediana y los bigotes denotan los
percentiles décimo y noventa. Los circulos representan valores atipicos expresados
como valores 1,5 veces fuera del rango intercuartilico.

(MP2), caracterizado por un nivel variable de metilacién de ARF1, se
detectd en 15 casos con diferentes niveles de amplificacion de EGFR
(once de ellos con nivel alto y cuatro con nivel bajo), pero también
cinco casos sin amplificacion de EGFR. El patrén de metilacion 3 (MP3),
caracterizado por un alto nivel de metilacién de ARF1, se detect6 solo
en los casos sin amplificaciéon de EGFR (15 casos), incluidas las seis
muestras de tejido de control no neoplasicas.

3.6.2. La metilacion del promotor ARF1 se correlaciona
con su expresion de ARNm

Para evaluar el impacto de la metilacidon del promotor en la expresion del
gen ARF1, se cuantifico el nivel de expresion del ARNm mediante gRT-PCR
(Figura 29). Encontramos que los tumores MP1 mostraron un aumento
de mas del doble en la expresiéon del ARNm de ARF1 en comparacion
con los tumores del grupo MP2 y MP3 (p <0,05). Las diferencias en los
niveles de expresion de ARF1 entre los tumores del grupo MP2 y MP3 no
fueron estadisticamente significativas.
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3.6.3. Amplificacion de EGFR, metilacion de ARF
y perfiles metabolémicos

Se midieron los perfiles metabdlicos de las muestras de GB recogidas
en este estudio, utilizando la técnica de espectroscopia de alta
resolucion “high resolution magic angle spinning spectroscopy” (HR-
MAS). Usando esta técnica, obtuvimos espectros bien resueltos de
muestras de tejido GB intactas, que mostraron diferencias de region
espectral estadisticamente significativas entre las muestras del grupo
EGFR H-amp, EGFR L-amp y EGFR N-amp, que se encontré que estaban
asociadas con 15 metabolitos putativos (Figura 30).

Las diferencias observadas incluyeron concentraciones mas altas de
colina, fosfocolina, glutamato, glutatién total y uracilo, y concentraciones
mas bajas de acidos grasos globales en muestras de GB con niveles
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Figura 30. Perfiles metaboldmicos de GB segun el estado de amplificaciéon del gen
EGFR (negro, alto nivel de amplificacion; gris, bajo nivel de amplificacion; blanco, sin
amplificacion). solo se presentan cambios metabdlicos estadisticamente significativos.
Los niveles se expresan como el area espectral del metabolito de interés dividida por
el area espectral alifatica total. *, valor de p con respecto al nivel alto del grupo de
amplificacién <0,05; **, valor de p con respecto al nivel alto del grupo de amplificacién
<0,01; #, valor de p con respecto al nivel bajo del grupo de amplificacién <0,05; ##,
valor de p con respecto al nivel bajo del grupo de amplificacion <0.01. Cho: colina;
PCho; fosfocolina; Leu, leucina; Ile, isoleucina; Met, metionina; mino, mioinositol;
Ala, alanina; Lac, lactato; Urac, uracilo; Tyr, tirosina; Ace, acetato; GSx, glutation
total; Tau, taurina; FA, acidos grasos totales (resto CH2); Glu, glutamato.
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altos de amplificacién de EGFR en comparacion con los otros dos
grupos, encontrando una asociacién positiva entre la amplificacion del
EGFR vy diferentes precursores de membrana y metabolitos donantes de
metilo. Estos datos indicarian que los niveles altos de amplificacion de
EGFR asociados a niveles bajos de metilacion del promotor ARF1 (MP1
y MP2) se correlacionarian con estos metabolitos.

Por otro lado, encontramos que la falta de amplificacion de EGFR, que
se asocia con un alto nivel de metilacion del promotor ARF1 (MP3), se
asocio con niveles mas altos de leucina, isoleucina, lactato, alanina,
taurina, mioinositol, metionina y acetato, y niveles mas bajos de
tirosina.
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Abstract—Glioblastoma (GBM) is the most frequent and
malignant primary brain tumor. Conventional therapy of sur-
gical removal, radiation and chemotherapy is largely pallia-
tive. Major vault protein (MVP), the main component of the
vault organelle has been associated with multidrug resis-
tance by reducing cellular accumulation of chemotherapeu-
tic agents. With regard to cancer, MVP has been shown to be
overexpressed in drug resistance development and malig-
nant progression. The aim of the present study was to
evaluate the MVP gene dosage levels in 113 archival sam-
ples from GBM and its correlation with patients’ survival
and epidermal growth factor receptor (EGFR) and phos-
phatase and tensin homolog (PTEN) gene dosages.
Fluorescent in situ hybridization revealed polysomy of chro-
mosome 7 in 76.1% of the GBMs and EGFR amplification in a
64.6% of the tumors. Genetic status of EGFR, PTEN and MVP
copies was determined by multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) technique. 31% of the tumors
showed the EGFR is variant lll mutation (EGFRVIII) mutation
and 74.3% of them presented amplification of MVP gene.
Amplification of EGFR and MVP was found in a 63.7% and
56.6% of the GBM, respectively. An inverse correlation
between MVP and PTEN dosage values was observed.
Besides, an inverse relationship between the survival of
the patients treated with chemotherapy and the levels of
MVP copies was determined. In conclusion, our study
reveals an important role of MVP, together with EGFRvIIl
and PTEN, in the progression of GBM and proposes it
as a novel and interesting target for new treatment
approaches. © 2015 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.
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INTRODUCTION

Glioblastoma (GBM) is the most common and most
aggressive primary human brain malignancy (Furnari
et al., 2007). The conventional therapy consists of surgi-
cal resection, radiotherapy and chemotherapy, with sur-
vival rates of 14.6 months (Stupp et al., 2009). Many
pharmacological targets have been revealed, but for most
patients, clinical response to targeted inhibitors are either
not apparent or not durable (Cloughesy et al., 2014). New
treatment approaches are urgently needed. For this rea-
son, the molecular genetics of GBM are under intense
investigation.

The epidermal growth factor receptor (EGFR) gene,
located at 7p12.1, is frequently overexpressed, amplified
and mutated in GBM (Ohgaki and Kleihues, 2007;
Lépez-Ginés et al., 2010; Verhaak et al., 2010). In this
sense, EGFR has been identified to be a genetic alter-
ation in 50-70% of GBM (Network C.G.A.R., 2008). The
most common rearrangement of the EGFR is variant Il
mutation (EGFRUvIIl), an in-frame deletion of 801 base
pairs spanning exons 2-7 of the EGFR gene (Nishikawa
et al., 1994; Brennan et al., 2013) which encodes the
ligand-binding domain of the receptor, generating a con-
stitutively active oncogenic receptor tyrosine kinase
(Huang et al., 2010) and, in turn, accelerating tumor
growth (Inda et al., 2010). Additionally, EGFRVIII protein
is more sensitive to EGFR tyrosine kinase inhibitors
(Mellinghoff et al., 2005; Vivanco et al., 2012).

Phosphatase and tensin homolog (PTEN) gene,
located at 10g23.3, has been shown to play an
important role in GBM. A frequent genetic alteration in
GBM is loss of heterozygosity at 10qg, found in
approximately 70% of the cases (Network C.G.AR.,
2008). Mutation of PTEN is also frequent in this tumor
type (Ohgaki et al., 2004). Inactivation of PTEN can be
attributed to gene mutation, loss of heterozygosity, pro-
moter hypermethylation, microRNA-mediated regulation
of gene expression and post-translational phospho-
rylation. Functional inactivation of the tumor suppressor
protein PTEN has been detected in multiple cases of
GBM and it has been shown to be closely linked to the
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development, progression and prognosis of the disease
(Ohgaki et al., 2004; Mellinghoff et al., 2007).

Vaults are multi-subunit ribonucleoprotein cellular
organelles that may be involved in nucleo-cytoplasmic
transport (Scheffer et al.,, 1995). Major vault protein
(MVP) is the main component of vaults and functions as
a transport-associated protein that may be related with
multidrug resistance by reducing cellular accumulation
of chemotherapeutic agents (Scheffer et al., 1995). The
MVP gene is located on chromosome 16 at position
16p11.2, close to the genes encoding for multidrug resis-
tance-associated protein and protein kinase C-beta, and
the encoded protein can mediate drug resistance via a
transport process (Xu et al., 1999). MVP can also play a
role in multiple cellular processes by regulating the MAP
kinase, JAK/STAT and phosphoinositide 3-kinase/Akt sig-
naling pathways (Steiner et al., 2006). Therefore, the
expression of MVP may be a prognostic marker for sev-
eral types of cancer (Van den Heuvel-Eibrink et al.,
2000). Several reports have indicated a significant
association between MVP expression and therapy
response/patient prognosis of many types of tumors such
as: breast cancer, myeloid leukemia, and non-small-cell
lung cancer (Scheffer et al., 1995; Xu et al., 1999; Park,
2012). There are few studies reporting MVP expression
in GBM (Tews et al., 2000; Lotsch et al., 2013). It is con-
sidered that increased expression of MVP can be of clini-
cal value in predicting the response of tumors to
chemotherapy (Hofer and Herrmann, 2001). Data on the
clinical situation are still a matter of debate concerning
how MVP is involved in clinical therapeutic failure
(Steiner et al., 2006).

Because, at our understanding, few studies report the
MVP expression in GBM and no previous studies are
found concerning the analysis of MVP gene dosages
variation, we considered the analysis of the status of
MVP in human GBM and its relation with clinical and
pathological prognostic factors. In addition, we explored
its correlation with EGFR and PTEN alterations in this
cohort of patients, in order to better characterize the
genetic and molecular patterns of GBM.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Samples

Tumor samples were collected from 113 patients with
GBM from the Clinic Hospital of Valencia. The study was
reviewed and approved by Institutional Ethics Committee
of the University of Valencia and Clinic Hospital of
Valencia. All cases were newly diagnosed. None of the
patients had received chemotherapy or radiotherapy
before surgery. The Karnofsky performance status
(KPS) was calculated at the time of diagnosis. All
patients underwent subtotal surgical removal of the
tumor, trying to accomplish the maximum extent of tumor
elimination. Subsequently, radiotherapy with 50-65 Gy
focal doses was applied to 65 patients. From them, 41
patients also received chemotherapy, including
temozolomide or bis-chloroethylnitrosourea. Most of the
chemotherapy patients received temozolomide. The oral
chemotherapy drug was dispensed at 75 mg/m?/day

during radiation therapy and 150—-200 mg/m?/day after
radiation therapy on days 1-5, every 28days. Six
patients were treated with bis-chloroethylnitrosourea by
using implantable drug-impregnated wafers,
simultaneously with radiation therapy and afterward.
Survival times were calculated from the day of diagnosis
of the GBM to the end date of this study.

Histopathological studies

The tumor tissue was fixed in neutral-buffered formalin,
embedded in paraffin, sectioned and stained with
hematoxylin and eosin. The samples were categorized
according to the WHO classification (Louis et al., 2007)
and diagnosed as GBM. Mitotic index values were
obtained by counting the total number of mitotic figures
in the tumor cells in 10 high-power fields (HPFs) and in
two different sections. The values are the mean number
of mitoses per 10 HPF.

The immunohistochemical study was performed on
paraffin-embedded sections using the avidin—biotin
peroxidase method. The study was carried out using the
antibodies: monoclonal mouse anti-human glial fibrillary
acidic protein (GFAP) antibody (clone 6F2; Dako,
Glostrup, Denmark), monoclonal mouse anti-human
EGFR antibody (clone H11; Dako), which recognizes the
wild-type EGFR and EGFRuvIll and monoclonal mouse
anti-human LRP (MVP) antibody (Santa Cruz, CA, USA).
Proliferation index was evaluated using MIB-1 antibody
staining (Dako) and was calculated by determining the
percentage of immunopositive nuclei. The expression of
EGFR was quantified according to the intensity of
staining and number of staining cells, as: 0 (no staining),
1 (light or focal), 2 (moderate), and 3 (strong). Scores of
0 or 1 were defined as no overexpression and scores of
2 and 3 as overexpression (Shinojima et al., 2003).

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

For FISH analyses, GBM samples were studied using
tissue microarrays. We removed four 0.6-mm cores
from two different selected areas on the paraffin block in
each case, using the Beecher Instruments Manual
Tissue Arrayer |. To evaluate EGFR gene status in
interphase cells, dual-color FISH analysis was
performed using the probe LSI EGFR SpectrumOrange/
CEP 7 SpectrumGreen Probe from Vysis (Abbott
Laboratories, IL, USA). Hybridizations were performed
according to the manufacturer’s instructions.
Counterstaining of nuclei was carried out using 4',6-
diamidino-2-phenylindole. Images were acquired using
an ASI| SD300 Spectracube mounted on an Axioplan 2
microscope (Carl Zeiss AG, Jena, Germany) equipped
with a set of the appropriate filters.

For each sample, green and orange signals were
counted in two different regions of a total of 200 non
overlapping nuclei. The mean signal number for EGFR
and CEP 7 was calculated, followed by the calculation
of the EGFR/CEP 7 ratio. The EGFR signal was
quantified as amplified in individual cells when the
EGFR/control signal ratio was higher than two (Layfield
et al., 2006). On the basis of the EGFR status, and the
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amplification type, the GBM cases were categorized into
three groups: (i) high-level EGFR amplification as double
minute chromosomes (dmin), (i) low-level EGFR
amplification as insertions, (iii) no EGFR amplification
(Lopez-Ginés et al., 2010, 2011).

Multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA)

Biopsy punches from selected areas of paraffin blocks of
each sample were used for DNA extraction with QIAmp
DNA FFPE tissue kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA).
Quality and quantity of DNA samples was assessed and
improved by ethanol standard precipitation when
necessary. MLPA was performed to determine the copy
number changes of EGFR, PTEN and MVP. SALSA
MLPA kit P105-C1 lot 1008 and ME024-A1 lot 0210
were used following the manufacturer’s instructions
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). Briefly,
DNA was denatured at 98 °C for 5 min and hybridized
with the appropriate probemix at 95°C for 1 min
followed by 60 °C overnight incubation. Ligation reaction
was done at 54 °C for 15 min followed by a step to
inactivate ligase-enzyme. PCR was performed using
SALSA PCR primer mix and SALSA polymerase and
consisting of 35 cycles of 95°C/30s, 60°C/30s and
72°C/1 min with a final step at 72°C/20 min (all
reagents were acquired from MRC-Holland). Fragments
were separated by capillary electrophoresis in an ABI
310 Sequencer (Applied Biosystems, Inc, Foster City,
CA, USA) and data analysis was made with Coffalyser
excel-based software (MRC-Holland) (Gonzalez et al.,
2008). Values between 0.7 and 1.3 were considered as
the normal genetic dose. Results below 0.7 or 1.3-2 were
interpreted as deletion and low-level amplification of the
genes, respectively. Values over two were referred to as
high-level amplification (Lopez-Ginés et al., 2011). As
previously described (Jeuken et al., 2009), EGFRuvlll
was identified by assessing the average ratio for exons
2-7 probes and comparing it with the average ratio of
exons 1, 8, 13, 17 and 22 probes, establishing the
EGFRUVIII ratio. Samples with EGFRVIII ratios below 0.8
were considered to harbor the EGFRVIII deletion variant.

DNA sequencing

IDH1 and IDH2 mutational status was determined by
sequencing. The genomic regions spanning wild-type
R132 of IDH1 and wild-type R172 of IDH2 were
analyzed by direct sequencing using the following
primers: IDH1f 5-CGGTCTTCAGAGAAGCCATT, IDH1r
5-GCAAAATCACATTATTGCCAAC, IDH2f 5-AGCCCAT
CATCTGCAAA AAC, and IDH2r 5-CTAGGCGAGGAG
CTCCAGT, as previously described (Hartmann et al.,
2009). Forward and reverse chains were analyzed on
an ABI 310 Sequencer.

Statistical analysis

Several data are expressed as mean + S.E.M. Statistical
differences were determined using the Mann—Whitney U
test for groups of independent samples. Pearson

correlation coefficient was used to quantify the strength
of linear association between ratings. Kaplan—Meier
plotting and log-rank (Mantel-Cox) testing were
performed to evaluate differences between survival
curves. Data were analyzed with SPSS (version 22)
software and GraphPad Prism 6 software. Significance
was accepted at least at *P < 0.05 level.

RESULTS
Clinical and histopathological data

Table 1 shows the main clinical features of the patients
and the tumor samples reported in the present work.
These 113 samples came from 64 male and 49 female
patients, reflecting the male predominance among GBM
patients. Patient age ranged from 21 to 78 years, with
an average of 56 years. The tumor locations were:
frontal in 21 patients, parietal in 21, temporal in 18,
occipital in five, in septum pellucidum/corpus callosum in
two, in thalamus in two, and, in two lobes in 44. The
average of the tumor volumes was 76.17 mm?®.
Preoperative functional status was evaluated according
to the KPS scale; from the available data: eight cases
scored 100, 10 cases 90, nine cases 80, 37 cases 70,
one case 60, and 10 scored 40. Upon initial diagnosis of
GBM, the standard treatment consisted of maximal
surgical resection in all patients. In addition, from the
patients with available data about the treatment, 81.7%
received radiotherapy and 51.2% received radiotherapy
plus chemotherapy. Survival ranged from 12 days to
64 months, with a mean survival period of 13.9 months.

Histologically, all tumors demonstrated features of
GBM with pleomorphic, astrocytic tumor cells, prominent
vascular proliferation with angiodysplasia, pseudo-
glomerular patterns, and necrosis. The expression of
GFAP was confirmed in neoplastic cells. The number of
mitoses ranged between 0 and 20, with a mean value of
six. The average of Ki-67 for the tumors was 31.6%;
range: 5-80%. Expression of EGFR correlated with its
gene dosage as follows: 100% of the high-amplified
samples showed high expression levels of EGFR,
whereas 90% of low-amplified and 93.1% of non-
amplified EGFR tumors had normal expression of the
gene (Fig. 1a—c).

FISH studies

EGFR gene amplification. All GBM were analyzed by
FISH. Cells with EGFR amplification were seen in 73
tumors (64.6%), whereas 40 cases did not present
EGFR amplification (35.4%). The kinds of amplification
observed were: high-level amplification as dmin in 53
cases (72.6%) and low-level amplification with extra
copies of EGFR inserted in the p or/fand q arms of
chromosome 7 in 20 cases (27.4%) (Fig. 1d, f).

Chromosome 7 copy number alterations. From the
113 studied GBM, 86 tumors showed a gain of
chromosome 7 material (76.1%); from these, 79 cases
had a trisomy of chromosome 7 (91.9%) and 7 cases
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Table 1. Clinical features of the GBM reported cases and its correlation with EGFR forms and MVP gene dosage levels. Several clinical features of the
patients or the tumors were analyzed and presented in this order: Sex of the patient with GBM, age of the patient with GBM at the moment of diagnosis,
anatomical location of the tumors, size of the tumors in mm?2, Karnofsky performance status (KPS), kind of treatment, survival of the patients since the
day of surgery. The compendium of data corresponding to these categories was correlated and classified according to: (i) presence of only the wild-type
form of EGFR gene (EGFRwt), (ii) presence of the mutated variant Il form of EGFR gene (EGFRVIII), (iii) levels of MVP values under 1.3 relative units,
as measured by MLPA (MVP < 1.3), (iv) levels of MVP values equal or over 1.3 relative units (MVP > 1.3). All the means are presented with the
standard deviation. Abbreviations: GBM, glioblastoma multiforme; EGFR, epidermal growth factor receptor; MVP, major vault protein

Clinical features Total EGFRwt EGFRuvill MVP < 13 MVP =13
Sex

Ne° female/male 49/64 32/46 17/18 19/30 30/34

Age of diagnosis

Mean =+ o (in years) 56.33 + 13.26 55.61 = 13.46 58.31 = 12.76 56.45 = 12.31 56.22 + 14.19
Range (in years) 21-78 22-78 21-78 28-75 21-78

N©° cases < 45 years 21 18 3 10 11

N° cases > 45 years 76 53 23 36 40

Age data not available 16 7 9 3 13
Anatomical location (N° cases)

Frontal 21 13 8 13

Parietal 21 14 7 10
Temporal 18 13 5 7

Occipital 5 5 0 3

Septum pellucidum/corpus callosum 2 1 1 2 0
Thalamus 2 1 1 0 2

In two lobes 23 20 4 10 14

Non determined location 20 1 9 5 15

Tumor size

Mean (in mm®) 76.17 £ 70.13 75.48 + 74.66 78.02 + 57.63 81.34 + 76.33 70.44 + 63.09
Mean cases < 45 years 72.13 + 69.62 74.81 £ 74.08 56.00 + 45.25 65.71 + 84.12 78.54 + 57.72
Mean cases > 45 years 77.05 + 70.75 75.67 + 75.65 80.34 + 59.30 84.56 + 75.59 68.54 + 65.06
KPS score (N° cases)

100 8 8 0 7 1

90 10 10 0 5 5

80 9 5 4 9 0

70 37 25 12 21 16

60 1 1 0 1 0

40 10 8 3 4 6

Non qualified 38 22 16 2 36
Treatment (N° cases)

Only radiotherapy 25 15 10 5 20

Only chemotherapy 2 1 1 2 0
Radiotherapy + Chemotherapy 42 33 9 29 13

None 12 1 1 5 7

Non available data 32 18 14 8 24

Survival

N° cases < 1year 55 40 15 26 29

N° cases between 1 and 2 years 15 11 4 9 6

N° cases > 2 years 10 7 3 8 2

Non available data 33 20 13 6 27

" Average from only two cases.

presented polysomy for this chromosome (8.1%). From
the cases with extra copies of chromosome 7, a
percentage of 51.2% also showed EGFR or EGFRvIl
amplification (44/86). Alternatively, 90.3% of the GBM
with  EGFR amplification also showed trisomy or
polysomy of chromosome 7 (65/72).

Molecular biology

EGFR gene amplification and mutation studied by
MLPA. From the 113 GBM, 72 presented amplification of

EGFR gene (63.7%). The amplified cases were classified
in low-level and high-level amplifications, as previously
specified. A high-level of amplification was found in 54
GBM (75%) whereas a low-level was observed in 18
tumors (25%). In general, it was a good correspondence
between the results of EGFR amplification as measured
by FISH or MLPA techniques. Only four cases were
controversial: two were diagnosed as low-amplified
EGFR by FISH and high-amplified EGFR by MLPA; one
was diagnosed as high-amplified EGFR by FISH and
low-amplified EGFR by MLPA; the fourth one was
diagnosed as low amplified by FISH and not amplified
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Fig. 1. EGFR expression and amplification and MVP expression in GBM. (a—c) EGFR immunoexpression using paraffin-embedded sections. (a)
Tissue without immunoexpression. (b) Focal staining of EGFR, showing expression of several tumor cells whereas other are negative. (c) Strong
staining. Magnification x40. (d—f) Patterns of EGFR amplification in GBMs. Fluorescence in situ hybridization in paraffin tissue sections. Probes for
EGFR and centromere 7 were labeled with red and green respectively. (d) Non-amplified tumor cells. (e) Tumor cells with low-level
amplification/copy number gains of EGFR and polysomy of chromosome 7. (f) Tumor cells showing high-level amplification of the EGFR. (g—i) MVP
immunoexpression according to its amplification level, using paraffin-embedded sections. (g) Cells with low MVP expression or absence of MVP
expression corresponding to MVP amplification levels below 0.7 relative units. (h) Cells with normal MVP expression corresponding to MVP
amplification levels between 0.7 and 1.3 relative units. (i) Cells with high MVP expression corresponding to MVP amplification levels over 1.3 relative
units. Each micrograph is representative from three samples of each MVP amplification category. Magnification x40.

by MLPA. The explanation for these ambiguous results by
both techniques can be related with the variability of the
fraction of amplified cells in those samples depending
on the studied tissue section. Moreover, it should be
considered that the MLPA values for those cases were
near the numerical limits established for the three MVP
amplification categories.

The wild-type EGFR was maintained in 78 tumors
(69%). From them, 45 (57.7%) showed amplification of
this gene, with 29 cases (64.4%) showing a high level of
EGFR amplification and 16 (35.6%) a low level.

The mutant EGFRVIII form was found in 35 GBM
(31%). From these, 27 tumors (77.1%) also showed
amplification of this gene and from them 25 samples
showed a high level of amplification (92.6%) and two a
low-level of amplification (7.4%).

Patients with tumors presenting only the wild-type
EGFR form had, in general, higher values of KPS
(mean + SD: 74.21 + 17.92, N = 57) than patients with
EGFRUvIll form (mean + SD: 67.37 + 12.84, N = 20).
Additionally, as shown in Table 1, patients with KPS
values of 90 or 100 correlated always with the wild-type
EGFR form (18/18), thus suggesting a better condition
of patients who did not present the mutation of the gene.

PTEN values. From the 113 GBM samples, 51 cases
showed a heterozygous deletion of PTEN (45.1%), and
five cases had a homozygous deletion of this
suppressor gene (4.4%). Gain of PTEN was found in six
cases (5.3%), whereas four cases showed amplification
(3.5%). Forty-seven cases presented normal gene
doses (41.6%).
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MVP values. The values of MVP gene dosage,
determined by MLPA, ranged from 0.47 to 6.49 relative
units. According to this, the 7 GBM with values under
0.7 relative units, were considered having a loss of MVP
(6.2%), 42 cases with values between 0.7 and 1.3 were
normal (37.2%), and 64 GBM exhibiting values equal or
above 1.3 were considered having MVP amplification
(56.6%). MVP  expression was studied by
immunohistochemistry in GBM samples from the three
above-mentioned categories. As shown in Fig. 1g-i,
there was a good correspondence between MVP
expression and gene dosage values.

Table 2 shows the comparison between several tumor
features (EGFR gene form, EGFR amplification level,
PTEN deletions) and the cases grouped in: amplified
MVP and non-amplified MVP tumors. From 64 GBM
with MVP amplification, 42 corresponded to cases with
EGFR amplified (33 cases with high-level amplification
and nine with low-level) and 22 with normal dose of
EGFR gene.

From these data, it is interesting that 74.3% of tumors
with EGFRVIII (26/35) also had amplification of MVP gene
(see Table 2). Moreover, in the subset of specimens with
non-amplified EGFRVIII, all the GBM from male patients
showed a higher amplification of MVP (mean + SD:
2.34 £ 0.28, N = 5) with respect to the female ones
(mean = SD: 144 £ 039, N=3) and these
differences were significant at a level of *P < 0.05
(Mann-Whitney test).

It is also important to notice the different behavior of
low-level amplified wild-type EGFR tumors depending
on the sex of the patient: 85.7% of low-amplified
EGFRwt tumors from female patients presented also
MVP amplification (6/7), whereas the male ones showed
the opposite pattern, exhibiting an 11.1% of MVP
amplification and an 88.9% of tumors with normal
values of MVP (8/9). Fig. 2a shows the differences
between the MVP values of the female ones
(1.96 £ 0.86, N = 7) and the male ones (0.85 + 0.31,
N = 9), which were statistically significant (*P < 0.05,
Mann-Whitney test).

In our study, homozygous or heterozygous deletion
of PTEN is related with higher levels of MVP (see
Table 2 and Fig. 2b). From the 56 cases with PTEN
deletion, the average value of MVP by MLPA was 1.9
relative units. Complementarily, 67.2% of the samples
with MVP amplification (43/64) presented a deletion of
PTEN, heterozygous (93%) or homozygous (7%).
Differences between the MVP values of the cases with
PTEN deletion (1.90 + 0.92, N = 56) and cases with
normal dose or gain of PTEN (1.18 + 0.49, N = 57)
were statistically  significant (**P < 0.01, Mann—
Whitney test). Inverse relationship between MVP and
PTEN values was demonstrated by a Pearson
coefficient of 0.46, with a level of significance of
P < 0.01.

In a reciprocal manner, PTEN gain or amplification
was incompatible with the gain of MVP. The 11
registered cases with PTEN gain or amplification,
corresponded with a low mean value of 0.69 relative
units of MVP, as measured by MLPA.

Table 2. Correlation of EGFR status and PTEN deletion with MVP
gene dosages. Clinical cases were classified into two groups: with
amplified MVP (MVP > 1.3 relative units, as measured by MLPA), with
non-amplified MVP (MVP < 1.3 relative units, as measured by MLPA).
The compendium of data was classified and correlated according to: (i)
presence of only the wild-type form of EGFR gene (EGFRwt), (ii)
presence of the mutated variant Ill form of EGFR gene (EGFRVIII), (iii)
absence of EGFR gene amplification by MLPA, (iv) presence of EGFR
gene low-level amplification by MLPA, (v) presence of EGFR gene
high-level amplification by MLPA, (vi) presence of PTEN gene
deletions by MLPA, (vii) normal dose of PTEN gene by MLPA, (viii)
presence of PTEN gene gain or amplification by MLPA. Abbreviations:
EGFR, epidermal growth factor receptor; MVP, major vault protein;
PTEN, phosphatase and tensin homolog

MVP gene dosage (n° cases)

Amplification No amplification Total
(MVP = 1.3) (MVP < 1.3)
Total 64 49 113
EGFRwt 38 40 78
EGFRuvill 26 9 35
Non-amplified 22 19 41
EGFR
Amplified EGFR 9 9 18
(low-level)
Amplified EGFR 33 21 54
(high-level)
Deletion of 43 13 56
PTEN
No deletion of 21 25 46
PTEN
Gain of PTEN 0 11 11

Another interesting correlation between KPS values
and MVP levels was found in tumor cells. The tumors
from 77.8% of patients with KPS values among 80 and
100 (21/27), exhibited low values of MVP (see Table 1),
thus suggesting a direct relation between good condition
of the patients at the moment of diagnosis and normal
or low levels of MVP gene dosage.

Since MVP expression has been related to resistance
to chemotherapy, we studied the relation between MVP
gene dosage levels and survival of patients treated with
anticancer drugs. The factors which influence the
survival of GBM patients are multiple and poorly
understood, for that reason the study of survival is a
complex matter to be considered carefully. In this case,
38 samples were included in the study, according to the
completeness of their available data. The volume of
residual cancer of the selected cases was less than 3%.
The patients received chemotherapy drugs during
radiation therapy and later, as detailed in the material
and methods section.

IDH1 and IDH2 mutational status was determined.
Eleven samples presented IDH1 mutation and none of
the samples presented IDH2 mutation.

Tumors derived from patients treated with
chemotherapy who died during the first year after
surgery had a MVP dosage value of 1.15 + 0.27
(N = 20), patients in the same therapeutic conditions
who died during the second year had a similar MVP
value of 1.14 £ 0.48 (N =19), and patients with a
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Fig. 2. Influence of MVP gene levels in three GBM features. MVP and PTEN gene dosages were determined by MLPA. Survival was expressed in
months. (a) Relation between the sex of the patient and the levels of MVP gene dosage determined in GBMs with low amplification of EGFRwt. Data
are expressed as mean = S.E.M. *P < 0.05. (b) Relation between the presence or absence of PTEN deletion and the levels of MVP gene dosage.
Data are expressed as mean + S.E.M. **P < 0.01. (c) Relation between three levels of MVP gene dosage and the survival of the patients treated
with chemotherapy. (d) Kaplan—Meier survival distributions comparing survival of patients with GBMs having MVP deletion treated with
chemotherapy and survival of patients without MVP deletion. ****P < 0.0001.

long-term survival, more than 2 years, showed a lower
MVP dosage value of 0.87 + 0.28 (N = 9). In this last
section we turn to Pearson correlation coefficient in
order to explore the linear relation between ratings and
their strength. A moderate but significant inverse
correlation was determined between MVP values and
the survival in months (Pearson correlation 0.33,
*P < 0.05, N=38). The relationship between MVP
dosages and survival is shown in a histogram (Fig. 2c)
and in survival curves (Fig. 2d). Survival curves were
plotted using the Kaplan—-Meier method, and the log-
rank test (Mantel-Cox) was used to evaluate differences
between the subgroups. Differences between MVP-
deleted tumors and MVP non-deleted tumors survival
curves were significant, at a level of ****P < 0.0001.
IDH1 or IDH2 mutations’ effect on survival in this
correlation was minor, as only two samples from 38 of
the group presented IDH1 mutation: one sample from a
patient dying during the second year after surgery (MVP
dosage = 1.23, month = 23) and one sample from a
patient dying after 2years (MVP dosage = 0.6,
month = 49). No significant correlation was detected
between MVP levels and survival of patients without
chemotherapy.

DISCUSSION

GBM is the most malignant brain tumor entity in adults.
Since tumor cells penetrate the surrounding brain
tissue, complete surgical resection is practically
impossible and despite these interventions the
prognosis is still poor. In addition, intratumoral
heterogeneity present in GBM contributes to cancer
drug resistance by underlying mechanisms which are
not well understood (Nathanson et al., 2013). New treat-
ment strategies are needed, and these should be able
to identify and kill dispersed tumor cells with great
accuracy.

To date, excess of chromosome 7 is the most frequent
genetic alteration in GBM (Louis et al., 2007; Lépez-Ginés
et al., 2010; Benito et al., 2010), and is considered a
cause of the tumor initiation. This fact has been corrobo-
rated in the present study, in which trisomy or polysomy
seven was found in 86 from 113 cases, as assessed by
FISH. In addition, excess of chromosome 7 was related
with EGFR amplification in more than 90% of the GBM
analyzed.

MLPA technique has been used successfully in tumor
diagnostics and in cancer research (Homig-Hélzel and
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Savola, 2012), and enabled us to determine the variations
in gene dosage of EGFR, PTEN and MVP genes, and
allowed the detection of deletions of EGFR that result in
the EGFRVIII mutation.

We examined EGFR amplification of GBMs by FISH
and MLPA. The results by both techniques were
concordant except in four tumors. The explanation for
these discrepancies is related to the existing variability
of the fraction of amplified cells in those samples
depending on the studied tissue section. In addition,
MVP amplification values of those cases were near the
numerical limits established for MLPA analysis.

It has been described that the expression of the
mutated gene EGFRVIIl in the absence of EGFRwt
leads to the transformation of cells in vitro and
correlates with poor prognosis in GBM (Nishikawa et al.,
2004; Layfield et al., 2006; Louis et al.,, 2007). The
absence of this mutant receptor in normal tissue makes
EGFRvIIl an attractive therapeutic target in GBM
(Nishikawa et al., 2004). In our work, a percentage of
31% of analyzed GBM had EGFRvIIl mutation.
Interestingly, EGFRVIII is related with the amplification
of MVP in approximately 75% of tumors (see Table 2).
Moreover, if the samples with non-amplified EGFRVvIII
are considered, MVP is amplified in almost 90% of the
tumors. These findings indicate a possible role of MVP
in contributing to the poor prognosis predicted for GBM
with  EGFRvIII mutation. According to our results, no
correlation was found between the three EGFR gene
dosage previously defined categories (Lopez-Ginés
et al., 2010) and MVP gene dosages.

Available published data suggest that vaults and their
components are frequently upregulated in a broad variety
of multidrug-resistant tumors (Xu et al., 1999). Since drug
resistance is one of the critical reasons leading to failures
in cancer chemotherapies, the MVP knockdown appears
to be a valuable approach to increase the access of drugs
to the nucleus for a much more efficient cytotoxicity (Van
den Heuvel-Eibrink et al., 2000). In addition, the expres-
sion of MVP correlated with the degree of malignancy in
certain cancer types, suggesting a direct involvement in
tumor development and/or progression (Lotsch et al.,
2013). MVP values in cancer cell lines and tumors of dif-
ferent histological origin, including GBM, have been ana-
lyzed (Park, 2012; Lotsch et al., 2013). Based on the
finding that MVP binds several phosphatases and kinases
including PTEN, SHP-2 as well as ERKs, evidence is
accumulating that MVP might be involved in the regulation
of important cell signaling pathways including the PI3K/
Akt and the MAPK pathways (Steiner et al., 2006).

In the present work, we provide a detailed analysis of
MVP gene dosage in GBM samples from 113 patients,
determined by MLPA. We registered only seven cases
with a diminished number of MVP copies (6.2%), 42
cases were normal (37.2%), and 64 GBM samples
showed increased values of MVP (56.6%), confirming
previous findings (Scheffer et al., 1995). Interestingly,
from 64 cases with augmented values of MVP, 67.2% of
them (43 cases) presented deletion of PTEN as well,
being the deletion of PTEN heterozygous in 93% of the
cases, and homozygous in the remaining 7%.

Consequently, there is a significant inversely proportional
relationship between MVP and PTEN gene dosage. In
fact, the tumors with lower values of MVP corresponded
with gains or amplifications of PTEN. From the eight
registered tumors with MVP deletion: six had gain or
amplification of PTEN and only one had a normal level
of this gene.

It has been proposed that MVP expression would be
related with the expulsion of chemotherapy drugs and,
in turn, resistance to treatment and consequently lower
survival (Scheffer et al., 1995; Xu et al., 1999). In this
sense, patients treated with chemotherapy after resection
showed an increased tendency for survival when a lower
MVP gene dosage was determined in their removed
tumor cells, this inverse relationship between MVP gene
dosage and survival being statistically significant. The
MVP average values were: 1.15 relative units in patients
surviving less than 24 months, and 0.87 with a higher
survival.

Summarizing, in the present work a relation was found
between the presence of the EGFRvIll and MVP
amplification, and between deletions of PTEN and
increase of MVP values. In this sense, both the
mutation of EGFR gene and the loss of a tumor
suppressor gene like PTEN contribute to increase the
aggressiveness of GBM by themselves, but additionally
could be correlated with an increase of MVP gene copies.

Moreover, it has been described for the first time that
low levels of MVP gene doses correlate with longer rates
of survival in patients treated with chemotherapy,
suggesting that increased number of copies of this gene
may contribute to a lower efficiency of treatment and a
worse prognosis of the tumor. This finding contributes to
increase the evidence that MVP genetic overdose and
subsequent overexpression interferes with the treatment
by augmenting vault production and eliminating
chemotherapy molecules. Taken together, our results
suggest an important role of MVP in the poor response
of GBM to chemotherapy and highlight this gene as a
valuable factor in the prognosis of GBM tumors and a
novel and interesting target for new treatment
approaches.

CONCLUSION

The association of MVP amplification and PTEN deletion
could be a potential biomarker in GBM. Meanwhile,
further studies are needed to clarify the role of MVP in
cancer therapy because molecular mechanisms of how
MVP is involved in drug resistance have still not been
fully answered.
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Abstract

Purpose Glioblastoma (GB) is the most frequent and
most malignant primary brain tumor in adults.
Previously, it has been found that both genetic and epi-
genetic factors may play critical roles in its etiology and
prognosis. In addition, it has been found that the epi-
dermal growth factor receptor gene (EGFR) is frequent-
ly over-expressed and amplified in primary GBs. Here,
we assessed the promoter methylation status of 10 genes
relevant to GB and explored associations between these
findings and the EGFR gene amplification status.
Methods Tumor samples were obtained from 36 patients
with primary GBs. In addition, 6 control specimens
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were included from patients who were operated for dis-
eases other than brain tumors. The amplification status
of the EGFR gene, and its deletion mutant EGFRVIII,
were evaluated using FISH and MLPA, respectively.
The IDHI1/2 gene mutation status was verified using
Sanger sequencing. A commercial DNA methylation
kit was used to assess the promoter methylation status
of 10 pre-selected genes. Metabolic profiles were mea-
sured using HR-MAS NMR spectroscopy. The EGFR
and ARFI mRNA expression levels were quantified
using qRT-PCR.

Results Of the 10 genes analyzed, we found that only
ARF1 promoter hypermethylation was significantly asso-
ciated with EGFR gene amplification. ARF1 is a
GTPase that is involved in vesicle trafficking and the
Golgi apparatus. Subsequent tumor metabolism measure-
ments revealed a positive association between EGFR
amplification and different membrane precursors and
methyl-donor metabolites. Finally, we found that EGFR
gene amplifications were associated with distinct tumor
infiltration patterns, thus representing a putative novel
functional association between EGFR gene amplification
and ARFI gene promoter methylation in GB.
Conclusions The results reported here provide a basis
for a new hypotheses connecting EGFR gene amplifica-
tion in GB cells with ARFI gene promoter methylation,
vesicle trafficking, membrane turnover and tumor me-
tabolism. The mechanism(s) underlying these connec-
tions and their functional consequences remain to be
established.

Keywords Glioblastoma - EGFR amplification - ARFI -
Metabolomics - DNA methylation
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1 Introduction

Glioblastoma (GB) is the most frequent and most malignant
primary brain tumor type in adults. The prognosis is still poor,
despite the use of aggressive treatment regimens, and most
patients die within one year of diagnosis [1]. Higher pre-
operative Karnofsky Performance Scores (KPS) and younger
age are predictors of a more favorable clinical course in the
absence of radical surgery [2]. Even with surgery, GB cells
that infiltrate the brain parenchyma often escape surgical re-
section and, as such, become the main cause of tumor
recurrence.

Several genetic and epigenetic factors have been reported
to play critical roles in the etiology and prognosis of GB. So
far, however, they remain too poorly defined and too insuffi-
ciently characterized to be clinically relevant. The epidermal
growth factor receptor gene (EGFR) is frequently amplified,
overexpressed and sometimes mutated in primary GBs [3-5].
Previous EGFR gene copy number analyses have led to the
delineation of three primary GB groups: GBs with a high level
of EGFR amplification presenting as double minutes (dmin),
GBs with a low level of EGFR amplification presenting as
insertions into different loci on chromosome 7, and GBs with-
out EGFR amplification [6]. Categorization into these groups
has also implications for its biology, although its clinical rel-
evance is still poorly understood.

Among the different factors that may affect tumor initiation
and progression, DNA methylation is receiving increasing
attention because of its heritability and its role in regulating
gene expression. Aberrant gene promoter methylation may
impair normal transcription and can thus result in abnormal
cellular behavior which, in turn, may lead to cancer. Processes
such as deregulated DNA repair, cell cycle progression and
apoptosis, as well as cellular invasion and migration have
been implicated in various cancers [7, 8]. Genes governing
these processes, including CDK2A, CDK2B, RBI1, PTEN
and TP53, are frequently silenced in cancer due to promoter
hypermethylation [9]. In GB the promoter methylation status
of the O-6-methylguanine-DNA methyltransferase gene
(MGMT) has been found to be important for predicting thera-
py response [10, 11]. MGMT gene promoter methylation is
more commonly seen in secondary GBs [12, 13], suggesting
that it may primarily play a role in tumor progression.
Conversely, however, and in contrast to other tumor types,
GBs often exhibit global DNA hypomethylation.

The effects of both genetic and epigenetic events on a cell’s
energy metabolism often drive its behavior. Therefore, novel
cancer therapies are increasingly aimed at reprogramming this
metabolism. This type of reprogramming may affect metabol-
ic pathways essential for tumor growth and survival, such as
the Kennedy (CDP-choline) pathway, anaerobic glycolysis,
fatty acid oxidation and antioxidant production. In several
cancer types it has been found that tumors with a more
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aggressively augmented metabolism exhibit higher levels of
metabolites associated with these aforementioned pathways
[14-17]. High-throughput metabolite profiling
(metabolomics) provides an unbiased assessment of these
metabolic alterations and is particularly important in the
search for biomarkers that may be used for in vivo diagnosis
and prognosis in combination with other methods such as
high-resolution magic angle spinning (HR-MAS) nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Associations be-
tween well-established GB characteristics, such as EGFR
gene amplification, and increased tumor metabolism may help
us to better understand the phenotypic characteristics of can-
cer cells and to identify pathways relevant for cancer
progression.

Here, we evaluated the promoter methylation status of
genes known to be involved in the development of GB, in-
cluding genes involved in the regulation of cell proliferation
(INK2A and KRAS), cell senescence and apoptosis (PTEN and
NFKBI), DNA repair and cell detoxification (MGMT, MLH1
and GSTP) and tumor infiltration (TIMP-3, CDHI and ARFI)
in 36 primary GBs, all of which were IDH1/2 wild-type. We
also evaluated the GB tumor metabolomics statuses in relation
to different EGFR amplification levels using HR-MAS NMR
spectroscopy.

2 Material and methods
2.1 Patients and tumor samples

Tumor samples were obtained from 36 patients with primary
GB from the Hospital Clinico Universitario in Valencia. The
samples were diagnosed by two different neuropathologists.
Control specimens from six patients who were operated for
diseases other than brain tumors were included as histologi-
cally normal brain tissue. This study was reviewed and ap-
proved by the clinical investigation ethics committee at the
Hospital Clinico Universitario, and written informed consent
was obtained from all the participants. The tissue retrieved
from the patients during surgical resection was split into two
samples, one for histopathological and immunohistochemical
analysis and another one for molecular analysis, which was
frozen and stored at —80 °C until use.

The tumor tissue was fixed in neutral-buffered formalin for
48 h, embedded in paraffin, sectioned, and stained with
hematoxylin-eosin (HE). The samples were then categorized
according to the WHO classification criteria [18] and the GB
diagnosis was confirmed. Mitotic index values were obtained
by counting the total number of mitotic figures in the tumor
cells present in 20 high-power fields (HPFs) and in two dif-
ferent sections. The values were reported as the mean number
of mitoses per 10 HPF.
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Immunohistochemistry (IHC) was performed on paraffin-
embedded sections using an avidin-biotin-peroxidase complex
method. THC was carried out using antibodies directed against
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and Ki-67 (MIB-1), where-
as a monoclonal mouse anti-human EGFR antibody (clone H11)
was used to detect wild-type EGFR and its deletion-mutant
(EGFRvII) (all from Dako, Glostrup, Denmark).

The proliferation index (or labeling index, LI) was evalu-
ated using MIB-1 antibody staining, and was calculated by
determining the percentage of immunopositive nuclei.
EGFR expression was scored according to the staining inten-
sity and the number of stained cells using the following
criteria: 0 (no staining), 1 (light or focal staining), 2 (moderate
staining, present in 50% to 75% of the sample) and 3 (strong
staining, present in more than 75% of the sample). Scores of 0
or 1 were defined as no over-expression, whereas scores of 2
and 3 were defined as over-expression [19].

2.2 Fluorescence in-situ hybridization

To evaluate the EGFR gene amplification status, dual-color
fluorescence in-situ hybridization (FISH) was performed on
tissue microarrays (TMAs) using the LSR EGFR Spectrum
Orange/CEP 7 Spectrum Green Probe from Vysis (Abbott
Laboratories, Downers Grove, IL, USA. Cat. No. 32—
191,053). To construct TMAs, we removed four 0.6-mm cores
from the corresponding tumor areas of the paraffin blocks in
each case using a MTA-I manual tissue arrayer (Beecher
Instruments, Sun Prairie, WI, USA). Subsequently, the
paraffin-embedded TMA cores were cut into 5-pm sections
that were mounted on Superfrost Plus microscope slides
(Microm International, Walldorf Germany). Hybridizations
were performed according to the manufacturer’s instructions
(Vysis) and the nuclei were counterstained with DAPI.
Fluorescent signals were detected using a Leica DM400B
photomicroscope equipped with an appropriate filter set.
Signals were counted in 100—150 non-overlapping tumor cell
nuclei. In each case the mean signal numbers for the EGFR
gene and the control CEP 7 probe were calculated and used to
determine the EGFR /CEP 7 ratio. The EGFR gene was con-
sidered to be amplified when the EGFR/CEP-7 signal ratio
was >2 [20], although it was not possible to establish the exact
ratio in cases with high amplification levels.

2.3 Multiplex ligation-dependent probe amplification

Biopsy punches from selected areas of the paraffin blocks of
each sample were used for DNA extraction sing a QIAamp
DNA FFPE tissue kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA). The
quality and quantity of the samples was assessed and improved
by standard ethanol precipitation when necessary. Multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) was per-
formed to determine the amplification status of the mutant

EGFRvIII form exhibiting loss of exons 2 to 7; P105-C1 (lot
1008) and ME024-A1 (lot 0210). SALSA MLPA kits were
used following the manufacturer’s instructions (MRC-
Holland, Amsterdam, Netherlands). MLPA fragments were
separated by capillary electrophoresis in an ABI 310
Sequencer (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA)
and data analysis was performed using the Coffalyser excel-
based MLPA analysis software (MRC-Holland).

2.4 Determination of IDH1/2 mutation and DNA
methylation status

Genomic DNA was extracted from 36 primary GBs and six
non-neoplastic brain samples using a tissue DNA kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. Subsequently,
the catalytic domain of /DHI including codon 132 was am-
plified using the sense primer IDHI F: 5'-CGGT
CTTCAGAGAAGCCATT-3' and the antisense primer /DH1
R: 5-GCAAAATCACATTATTGCCAAC-3'. The catalytic
domain of /DH?2 including codon 172 was amplified using
the sense primer /IDH2 F: 5'-AGCCCATCATCTGC
AAAAAC-3' and the antisense primer /DH2 R: 5'-
CTAGGCGAGGAGCTCCAGT-3'. PCR was performed
using standard buffer conditions. 200 ng of DNA and an
AmpliTaq Gold Master Mix (Thermo Fisher Scientific) were
employed for 40 cycles including denaturation at 94 °C for
45 s, annealing at 60 °C for 45 s and extension at 72 °C for
45 s in a total volume of 25 pl. The PCR amplification product
was analyzed on an ABI 310 Sequencer.

Sodium bisulfite conversion was performed using an EZ-
96 DNA methylation kit according to the manufacturer’s pro-
tocol (Zymo Research, Freiburg Germany) on 1 pg of geno-
mic DNA. For quantitative methylation measurements, we
used a Sequenom’s MassARRAY platform which utilizes
MALDI-TOF mass spectrometry in combination with RNA
base-specific cleavage (MassCLEAVE). PCR primers for am-
plification of different regions of the ARF'I, CDH1, CDKN2A,
GSTP7, KRAS, MGMT, MLHI, NFKBI, PTEN and TIMP3
genes were designed using Epidesigner (Sequenom, San
Diego, CA, USA). Whenever feasible, amplicons were de-
signed to cover CGIs in the same region as the 5' UTR. For
each reverse primer, an additional T7 promoter tag for in vivo
transcription was added, as well as a 10-mer tag on the for-
ward primer to adjust for melting-temperature differences.
The PCRs were carried out in a 5 pl format with 10 ng
bisulfite-treated DNA, 0.2 units of 7ugDNA polymerase
(Sequenom), 1x supplied 7ag buffer, and 200 mM PCR
primers. Mass spectra were collected using a MassARRAY
mass spectrometer (Bruker—Sequenom). The resulting spectra
were analyzed using proprietary peak picking and signal-to-
noise calculations after which the spectra’s methylation ratios
were generated using EpiTYPER software v1.2 (Sequenom, San
Diego, CA, USA). After data filtering, a two-way ANOVA was
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performed to identify CpG sites with significant levels of
methylation across tumor types and to establish a correlation
between DNA methylation level and EGFR amplification
status.

2.5 The Cancer Genome Atlas (TCGA) data

Aftymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 EGFR copy
number data and Illumina Methylation27 data on 277 different
GB samples were downloaded from The Cancer Genome
Atlas [3, 21] data portal (http:/tcga-portal.nci.nih.gov). The
EGFR gene was considered to be amplified when the
normalized log?2 ratio was > 1.0.

2.6 Metabolic profiling

Metabolic profiles were obtained from 33 GB samples using
HR-MAS NMR spectroscopy, as described elsewhere [14].
Briefly, tissue samples were split from whole tumor masses
preserved in liquid nitrogen. The mean sample weight was
23 + 11 mg. All HR-MAS NMR spectra were recorded in a
Bruker Avance DRX 600 spectrometer operating at a 1H fre-
quency of 600.13 MHz. For all experiments, the samples were
spun at 5000 Hz in order to maintain the rotation sidebands
outside the acquisition window. To minimize the effects of
tissue degradation, which would alter the metabolite compo-
sition of the biopsy, all the spectra were acquired at 277 K. A
single-pulse pre-saturation experiment was acquired for all the
samples. Immediately after the measurement, the samples
were fixed in formalin for subsequent histopathological exam-
ination and for tumor content assessment by an expert pathol-
ogist. All HR-MAS NMR spectra were processed using
MNov. 5.3 (Mestrelab Research S.A., Santiago de
Compostela, Spain) and transferred to MATLAB
(MathWorks Inc) using in-house scripts for data analysis.
Spectral signal integration by peak-fitting algorithms over rel-
evant resonances provided the relative levels of the corre-
sponding metabolites. Only signals with a peak-fitting resid-
ual error < 15% were used in the study (51 sets of resonance
data). The statistical significance of the differences at the 0.05
probability level (p-value) was tested using an ANOVA test
with Bonferroni correction for multiple testing.

2.7 Quantitative RT-PCR analysis

EGFR and ARF1 mRNA expression levels were quantified
using real-time reverse transcription-PCR (qQRT-PCR) analysis
in 29 tumors. The material left in the remaining samples was
insufficient for determination by qRT-PCR. Briefly, 300 ng
total RNA was reverse transcribed using a High-Capacity
RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems). EGFRwt and
ARF1 were amplified using commercially available TagMan
probes (Hs01076078_m1 and Hs00734523 mL respectively;
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Applied Biosystems). The TagMan Gene Expression Assays
kit (Applied Biosystems) was used for real-time PCR analysis.
All reactions were performed in triplicate and the results were
automatically analyzed by the 7900HT fast real-time PCR
system and RQ Manager v1.2 software (Applied Biosystems
Inc.). The cycle threshold (Ct) values obtained by qPCR for all
the samples were used to calculate the expression fold-change
as 2 AACUE irst, the EGFR and ARF'I Ct values were normal-
ized to the ACTB expression level (Ref: Hs9999903ml).
Differences between EGFR and ARFI expression in the dif-
ferent EGFR amplification status groups (EGFR-ampH,
EGFR-ampL, EGFR-Namp) were analyzed by one-way
ANOVA and the non-parametric Kruskal-Wallis test, respec-
tively. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant.

3 Results

3.1 Patient population and histopathological
characterization

A series of 36 primary GB cases, IDH1/2 wild-type, was in-
cluded in this study. From these, 23 were male and 13 female.
The patients’ ages ranged from 24 to 74 years, with a mean of
59.5 years (females 57.4 years and males 60.7 years). The
tumor sizes ranged from 1.5 to 9.0 cm, and the mean diameter
was 4.0 cm. All tumors were located in the supratentorial
region. The overall survival rate of the patients was
11.4 months, with a mean of 10.5 months for females and of
11.9 months for males. Histologically, all tumors showed fea-
tures of GB with pleomorphic astrocytic tumor cells, promi-
nent microvascular proliferation and necrosis. GFAP expres-
sion was confirmed in the neoplastic cells in all cases. Two
distinct infiltration patterns were observed: a diffuse infiltra-
tive pattern and a nodular pattern. Only samples with more
than 75% of the peripheral tumor contour analyzed were con-
sidered for infiltrative pattern analyses. The diffuse infiltrative
pattern included a transition between high-density neoplastic
cells in the center and diffuse and progressively decreasing
numbers of neoplastic cells in the periphery of the tumor,
which infiltrated the adjacent nervous tissue (Fig. 1a). In the
cases with a nodular infiltrative pattern the front between
high-density neoplastic cells and peripheral nervous tissue
was delimited. In addition, isolated groups of neoplastic cells
in perivascular spaces or in the neuropil, which were clearly
separated from the tumor, were observed (Fig. 1b). In this
study, 20 cases showed a diffuse infiltrative pattern and 8
cases showed a nodular pattern. In the remaining 8 cases the
infiltrative pattern could not be established. The number of
mitoses ranged from 1 to 12 (mean 4) and the mean MIB-1
LI of the tumors was 14.9% (range: 1-50%).
Immunohistochemistry (IHC) analyses revealed that in 17
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Fig. 1 Histopathology,
immunohistochemistry and
EGFR amplification (determined
by FISH) in primary GB. a.
Individually invading cells giving
rise a diffuse pattern. Arrows
point at areas showing the diffuse
infiltration pattern (HE,

obj. x 10). b. Infiltration of groups
of cells giving rise to a nodular
pattern (HE, obj. x 10) (arrows)
with vascular hyperplasia and
capillary pseudo-glomerulus
(asterisk). ¢. Strong EGFR
immune-expression (obj. x20). d.
No EGFR immune-expression
(obj. x20). e. Tumor cells
showing a high level of EGFR
amplification and f. cells without
EGFR amplification, as
determined by FISH

cases (47.2%) EGFR was over-expressed, whereas no detect-
able expression of this protein was noted 19 cases (52.8%)
(Fig. 1c, d).

3.2 EGFR gene amplification correlates with EGFR
expression

Thirty six primary GBs on the TMAs were successfully ana-
lyzed by FISH for EGFR copy number assessment. Based on
this analysis, three different groups could be discerned: 1)
high EGFR amplification (EGFR-ampH, 15 cases), 2) low
EGFR amplification (EGFR-ampL, 7 cases) and 3) no
EGFR amplification (EGFR-Namp, 14 cases) (Fig. le, f).
The fraction of EGFR amplified cells in group 1 ranged from
20% to 90% with high gene copy numbers in each cell. The
fraction of EGFR amplified cells in group 2 ranged from 5%
to 20%, with low numbers of gene copies in the cells
exhibiting amplification (3—16 copies). In group 3 no EGFR

amplification was present. Previously, this classification has
been proven to be useful for studying EGFR amplification
levels in both cultured cells and primary tumor tissues by
FISH and cytogenetic analysis [6]. Using MLPA, wild-type
EGFR was found to be present in 25 tumors and mutant
EGFRVIII in 11 tumors. Of these latter tumors, 10 fell into
the EGFR-ampH group and one in the EGFR-ampL group.
No EGFRvIII mutant forms were detected in the EGFR-Namp
group.

EGFR mRNA expression was quantified by qRT-PCR.
Compared to the EGFR-Namp group, we found that the
EGFR-ampH group tumors showed more than a 3.8-fold in-
crease in EGFR mRNA expression. No increase in EGFR
mRNA expression was detected in the EGFR-ampL group
tumors compared to the EGFR-Namp group tumors
(Supplemental Fig. S1). Therefore, we conclude that the
EGFR mRNA expression in the EGFR-ampH group is signif-
icantly higher than in the other groups studied. The clinical
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and histopathological features of the samples in relation to
their different levels of EGFR amplification are shown in
Table 1. Interestingly, we found that all cases that showed a
nodular pattern exhibited a low or no EGFR amplification.
THC analysis of EGFR protein expression in the 36 GB sam-
ples revealed that also the EGFR protein was over-expressed
in all 15 cases exhibiting a high EGFR gene amplification. In
contrast, we found that of the 7 cases with a low EGFR am-
plification, only 1 showed EGFR protein over-expression.
Similarly, we found that the EGFR protein was over-expressed
in 1 out of all 14 cases without EGFR amplification.

3.3 EGFR gene amplification correlates with ARF1
promoter methylation

The methylation levels of the CpG islands present in the
promoter regions of the INK2A, PTEN, MGMT, TIMP-3,
CDHI, GSTP, KRAS, MLHI, NFKBI and ARFI genes
were evaluated using a Sequenom MassARRAY platform
in 36 GB samples and 6 control non-neoplastic tissue
samples. The methylation levels in the MGMT, KRAS
and PTEN gene promoters in the GB samples exceeded
those in the non-neoplastic brain tissues. The ARFI,
CDHI, CDKN2A and GSTP gene promoters were found
to be hypomethylated, with two exceptions, i.e., EGFR-
ampL group samples showed higher CDHI methylation
levels than controls, and the average CDKN2A gene pro-
moter methylation level in the EGFR-Namp group was
similar to that of the controls. The MLHI, NFKBI and
TIMP3 methylation levels were similar to those in the
control samples (Table 2).

The methylation levels of these genes were also analyzed
with respect to the EGFR gene amplification status. By doing
so, we found that only the ARF/ promoter methylation level
differed significantly between the EGFR-ampH and EGFR-
ampL groups compared to the EGFR-Namp group (p-value <
0.01). The ARFI methylation level was found to be signifi-
cantly higher (mean value 21.9%) in the group of tumors
without EGFR amplification compared to the groups with a

high or low level of EGFR amplification (mean values 12.2%
and 10.0%, respectively). The methylation levels in all the
control samples (mean value 24.0%) were similar to those
obtained for GBs with no EGFR amplification (Table 2 and
Fig. 2). Analysis of the TCGA GB dataset showed a moderate
(but non-significant) relationship between the degree of
EGFR amplification and the ARF/ methylation status.

3.4 ARF1 promoter methylation correlates with its nRNA
expression

We applied unsupervised hierarchical cluster analysis to the
methylation status of the various CpG sites present within the
ARF1I promoter region in order to explore potential associa-
tions with the EGFR amplification groups. We calculated the
statistical significance of the clustering by bootstrapping. The
maximum number of clusters retaining statistical significance
(p < 0.01) was 3. We found that the distinct methylation pat-
terns that emerged in these clusters related to the EGFR am-
plification levels in the GBs (Fig. 3). Methylation pattern 1
(MP1), characterized by a very low level of ARFI methyla-
tion, was detected only in tumors with EGFR amplification
(four of them with high level and three with low level).
Methylation pattern 2 (MP2), characterized by a variable level
of ARFI methylation, was detected in 15 cases with different
levels of EGFR amplification (eleven of them with high level
and four with low level), but also five cases without EGFR
amplification. Methylation pattern 3 (MP3), characterized by
a high level of ARF'I methylation, was detected only in cases
with no EGFR amplification (15 cases), including the six non-
neoplastic control tissue samples. To assess the impact of pro-
moter methylation on ARFI gene expression, the ARF1
mRNA expression level was quantified by qRT-PCR
(Fig. 4). We found that the MP1 tumors showed more than a
two-fold increase in ARF1 mRNA expression compared to
the MP2 and MP3 group tumors (p < 0.05). Differences in
ARFI expression levels between the MP2 and MP3 group
tumors were not statistically significant.

Table 1  Clinical, pathological and molecular findings in 36 primary GBs
EFGR status Age (years) Sex (F/M) Size (cm) Treatment Survival  Ki-67 (%) EGFRIHC Pattern of EGFR wild/
(months) Score infiltration mutant

ampH 15 cases 48-74 8/7 15-80 RT+CH: 11 2-27 5-40- 3 (10cases) Diffuse: 10 cases EGFRwt 5 cases/
x =61 x=4.8 CH: 1 x=11.8 x=16.1 2 (5cases) NO: 5 cases EGFRvIII 10 cases
std.: 6.1 std.: 1.7 None: 3 std.:7.1 std.: 24.7

ampL 7cases 24-73 1/6 1.5-7.0 RT+CH:5 2-38 3-21 2 (1 case) Diffuse: 4 cases EGFRwt 6 cases/
x=353 x=4.1 None: 2 x=21.1 x=109 1 (3 cases) Nodular: 1 case  EGFRwIII 1 case
std.: 17.2 std.: 1.9 std.: 15.6 std.: 14.2 0 (3 cases) NO: 2 cases

Namp 14 cases 24-74 3/11 2.0-9.0 RT+CH: 12 1-38 2-26 2 (1 case) Diffuse: 6 cases EGFRwt 14 cases
x =55 x=43 None: 2 x=223 x=10.6 1 (4 cases) Nodular: 6 case
std.: 9.3 std.: 1.9 std.: 12.1 std.: 11.1 0 (9 cases) NO: 2 cases

RT Radiotherapy, CH Chemotherapy, /HC Immunohistochemistry, NO not established, s7d. standard deviation
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Table 2 Methylation levels of 10 pre-selected genes in 36 GB and 6 control samples exhibiting different EGFR amplification levels (H, L, N)
Cases ARFI CDH1 CDKN2A  GSTP7 KRAS MGMT MLHI NFKBI ~ PTEN TIMP3
EGFR-ampH Range 19.2-7.5  29.9-74 17.1-40 28.0-13.5 293-64 32.0-124 102-25 11.547 19253 23.693
Mean  12.2%% 13.2 9.6 204 13.6 20.0 59 6.6 10.8 13.9
std 37 6,0 44 4,6 6,2 6,8 1,9 2,1 4,6 4,0
EGFR-ampL  Range 14.8-6.8  32.9-6.6 14.3-38 392-133 292-6.6 47.7-13.9 9.0-33 9.8-5.7 19.5-5.7 16.1-9.6
Mean  10.0%* 19.6 10.5 21.6 10.8 24.0 5.0 7.8 9.4 12.8
std 2,5 11,3 35 9,9 7.5 10,5 1,7 1,6 43 24
EGFR-Namp Range 26.0-9.5 22862 351-35 380-13.6 333-63 36.3-88 13525 8747 233-55 23.1-9.0
Mean  21.9 114 12.8 21.2 12.9 189 54 6.6 10.8 11.5
std 43 44 7,6 7,1 74 8,9 28 1,1 59 34
Control Range 264228 22,764 16392 314-138 14871 7,665 10,3-2.6  7.8-5.1 8,2-6.1 15,4-10.1
Mean  24.0 152 13.8 22.6 9.8 7.1 55 6.2 6.8 124
std 1,5 5,7 2,5 64 24 0,5 2,5 0,9 0,7 1,6

Values in bold represent the ARF promoter methylation levels
*#p-value with respect the no amplification (EGFR-Namp) group < 0.01

3.5 EGFR gene amplification and ARF1 promoter
methylation correlate with metabolic reprogramming

The determination of metabolic profiles in tumor biopsies rep-
resents a powerful approach for exploring metabolic
reprogramming. As part of this metabolic reprogramming, the
Kennedy pathway, which regulates the production of phospho-
lipids for membrane turnover, is upregulated in tumors and
therefore represents both a strong metabolic cancer hallmark
and an excellent tumor aggressiveness marker. The correlation
between EGFR status and the Kennedy pathway is well
established. Here, we used HR-MAS NMR spectroscopy

Fig. 2 Boxplots depicting the level of ARF/ promoter methylation related
to different EGFR amplification levels in GBs and non-neoplastic control
tissues. Boxes denote the interquartile range, lines denote the median, and
whiskers denote the tenth and ninetieth percentiles. EGFR-ampH and
EGFR-ampL with respect to EGFR-Namp: p-value < 0.01. The circles
represent outliers expressed as values 1.5 times outside the interquartile
range

metabolomics to explore the potential implications of different
EGFR amplification patterns in tumor metabolic
reprogramming. Using this technique, we obtained well-
resolved spectra of intact GB tissue samples, which showed
statistically significant spectral region differences between the
EGFR-ampH, EGFR-ampL and EGFR-Namp group samples,
which were found to be associated with 16 putative metabolites
(Fig. 5). The differences observed included higher concentra-
tions of choline, phosphocholine, glutamate, total glutathione
and uracil, and lower concentrations of global fatty acids in GB
samples with high EGFR amplification levels (EGFR-ampH)
compared to the other two groups. Interestingly, we found that
high EGFR amplification levels correlated with low ARF pro-
moter methylation levels (MP1 and MP2). On the other hand
we found that lack of EGFR amplification, which is associated
with a high ARFI promoter methylation level (MP3; see
above), was associated with higher levels of leucine, isoleucine,
lactate, alanine, taurine, myo-inositol, methyonine and acetate,
and lower levels of tyrosine.

4 Discussion

GB is the most prevalent primary human brain tumor and is
among the deadliest of all human cancers. GBs are character-
ized by alterations in genes that control cellular growth, apo-
ptosis, angiogenesis and invasion [3, 4, 21]. Here, we detected
statistically significant associations between EGFR gene am-
plification, ARF/ promoter methylation, tumor infiltration and
membrane turnover metabolism in primary GB samples. To
the best of our knowledge, this is the first documentation of an
association between ARFI methylation and GB biology. This
work suggests a new component, ARF/ methylation, in the
chain of events that leads to the proliferation and invasion of
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Fig. 3 Heatmap of the methylation levels of CpG regions within the ARF/ gene promoter. Hierarchical cluster analysis of the GB
samples showing three distinct ARF/ methylation patterns (MP1, MP2 and MP3)

GB tumor cells. ADP-ribosylation factor (ARF) proteins con-
stitute a small family of GTPases, encompassing six isoforms,

Fig. 4 ARF1 mRNA levels measured by qRT-PCR compared to differ-
ent ARFI gene promoter methylation patterns. Boxes denote the inter-
quartile range, lines denote the median, and whiskers denote the tenth and
ninetieth percentiles. ARF1 mRNA expression was significantly higher in
methylation cluster 1 (MP1) than in methylation clusters 2 (MP2) or 3
(MP3; p < 0.05). The ARF1 expression levels for the MP2 and MP3
samples did not exhibit statistically significant differences. The circles
represent outliers expressed as values 1.5 times outside the interquartile
range
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which regulate vesicular traffic and organelle structure by
recruiting coat proteins, regulating phospholipid metabolism
and modulating the structure of actin at membrane surfaces.
Among these proteins, ARF1 and ARF6 are best character-
ized. ARF6 is located in the plasma membrane and is involved
in receptor endocytosis and actin remodeling, whereas ARF1
is classically associated with the Golgi apparatus [22]. During
migration, intracellular signaling cascades promote actin cy-
toskeleton remodeling to form membrane protrusions, and
small GTPases in the Rho and ARF families have been char-
acterized as key players regulating this process [23-26]. The
association between the ARF family of proteins and cancer
has been well established in tumor cells in vitro [24, 27] and in
primary malignancies including melanoma [28], lung cancer
[29], breast cancer [30], gastric cancer [31] and neuroendo-
crine cancers [32]. As yet, however, the exact role of these
proteins in these cancers remains unclear. High ARFI expres-
sion has frequently been observed in gastric cancer cells and to
be significantly associated with tumor progression and ad-
vanced stages of disease, whereas low ARFI expression was
found to be associated with a better prognosis [31]. Some of
these associations may be related to PI3K pathway activation
by ARF1 [24, 25]. In glioma cells, ARF6 over-expression has
been found to enhance their migration [33, 34]. In breast can-
cer cells, ARF1 and ARF6 were found to be simultaneously
activated following EGF stimulation [35, 36] and in glioma
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Fig. 5 Metabolomic profiles of GB according to EGFR gene
amplification status (black, high level of amplification; gray, low level
of amplification; white, no amplification). Only statistically significant
metabolic changes are presented. Levels are expressed as the spectral
area of the metabolite of interest divided by the total aliphatic spectral
area. *, p-value with respect to the high level of amplification group
< 0.05; **, p-value with respect to the high level of amplification group

EGFR has been found to stimulate ARF6 expression [37].
Here, we have uncovered associations between upregulated
tumor metabolism and EGFR gene amplification, and be-
tween EGFR gene amplification and ARF/ methylation,
which supports a potential role for ARF/ in GB progression.
Our data show that ARF'/ gene promoter methylation closely
regulates its expression and that this effect is enhanced in
tumors exhibiting EGFR amplification.

The biological association between EGFR and ARFI is
complex. EGFR is considered a major oncogenic protein since
it can modulate the growth properties of transformed cells,
survival signaling, migration, angiogenesis and metastasis.
Our results indicate that ARF/ promoter methylation and
EGFR amplification are associated in GB. Interestingly, we
found that GB entries in the TCGA also showed a trend to-
wards a similar relationship, thus suggesting that our results
are genuine. There are several possible explanations why a
strong relationship was not found in the TCGA data. First,
the TCGA dataset is inherently biased towards cases with
large resections of highly viable tumors, whereas we included
cases in our cohort regardless of sample size or degree of
necrosis. Second, the copy number changes in the TCGA were
determined by SNP array analysis and were reported as log2

< 0.01; #, p-value with respect to the low level of amplification group <
0.05; ##, p-value with respect to the low level of amplification group <
0.01. Cho: choline; PC ho; phosphocholine; Leu, leucine; Ile, isoleucine;
Met, methionine; mlno, myo-inositol; Ala, alanine; Lac, lactate; Urac,
uracil; Tyr, tyrosine; Ace, acetate; GSx, total glutathione; Tau, taurine;
FA, total fatty acids (CH2 moiety); Glu, glutamate

ratios (see Material and methods). While this analysis may in
principle be analogous to FISH, it is difficult to extrapolate
FISH cut-off points to SNP array data cut-off points. As cells
migrate, intracellular signaling cascades are activated, and
ARF families are key players in regulating this process.
ARF]1 plays a well-recognized role in vesicle formation and
also influences actin assembly at the Golgi apparatus to facil-
itate vesicle fission [22]. These processes are part of mem-
brane trafficking and actin cytoskeleton remodeling, both of
which impinge on the acquisition of migratory and invasive
potentials of cells [25, 38]. In addition, it has been reported
that ARF1 may be present on plasma membrane ruffles along
with EGFR [24, 36].

One of the most important issues in GB biopathology and
developmental therapeutics is the identification of the mecha-
nism(s) underlying tumor cell infiltration. GB tumor cells tend
to invade into the surrounding tissues, either individually or in
small groups, and previous studies in an orthotopic xenograft
model have shown that GBs may display two types of growth
behavior: (i) expansion of the tumor mass and (ii) formation of
tumor nodules or highly diffuse single tumor cell infiltrations
[39-41]. Many cases included in our study showed a diffuse
infiltration pattern, mainly in the EGFR-ampH group, which
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also exhibited a lower ARFI methylation, an observation that
could be related to a more aggressive tumor behavior.

Our tumor metabolism data suggest that EGFR ampli-
fication and ARFI methylation are not only associated
with changes in membrane turnover but also in mem-
brane composition. It is thought that choline and inositol
could play a dual role, both in increasing membrane
turnover and in changing the ratios between different
phospholipid membrane bilayer components, thus affect-
ing its physicochemical properties. However, the ob-
served association between EGFR amplification and tu-
mor metabolism is not limited to membrane metabolites.
Previous studies have shown that EGFR signaling medi-
ated by PI3K/AKT upregulates a master lipogenic tran-
scription factor, i.e., sterol regulatory element-binding
protein-1 (SREBP-1), and to regulate pyruvate kinase
M2 expression [42]. In addition, it has been reported that
lactate production in GB cells allows them to become
more invasive by mimicking a highly hypoxic metabo-
lism via the Warburg effect [43]. Our data show that
together all these metabolic shifts affect the production
of methyl-donor metabolites, including leucine and iso-
leucine. The potential connection between these findings
and other cellular processes such as DNA methylation
and vesicle trafficking may be related to the role that
ARF1 plays in glioma progression, as described above.
Therefore, the metabolic analysis of these tumors may
suggest an association between EGFR amplification and
different membrane precursors and methyl-donor metab-
olites. Our results indicate that EGFR amplification is
associated with a complex network of interactions be-
tween membrane turnover, DNA methylation and vesicle
trafficking, which is mediated by ARFI. We found that
cases with a nodular growth pattern exhibited no or low
EGFR amplification levels, whereas all tumors with high
EGFR amplification levels and ARFI hypomethylation
exhibited a diffuse growth pattern. Together, these results
suggest an association between EGFR amplification and
ARF1 methylation, which may be correlated with tumor
infiltration and metabolism. Although the mechanisms
and consequences of these associations remain to be re-
solved, the findings reported here provide a basis for
new hypotheses connecting vesicle trafficking, membrane
turnover and metabolism in GB tumor cells.
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Abstract: Glioblastoma multiforme (GB) is one of the most aggressive tumors. Despite continuous
efforts to improve its clinical management, there is still no strategy to avoid a rapid and fatal outcome.
EGFR amplification is the most characteristic alteration of these tumors. Although effective therapy
against it has not yet been found in GB, it may be central to classifying patients. We investigated
somatic-copy number alterations (SCNA) by multiplex ligation-dependent probe amplification in a
series of 137 GB, together with the detection of EGFRVIII and FISH analysis for EGFR amplification.
Publicly available data from 604 patients were used as a validation cohort. We found statistical
associations between EGFR amplification and/or EGFRVIIIL, and SCNA in CDKN2A, MSH6, MTAP and
ADD3. Interestingly, we found that both EGFRVIII and losses on ADD3 were independent markers
of bad prognosis (p = 0.028 and 0.014, respectively). Finally, we got an unsupervised hierarchical
classification that differentiated three clusters of patients based on their genetic alterations. It offered a
landscape of EGFR co-alterations that may improve the comprehension of the mechanisms underlying
GB aggressiveness. Our findings can help in defining different genetic profiles, which is necessary to
develop new and different approaches in the management of our patients.

Keywords: glioblastoma; IDH; ADD3; EGFR; survival; high throughout techniques; precision

1. Introduction

Glioblastoma multiforme, IDH wild-type (GB-IDHwt), is the most frequent malignant brain tumor
in adults and the most aggressive in nature, with an average survival of around 15-18 months [1,2].
GB displays, in addition to morphological heterogeneity, a wide genetic heterogeneity [3,4]. This fact
is, despite constant efforts, one of the main causes of the absence of effective treatment and thus,
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of the extremely poor prognosis this disease offers [5,6]. The last World Health Organization (WHO)
classification tackles GB genetic heterogeneity, putting IDH status in the spotlight and associating it to
prognosis [1,7]. The mutations that GB-IDHwt acquires during clonal evolution do not follow a linear
development [4,8]. Many efforts have been made since The Pan Cancer project of TCGA deepened on
the high frequency of alterations in the receptor tyrosine kinase/PI3K/PTEN/AKT/mTOR-signaling
pathway (present in 88% of GB cases), along with the p53/MDM2/p14ARF molecular pathway (87%)
and the CDKN2A/CDK4/6/retinoblastoma signaling pathway (78%) [1,9-12]. Those alterations seem
to be a core requirement for GB pathogenesis and they are associated with a poor prognosis [13,14].
Identifying genetic changes in shared nodes of convergence may improve our understanding of
diseases [4]. In addition, the identification of differential targets among GB IDH-wt genetic subgroups
could lead to reach better approaches to GB management. EGFR amplification is a hallmark of
glioma pathogenesis [4,15,16]. In the last decade, many molecules have shown promising results on
pre-clinical or phase 1/2 trials targeting EGFR. However, they tend to fail, as recently happened with
ABT-414 conjugated with ABBV-321 [16,17]. It is also disappointing that while TKI therapies have
been successfully expanded to multiple types of cancer, none of them have improved the lifespan
of GB patients [18]. Nevertheless, the interest of assessing EGFR copy number status [19-24] along
with variants that have been related to cell proliferation, angiogenesis and invasion, and thus, with
shortened survival, such as the EGFR variant III (EGFRVIII) [25-27], is undeniable.

Huge efforts have been made using high-throughput techniques for the genomic analysis of
GB [4,28,29]. However, the complexity of the data they provide makes it difficult to draw a targetable
GB portrait [1,28]. There is still a long way to progressively introduce objective biomarkers towards
precision medicine adapted to the molecular profile of the tumor. High-throughput user-friendly
techniques such as multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) could be optimal for the
development of new personalized therapies [24,30].

The main goal of this work was to characterize the frequent alteration of EGFR via its amplification
or the presence of EGFRVIII in a series of 137 primary GBs and to assess concomitant somatic copy
number alterations (SCNA). We focused on primary, de novo, IDHwt GBs, and we delved deeper
into the potential use of MLPA to study formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) GB. We aimed to
define networks of genetic alterations from a simplified point of view, compared to high-throughput
techniques, using such a common kind of material as paraffin embedded tumor tissue samples are.
Our results highlight the existence of three groups of tumors according to different complex genetic
profiles, where EGFR plays a crucial role. We also present the importance of ADD3 and EGFRVIII as
genetic biomarkers that may determine a more accurate prognostic for GB patients. Taken together, our
results improve the comprehension of the mechanisms underlying GB aggressiveness and establish a
new genetic classification that could enhance the clinical management of GB patients.

2. Materials and Methods

2.1. Patients, Samples and Clinical Study

GB samples were obtained from 137 patients surgically treated at the Clinic Hospital of Valencia
between 1995 and 2010, with known follow-up. The study was reviewed and approved by Institutional
Ethics Committee of the University of Valencia and Clinic Hospital of Valencia. Tumor specimens were
fixed in neutral buffered formalin, embedded in paraffin, sectioned, and stained with hematoxylin
and eosin (H&E). Samples were categorized according to the WHO classification [1]. Glioblastoma,
IDH-mutant (n = 9), including those that progressed from lower-grade gliomas, were not included in
the different statistical analyses. All patients underwent treatment consisting of maximum safe tumor
resection and none of them received chemotherapy or radiotherapy before surgery. Similar schemes
of first-line treatment, encompassing radiotherapy (50-65 Gray) with concomitant and adjuvant
temozolomide-based chemotherapy were applied after surgery in all the cases. A retrospective
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survival analysis was performed. Overall survival (OS) was calculated as time from surgery to death.
Event times were censored if the patient was alive at the time of last follow-up.

2.2. DNA Extraction, Molecular Analysis of IDH1/2, TP53 and MLPA

Genomic DNA was extracted from FFPE tissue samples using a QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. We analyzed
by direct sequencing the genomic regions spanning wild-type R132 of IDH1 and wild-type R172
of IDH2. Exons 5-8 of TP53 were also sequenced. PCRs were performed using standard buffer
conditions, 200 ng of DNA and an AmpliTaq Gold Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). PCR products were purified with Centricon columns (Amicon, Beverly, MA, USA) and
analyzed on an ABI 310 Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Primer sequences
forward (fw) and reverse (rv) were as follow: IDH1 fw 5-ACCAAATGGCACCATACGAA
and rv 5-TCACATTATTGCCAACATGACTT, IDH2 fw 5-CCAATGGAACTATCCGGAAC and
rv 5-CCTCTCCACCCTGGCCTAC, TP53 (exon 5) fw 5-CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG and rv
5-TTCAACTCTGTCTCCTTCCT, TP53 (exon 6) fw 5-GTCTGGCCCCTCCTC AGCAT and rv
5-GTCTGGCCCCTCCTCAGCAT, TP53 (exon 7) fw 5-CTCATCTTGGGCCTGTGTTA and rv,
5-AGTGTGCAGGGTGGCAAGTG, TP53 (exon 8) fw 5'-ACCTGATTTCC TTACTGCCTCTTGC and
rv 5-GTCCTGCTTGCTTACCTC GCTTAGT.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) using the MLPA KIT P105 (version
C1-C2) and ME(024 (version A1-B1) was performed in accordance with the manufacturer’s protocol
(MRC Holland, Amsterdam, Netherland) [30,31]. Amplification products were separated on an ABI 310
Sequencer (Applied Biosystems, Inc, Foster City, CA, USA) and data analysis was made with Coffalyser
excel-based software (MRC-Holland) [32], where relative probe values of probe-amplified products are
compared with normal controls. These kits included multiple glioma and cancer related genes that
were evaluated depending on their probes based on previous reports [30,31,33,34], as explained below.
Both kits are approved for investigational-use only.

2.3. Status of EGFR: EGFRuIII, Copy Number Alterations and Interphase Fluorescence In Situ Hybridization

EGFR was studied by MLPA using the P105 kit (MRC-Holland). It includes 11 probes for exons
1-8, 13, 18 and 24 of EGFR. This design allowed us to determine on one hand, the presence of the
variant IIT and on the other hand, somatic copy number alterations (SCNAs) of EGFR in the samples
analyzed. Following previously published descriptions, to identify EGFRVIII we determined the
average value for exons 2-7 probes and established the ratio with the average value of probes for
exons 1, 8, 13, 18 and 24. Patients with ratios below 0.8 were considered to harbor the EGFRVIII [31,35].
SCNAs of EGFR were determined based on the average value of exons 1, 8, 13, 18 and 24 in order to
exclude the ones that are frequently involved in EGFR variants. The thresholds applied classified
the samples as no amplified (0.7 < x <1.3) or gained (x > 1.3) for downstream statistical analysis.
We also analyzed the EGFR gene status in interphase cells by dual-color FISH probes using interphase
Fluorsence in situ hybridization (iFISH). For that purpose, we used tissue microarrays (TMAs) and the
probe LSI EGFR SpectrumOrange/CEP-7 SpectrumGreen Probe from Vysis (Abbott Laboratories, IL,
USA). Hybridizations were performed according to the manufacturer’s instructions, and signals were
counted in two different regions of 200 non-overlapping nuclei. We calculated the ratio between the
average signal count of EGFR and the control probe CEP-7 (EGFR/CEP7 ratio). EGFR was considered
to be amplified when the EGFR/CEP-7 signal ratio was >2 [36]. Cases were subclassified according to
previous descriptions as GBs with high level of amplification (H-amp) when more than 20% of the cells
showed more than 20 copies of EGFR. GBs with low levels of amplification (L-amp) included cases
with 5-20% of cells with 4-12 copies of EGFR. Cases without amplification (N-amp) showed two copies
of EGFR. The exact ratio was not calculated in cases with high amplification levels [19,36]. The aim
of this validation study was to determine the concordance rates of these techniques. Concordance
between both techniques was assessed by the Cohen’s Kappa statistic. It has a range of 0-1.0 and «



Cells 2020, 9, 2429 40f19

values <0.2 means a poor agreement, 0.21 < k < 0.4 means a weak agreement, 0.41 < k < 0.6 means
a moderate agreement, 0.61 < k < 0.8 means a good agreement and 0.81 < k < 1 means a very good
agreement between techniques.

2.4. Analysis of Locus 9p21 and Other Glioma and Cancer-Related Genes

SALSA MLPA P105 and ME024 included a collection of probes to determine PTEN
status and genes located on 9p21. Many probes in order to characterize CDKN2A-CDKN2B
(p15INK4B-p14ARF-p16INK4A) were included. These kits also comprised probes for other genes
located up and downstream on 9p21.3 (KLHL9, MIR31, MLLT3 and MTAP) and for genes located
near on 9p (DOCKS8 9p24.3 and GLDC on 9p24.1, and PAX5 on 9p13.2). In addition, a wide collection
of probes addressed to many different genes were assayed, including: DYSF (2p13), MSH6 (2p16),
SIX3 (2p21), SPAST (2q22.3), EDAR (2q12.3), CTNNBI (3p22), ATR (3q23), TGFBR2 (3p24), CFI (4q25),
WDR36 (5q22.1), IL4 (5q31), CDH7 (8q12), ADD3 (10q25.2), MENT1 (11q13.1), SMPD1 (11p15.4), COL2A1
(12q13.11), HNF1A (12q24), PCCA (13932.3), ING1 (13q34), ATL1 (14q22.1), SNRPN-HB2-85 (15q11.2),
SPG11 (15q21.1), IQGAP1 (15q26.1), MVP (16p11.2), TRAF4 (17q11.2), ERBB2 (17q12) NPC1 (18q11.2),
CACNAIA (19p13.2), SMARCA4 (19p13.2), JAGI (20p12.2), ADAMTS5 (21q21.3), and TIMP3 (22q12.3).
The variety of loci explored offered a detailed landscape of GB SCNAs.

To categorize MLPA call to SCNA value, we established deletions as x < 0.7, normal as 0.7 < x < 1.3
and gain as x > 1.3. When probe values within the different exons of one locus were heterogeneously
distributed across some categories such as heterozygous and homozygous deletions, we defined the
category in which more than 70% of probe values belonged. For convenience, homozygous and/or
heterozygous deletions collectively were referred to as deletion, while amplification and/or gain as
gain/amp. Non-canonical SCNAs such as gain/amp in CDKN2A, PTEN or TP53 and deletion in EGFR
or CDK4 were not considered in the data analysis.

2.5. Statistical Analysis

The statistical analysis of the data was carried out according to the type of variable.
Quantitative variables were evaluated using the Kolmogorov-Smirnov and Levene tests; depending
on their results and their characteristics, Student’s t-test, ANOVA, Mann-Whitney-Wilcoxon test or
Kruskal-Wallis test were performed. For comparisons among categorical variables, Fisher’s exact,
Pearson’s chi-squared, and Kruskal-Wallis test were used depending on the number or rows/columns
and the expected frequencies. A survival analysis using the Kaplan-Meier method was also done.
The statistical significance of these curves was calculated using the log-rank (Mantel-Cox) test.
Significance was accepted at least at p < 0.050 level. Data were analyzed with SPSS (version 26) software
(IBM, Madrid, Spain). To perform the clusters, the average-linkage method was used. Therefore,
distance between clusters was obtained as the average distance between all possible pairs of cases
from both clusters, providing robust groups. Euclidean distance was used because of the binary scale
of the genetic variables. The choice of three clusters was decided from the hierarchical tree, according
to the level of heterogeneity at which the clusters were combined. Cluster combination stopped when
this level was roughly 70% of the total amount.

2.6. TCGA Analysis and Functional Protein Associations

We accessed data for GB samples from The Cancer Genome Atlas (TCGA) by using cBioPortal
for Cancer Genomics (www.cbioportal.org) [12,37,38] to validate whether the SCNAs detected in our
cohort were associated with EGFR amplification there. We studied the Genomic Profile “Putative
copy-number alterations from GISTIC” for the latest dataset available in cBioportal for GB (TCGA,
Provisional 604 samples). Copy number alteration data from 577 cases were obtained and further
analyzed. A “User-Defined List”, including EGFR, CDKN2A, MTAP, TRAF4, JAG1 and MSH6, was
entered into the “Enter Gene” box. Samples were classified for each gene according to their putative
copy number variation calculated by GISTIC with default cBioportal thresholds 33. The groups were
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Diploid (0), Shallow Deletion (-1), Deep deletion (-2), Gain (1) and Amplification (2). The associations
between EGFR amplification and the copy number profile were analyzed using the “Plots” tool and
retrieving the raw data. Outlier values (n < 10 from 577 cases) were negligible. Statistical significance
for amplification vs. diploid and deletion (shallow or deep) vs. diploid for each gene was assessed
using Fisher’s exact test.

We also used the Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) database
of known and predicted protein-protein interactions (https://string-db.org) to establish associations
among the proteins encoded by the genes affected by SCNAs in this series. This database contains
information from numerous sources, including KEGG, Reactome or Pubmed, among others [37].
To make a restrictive analysis, we explored both evidence and confidence meaning of network edges
and we increased the minimum required interaction score to ‘high confidence (0.700)" to reach a
greater reliability.

3. Results

3.1. Clinical and Histopathological Data

Our study included 137 patients. Clinical data, including age, sex, tumor location, size, initial
symptom and Karnofsky performance status scale (KPS), are summarized in Table 1. Mean age at
diagnosis was 57.7 years and male/female ratio was 1.17. OS was 210 days and did not reflected
statistical differences depending on sex nor age. Histologically, all tumors showed features of GB with
pleomorphic astrocytic tumor cells, prominent microvascular proliferation and necrosis (Figure 1).
From confirmed primary GB (n = 135), the majority were IDHwt (n = 128) but a little subgroup of
tumors displayed IDH mutations (n = 7) despite being primary GB (GB-IDHmut). In agreement with
the WHO 2016 classification, these GB-IDHmut-affected patients were significantly younger (40.9 years
in IDHmut vs. 59 years in IDHwt, p < 0.001 **). OS was also significantly higher in IDHmut than in
IDHwt patients (3300 days vs. 180 days, p < 0.001 **). From the 128 cases, 63.9% of patients were
>55 years old at diagnosis, the 56.3% were male and 76.9% had a KPS < 85 preoperatively. Interestingly,
tumor Pearson correlation test demonstrated an association between tumor size and OS (p = 0.020 *).

3.2. EGFR Status Assessment by iFISH and MLPA

iFISH analysis showed a distribution of cases among N-amp, L-amp and H-amp of 35.6%, 12.7%
and 51.7%, respectively (Figure 1). Similarly, MLPA analysis, which only separates two categories,
showed that 29.7% of cases had no EGFR gains, whereas 70.3% of the cases displayed gain of EGFR
copies. Comparing FISH H-amp and L-amp with MLPA “gain”, and FISH N-amp with MLPA “no gain”,
concordance between both techniques was good, with a coincident result in 83.05% of the samples
(Cohen’s kappa index: 0.610). Agreement was 93.4% for L-amp and H-amp GBs assessed by iFISH
that were detected as gains by MLPA. Regarding N-amp tumors, the concordance dropped to 64.3%
(Supplementary Table S1 shows the result from both techniques for each case). The visual determination
of EGFR made iFISH more suitable to categorizing the cases according to their amplification status.
Thus, the following analyses regarding EGFR amplification status were established according to
the iFISH data. Among the 128 GB patients, we found no significant associations between EGFR
amplification and survival (p = 0.387). Clinical data did not reveal any strong association to the
amplification status either: 50.8% of men and 49.2% of women displayed H-amp EGFR, reflecting
no differences depending on the basis of sex. We did not find significant associations between EGFR
amplification and patient age.
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Figure 1. Representative microphotographs of GB, IDH-wt. (A) High cellularity and poor differentiation
with prominent microvascular proliferation and necrosis (Hematoxilin and Eosin, 10x). (B) Highly
anaplastic, heterogeneous cells and microvascular proliferation (Hematoxilin and Eosin, 20x). (C-E)
iFISH microphotographs showing the status of EGFR by an orange LSI-EGFR probe and the centromere
of chromosome 7 as a reference, stained by CEP-7 green probe in cases representing the tree levels of
amplification. (C) No EGFR amplification (40x). (D) Low level of EGFR amplification (40x). (E) High

EGFR amplification (40x).

3.3. EGFR Variant 111 Is More Frequent in Women and Is Associated with Shortened Survival

MLPA allowed us to determine the presence of EGFRVIIL. IDHwt GBs (n = 128) exhibited EGFRVIII
in 35.2% of the cases (n = 45). Clinical data revealed no differences between both groups regarding age,
tumor location nor size. Nevertheless, there was a significant increase in the presence of this variant
in women (55.6% EGFRVIII vs. 37.3% EGFRwt, p = 0.047 *). Interestingly, Kaplan-Meier analysis
revealed statistical differences in OS (Figure 2, p = 0.014 *), accounting 150 days in EGFRwt vs. 90 days
in EGFRVIII (Student t-test p = 0.027 *). In addition, EGFRVIII was significantly more frequent in GBs
with EGFR amplification. We found it in 10 cases of N-amp GBs (23.8%), 2 cases of L-amp GBs (13.3%)

and 31 cases of H-amp GBs (50.8%, p = 0.003 **).

Table 1. Clinical data and baseline molecular characteristics of 137 glioblastoma patients.

Parameter Specification Outcome Wild(-?rizlg H1/2 IDI\I/[{‘it(a;e: 9) p-Value
Mean (range), in years ~ 57.7 (24-81) 59 (24-81) 40.9 (32-52) *** <0.001 ™
Age <55 40.6% 36.1% 100% % <0001 X*
>55 59.4% 63.9%
Sex Male 54.0% 56.3% 22.2% 0.080
Female 46.0% 43.7% 77.8% ’
Parietal 35.0% 33.9% 50.0%
Frontal 20.3% 19.1% 37.5%
Tumor location Temporal 36.6% 38.3% 12.5% 0.282 kw
Occipital 4.9% 5.2%
Intraventricular 0.8% 0.9%
Corpus Callosum 2.4% 2.6%
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Table 1. Cont.

Parameter Specification Outcome Wildgyfizlg H1/2 IDI\I/I{l;t(aI:e: 9) p-Value
Size (cm?) Mean (range) 5.2 cm (2-11) 5.1 cm (2-11) 6.0 cm (5-7) 0.210 ™
Neurological deficit 30.0% 32.1% 0%
Initial symptom Epileptic seizure 21.7% 21.4% 25.0% 0.146
;;‘;2‘;;221“ 48.3% 46.5% 75.0%
<85 76.9% 77.0% 75.0%
Krs >85 23.1% 23.0% 25.0% 1000
Overall survival Median (95 CI) 210 days 180 days 3300 days <0001 1"
TP53 Mutation 20.2% 17.3% 50.0% *0.028 X*
Alteration 61.4% 64.4% 22.2% *0.012 %"
N-amp 38.6% 35.6% 77.8% *0.011 X*
EGFR FISH L-amp 13.4% 12.7% 22.2%
H-amp 48.0% 51.7% 0.0%
No 65. 9%
EGFRVIIL Yes 321%
Gain 65.4% 70.1% 0.0% 20,001 X*
EGFR
Normal 34.6% 29.9% 100% % 20,001 kW
Alteration 63.5% 65.6% 33.3% 0.052 %
CDKN2A Loss 53.3%
Gain 10.2%
Alteration 54.0% 56.3% 22.2%
CDKN2B Loss 48.9% 0.080 ft
Gain 5.1%
SCNA Alteration 65.9% 65.9% 66,7% 0.961 X*
PTEN Loss 55.6%
Gain 10.4%
MTAP Alteration 52.9% 53.5% 44.4% 0.734 ft
TIMP3 Alteration 65.0% 64.1% 77.8% 0.404 X*
ERBB2 Alteration 26.5%
MVP Alteration 59.5% 56.3% 100% *0.020 ft
MEN1 Alteration 60.6% 57.8% 100% 0,012 %
ADD3 Alteration 45.3% 46.9% 22.2% 0.183 ft
PCCA Alteration 44.1% 46.6% 12.5% 0.075 ft

Prevalence of genetic alterations and cross tabulation of IDH1 mutation status versus clinical characteristics and
genetic alterations are depicted. For genetic alteration, only significant findings are shown (* means 0.05 > p > 0.01,
**means 0.01 > p > 0.001, *** means p < 0.001). Date are mean (range), number (%), or median (95%CI). Abbreviations:
CNA, copy number alteration; ft, Fisher’s exact test; KFS, Karnofsky Performance Status; kw, Kruskal-Wallis test; Ir,
long-rank test; mw, Mann-Whitney-Wilcoxon test and x2, Pearson’s chi-squared test.
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Figure 2. GB somatic copy number alterations (SCNA). (A) Distribution of MLPA calls from each
case on the targeted genes assayed showing the heterogeneity of GB. (B) Association between ADD3
SCNA and overall survival (OS). The Y-axis represents the cumulative survival time in terms of
probability: it oscillates between 0 (0% of cases) and 1 (100% of cases). The X-axis shows the survival
period, expressed in months. The blue line represents survival on patients with wild-type ADD3
(mean = 13.46 months). The green line represents survival in patients which tumors showed SCNA on
ADD3 (mean = 6.98 months). Long Rank (Mantel-Cox) analysis demonstrate statistical significance.
(C) Concomitant SCNA with the EGFR amplification status. MSH6 p = 0.007, CDKN2A p = 0.023, MTAP
p =0.017 and JAG1 p = 0.029. (D) Association between EGFRVIII and OS. The blue line represents
survival on patients with EGFRwt (mean= 180 days). The green line represents survival in patients
which tumors showed EGFRVIII (mean= 150 days). Long Rank (Mantel-Cox) analysis demonstrate
statistical significance. (E) Concomitant SCNA with the presence of EGFRVIII. MSH6 p = 0.001, ATR
p=0.019, ADD3 p = 0.010, PTEN p = 0.002, CDKN2A p = 0.004, SPG11 p = 0.003, MVP p = 0.032, ERBB2
p = 0.008, and JAG1 p = 0.013. * was used for 0.050 > p > 0.010, ** for 0.010 > p > 0.001 and *** for
p <0.001.
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3.4. MLPA Analysis Showed a Great Heterogeneity in GB

We identified that 100% of the tumor cases showed SCNA in at least two of the genes analyzed.
In addition, from all the loci explored, we found SCNA in all of them in at least seven cases.
An overview of the prevalence of genetic alterations identified in 128 GB-IDHwt patients is shown
in Table 1. A summary of all the SCNAs detected among the studied genes can be seen in Figure 2A
which offers a landscape of the high genetic heterogeneity found. We detected alterations affecting
more than 45% of the cases on EGFR (70.1% of the cases), CDKN2A (65.6%), TIMP3 (64.1%), MEN1
(57.8%), CDKN2B (56.3%), MVP (56.3%), PTEN (54.8%), MTAP (53.5%), ADD3 (46.9%) and PCCA
(46.6%). From those loci, only ADD3 tend to be more altered in women (55.4% of the cases) than in
men (40.3% of the cases). However, ADD3 demonstrated to be associated with OS, as patients with
SCNAs on ADD3 showed an OS of 6.98 + 1.17 months while patients with no-SCNA on ADD3 showed
an OS of 13.46 + 2.24 months (p = 0.012 *). Long Rank (Mantel-Cox) analysis demonstrate a statistic
association (p = 0.014 *, Figure 2B).

3.5. EGFR Amplified GBs Displayed Different SCNAs to Non-EGFR Amplified Cases

In this series, four genes revealed statistical differences on their affectation, depending on the
amplification status of EGFR: losses/gains of MSH6 on 2p16.3, losses of CDKN2A and MTAP, both
on 9p21 and gains of JAG1 on 20p12.2 (Figure 2C). TCGA analysis through cBioportal supported our
data, as it showed strong associations between both CDKN2A and MTAP losses and EGFR gain/amp
(p < 0.0001 ***). Of note is that both genes are located in 9p21. TCGA data also showed statistical
association between JAG1 gain/amp and EGFR gain/amp (p < 0.0001 ***). MSH6 showed alterations in
a little number of GBs and did not reach a significant result (Table 2). STRING analysis provided a PPI
enrichment p-value of 0.000987 and association to NOTCH3 activation and to a negative regulation
of cell-matrix adhesion. Based on previous reports [7], we looked for GB with triple SCNA (EGFR,
CDKN2A and PTEN); in our series, this appeared in 25.0% of the cases and they showed an OS of
7.64 + 1.97 months, which was lower than the 11.25 + 1.71 months in cases with no triple SCNA.

Looking for differences depending on EGFR status, we found in our series that EGFRVIII cases
displayed statistically different SCNAs than their EGFRwt counterparts: MSH6 (2p16.3), ATR (3q23),
ADD3 (10g25.1), PTEN (10g23.31), CDKN2A (9p21), SPG11 (15q21), MVP (16p11.2), ERBB2 (17q12),
JAG1 (20p12.2) (Figure 2E). STRING functional analysis of these genes revealed a PPI enrichment
p-value of 9.2 X 107% and a non-random association with negative regulation of cell-matrix adhesion
processes (false discovery rate -FDR- of 0.00100).

Table 2. Data from TCGA analysis performed using cBioportal.

EGFR

Shallow Deletion Diploid Gain Amplification

Deep deletion 2 20 131 178
Shallow deletion 3 19 48 38
Diploid 1 22 61 35
CDKN2A  Gain 0 2 14 3
Amplification 0 1 0 0
***n = 577; p < 0.00001; Chi-square 461.258
Shallow deletion 1 3 13 1
Diploid 3 52 153 126
JAGT  Gain 2 9 88 125
Amplification 0 0 0 1

***n = 576; p < 0.00001; Chi-square 41.9092
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Table 2. Cont.

EGFR
Shallow Deletion Diploid Gain  Amplification

Shallow deletion 0 8 15 14

Diploid 4 55 220 225
MsHe Gain 2 1 19 14

n =571; p > 0.05; Chi-square 7.2998

Deep deletion 2 18 114 169

Shallow deletion 3 21 61 46

Diploid 1 22 65 35
MTAP  Gain 0 2 14 3

Amplification 0 1 0 0

***n = 570; p < 0.00001; Chi-square 46.413

Annotated CNAs depending on EGFR amplification status. * was used for 0.050 > p > 0.010, ** for 0.010 > p > 0.001
and *** for p < 0.001.

3.6. Clustering Analysis Revealed Different Genetic Glioblastoma Groups

Hierarchical cluster classification distinguished three groups (C1, C2 and C3) depending on the
frequencies of alteration within the different loci explored (Table 3). In this analysis we excluded
37 patients because some markers were not available. From the 91 patients to classify, 18 were
unclassifiable subjects due to the diversity of the SCNAs found and 73 were distributed among the
three different groups performed. The clusters showed partially overlapped changes and others
completely differentiated among them (Figure 3). The Chi-squared test was used to assess the
dependence between the normal/altered presence of a gene and the membership cluster in order to
identify which genes have a higher power of discrimination. When the expected frequency in cells
of the cross-table was too small (n < 5) in more than 33% of cells, the Kruskal-Wallis test was used
as an alternative to Chi-squared. Regarding clinical data, size was similar in the different clusters,
showing an average of 5.7 cm in C1, and 5.3 cm in C2 and 4.9 in C3. Age at diagnosis also showed
similar averages (59, 57 and 61 years, respectively). Overall survival was 7.2 months for C1, 5.9 for C2
and 10.7 months for C3. Genetically, the analysis showed that C1 was the least affected, C2 showed
alterations of near half of the loci explored in more than 50% of the cases, and C3, displayed an
intermediate situation, with near 30% of the genes included affected in more than 50% of the cases.
When we analyzed the EGFR amplification status by iFISH in relation to these clusters, we found
statistically significant differences (p = 0.007 **): most cases from C1 were N-amp (63.0%), compared to
28.0% and 19.0% in C2 and C3, respectively. Most cases from C2 and C3 where H-amp (64.0% and
61.9%, respectively), compared to 22.2% in C1. This distribution of the cases for the L-amp group was
more homogeneous, accounting 14.8%, 8.0% and 19.0% in C1, C2 and C3, respectively.
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Table 3. Clustering analysis of GBM IDHwt.

Genes Studied Cluster1  Cluster2  Cluster 3 p-Value
CTNNB1 11.1 8.0 28.6 0.120 (KW)
CDH7 0.0 12.0 4.8 0.166 (KW)
IQGAP1 18.5 12.0 23.8 0.581 (KW)
GLDC 74 12.0 23.8 0.254 (KW)
TP53 11.1 12.0 429 0.011 * (Chi)
TGFBR2 11.1 16.0 9.5 0.781 (KW)
ING1 18.5 24.0 33.3 0.495 (Chi)
SIX3 14.8 24.0 524 0.014 * (Chi)
114 14.8 24.0 66.7 <0.001 *** (Chi)
PccA 444 24.0 85.7 <0.001 *** (Chi)
DYSF 18.5 28.0 429 0.180 (Chi)
HNFIA 37.0 28.0 57.1 0.124 (Chi)
DOCKS8 74 32.0 9.5 0.036 * (KW)
ERBB2 14.8 36.0 19.0 0.169 (Chi)
ATL1 222 36.0 52.4 0.096 (Chi)
ATR 25.9 48.0 19.0 0.080 (Chi)
TRAF4 44.4 52.0 28.6 0.268 (Chi)
JAG1 37 56.0 9.5 <0.001 *** (Chi)
SPG11 14.8 56.0 9.5 <0.001 *** (Chi)
EGFRulII 14.8 56.0 23.8 <0.001 *** (Chi)
MSH6 11.1 60.0 66.7 <0.001 *** (Chi)
ADD3 40.7 72.0 429 0.048 * (Chi)
SMARCA4 333 84.0 4.8 <0.001 *** (Chi)
MvVP 519 84.0 143 <0.001 *** (Chi)
MTAP 222 84.0 76.2 <0.001 *** (Chi)
PTEN 44.4 88.0 38.1 <0.001 *** (Chi)
TIMP3 444 92.0 57.1 0.001 ** (Chi)
EGFR 40.7 92.0 85.7 <0.001 *** (Chi)
MEN1 44.4 96.0 23.8 <0.001 *** (Chi)
CDKN2A 7.4 100.0 100.0 <0.001 *** (Chi)

p-values were calculated by the (Chi), Pearson’s chi-squared test x> and (KW), Kruskal-Wallis test. To highlight
statistical significance * was used for 0.050 > p > 0.010, ** for 0.010 > p > 0.001 and *** for p < 0.001.

3.7. Genetic Changes According to Clustering Analysis Point to Differentially Altered Pathways

EGFRVIII and losses in ADD3, associated with survival, were concentrated in cluster 2.
In concordance, C2 displayed as aforementioned, the shortest OS. In addition, it showed the highest
frequency of SCNAs in CDKN2A, MEN]1, EGFR, TIMP3, PTEN, MTAP, MVP, SMARCA4, ADD3,
MSHS6, JAG1, SPG11 and DOCKS. The gene function and pathway annotation analysis by the STRING
software showed a PPI enrichment p-value of 0.000522 and an association to the biological processes’
‘regulation of cell-substrate adhesion” (FDR = 8.36 x 1075, by JAG1, CDKN2A, PTEN and MEN1)
and ‘cell-matrix adhesion” (FDR = 0.000522, by JAG1, CDKN2A and PTEN). Moreover, the Cellular
Component analysis showed a significant association to the presence of the proteins encoded in
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different parts of the cell. They were detected both in the plasma membrane region (count in gene
set: 5/1061), in organelle lumen (count in gene set: 10/5162) and in the nuclear part (count in gene
set: 9/4359), all with FDR = 0.0364, suggesting an intense trafficking of these proteins through the cell
(Figure 4).

Figure 3. Clustering analysis. Heatmap from the hierarchical cluster classification. The patients included
are represented on the Y-axis and the genes that contributed to the model on the X. Green squares
show no SCNA, red squares show SCNA. C1, C2 and C3 are shown separately, and the distribution of
SCNAs among offers a landscape where C1 is the one with less genetic alterations while C2 is the most
affected one.

Cluster 3, in common with C2, showed losses in CDKN2A in 100% of the cases, a high frequency
of EGFR amplification and SCNA in MTAP and MSH6. Additionally, this C3 displayed frequent
SCNAs in TP53, IL4, PCCA and SIX3. STRING analysis showed a PPI enrichment p-value of 0.0019
and an association to the biological processes ‘regulation of cell cycle phase transition” with an FDR of
0.0060. However, no specific cellular component was revealed. Finally, C1 was the less altered cluster.
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It showed a statistically significant lower level of CDKN2A, MSH6, MTAP and EGFR alterations
compared with its counterparts.

Overall, GB-IDHwt displayed a wide genetic heterogeneity. However, cluster analysis allowed a
separation based on the frequency of alterations detected by MLPA into three groups. From them,
the two that displayed EGFR amplification offered completely different outcomes, depending on the
presence of additional alterations, as SCNA on ADD3 and the variant III of EGFR. These two changes
were shown to be independent biomarkers for bad prognosis, and their statistical association to C2
highlights the interest of exploring the aggregation of genetic alterations in it.

Figure 4. Pathways outlined by clustering analysis. The introduction of genes that differentially
contributed to the clusters on the STRING database analysis platform offered a variety of genetic
pathways and processes that were especially damaged in C2 and C3. Genes in blue displayed gains,
genes in orange displayed losses, EGFRVIII includes loss from exons 2-7. Genes in bold were the most
distinctive among the clusters. It needs to be mentioned that MSHS6, in addition to gains, showed losses
in <10% of the cases. The main difference between C2/C3 and C1 is that on C1, EGFR alterations were
found only in half of the cases. Despite C2 and C3 share some alterations, the downstream connections
lead to a subtly quickest disease on C2 compared to the slowest situation on C3.

4. Discussion

EGFR genetic alteration is an essential component of the portrait of most GBs occurring in 57% of
tumors [4,38]. This frequency is similar to what we find for EGFR amplification and EGFR mutation
in this work. This fact, along with the devastating outcome of GB, justifies the continuous search for
associations in relation to EGFR changes and the therapeutic responses of patients. In light of the
TCGA project, RTK alterations and their downstream effectors are of potential interest as targetable
driver mutations [39]. However, it could be especially interesting to be able to classify our patients
depending on specific common changes or even better, different pathways affected, to understand
what makes them undergo a quicker or slower disease.
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The use of iFISH to precisely determine the EGFR amplification status is the current gold-standard
in GB [19,40]. Previous works of our and others groups, demonstrated that this method allows the
detection of intermediate levels of amplification [19,24]. Lassman and his colleagues deepened the
potential of different new techniques in comparison to iFISH with positive results [40]. In the present
work, we compared the potential of MLPA to that aim because it is a user-friendly and cost-effective
technique, and the Cohen agreement we got was also good. The point of iFISH remains the possibility
of separating that intermediately amplified group, for which it is not entirely clear whether it represents
a progression via the amplification status or a separate path for tumor progression in GB. In any
case, MLPA proves to be an easy and fast technique, with the additional advantage of being able to
determine mutant variants such it is EGFRVIII, in agreement with previous works [21,24,31,35].

The wide heterogeneity of cancer cells is a common challenge in terms of learning how to stop
tumor growth. The clonal evolution of GB IDHwt and the acquisition of new mutations represent a
major problem for finding effective therapies [1,4,8,23]. This heterogeneity is patent in our work; from
all the loci explored, we found SCNA in all of them in at least one case. The genetics of H-amp GB
and GB displaying EGFRVIII offers landscapes that are statistically different from their N-amp/L-amp
or EGFRwt counterparts, respectively. STRING analysis correlates the SCNA statistically associated
with amplified-EGFR GBs with NOTCH3 activation and negative regulation of cell-matrix adhesion.
Crespo et al., using high-density (500K) single-nucleotide polymorphism arrays, achieved similar
relevance for the axis established with MTAP [16]. In concordance with that work, our group of patients
that displayed EGFRVIII, which is the one with the worst outcome, also showed the impairment of
cell-matrix adhesion processes. Despite the alteration of different sets of genes, we found a higher
frequency of EGFRVIII among the EGFR amplified GBs, in concordance with previous works [9,24],
and interestingly, we found a significant association between EGFRVIII and a shortening in survival,
supporting previous descriptions [22,27,41].

An outstanding finding when analyzing the genes whose alterations were associated with
EGFRVIII is that ADD3 SCNAs is associated with bad prognosis, with a marked reduction in OS.
ADD3 codifies the y-adducin, which build heterotetramers with its counterparts - and -adducin,
and has been widely studied in red-cell membranes [42]. Different works put a spotlight on adducin’s
controversial role as either oncogene or tumor suppressor in cancer [42—-45]. Our findings support
a recent report of Kiang KM et al. that points to the downregulation of ADD3 in GB, but not in
less malignant gliomas, as a critical event during malignant progression [46]. While most cell-based
studies suggest an oncogenic behavior, different papers on glioma tumor specimens, in agreement
with our data, relate ADD3 downregulation to progression [43,44] and to migration [45]. Other cancer
that shows EGFR amplification, such as non-small cell lung cancer, shares this ADD3 infraexpression
associated with cell migration [47]. We suggest that the use of such easy techniques as MLPA to
assess ADD3 SCNA could be considered for diagnostic routines to better tailor clinical decisions as an
independent prognostic factor and to delve deeper into the GB classification of patients.

The frequency of ADD3 SCNAs and its co-occurrence with EGFRVIII led us to look for genetic
clustering. Thus, according to the genetic probes analyzed by MLPA, clustering analysis causes GBs to
separate into three different groups. The first cluster (C1) offers a low rate of SCNAs compared with the
rest. Cluster 2 (C2) and cluster 3 (C3) share a high rate of SCNAs in MTAP, CDKN2A, MSH6 and EGFR,
in agreement with previous descriptions [16], and suggesting that GBs from both clusters display
alterations in DNA metabolic processes (by STRING). However, the second cluster (C2) concentrates
the co-existence of EGFR alterations through EGFRVIII or EGFR amplification and the highest rate
of SCNAs. Of these, it is worth mentioning that JAG1, which is involved in angiogenesis [48], MVP,
was recently implicated in vesicle trafficking [21] or the aforementioned ADD3. Coherent with these
data, this cluster displayed the shortest OS. It is curious that MSHS, in addition to showing gains
as was previously reported in association with resistance to chemotherapy [49], displays losses in a
short set of cases in this series. These cases with losses do not show an increase on the tumor genetic
burden consequence of the defect on DNA repair, but interestingly, they show a really subtle increase in
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survival. It is not significant, but it deserves to be further studied, as it resembles the protective effect of
the promoter methylation of MGMT, which improves responsiveness to temozolomide treatment [1,50].
Regarding MTAP, its deficiency is usually seen as a collateral effect of CDKN2A deletion, because of its
location next to this gene [51,52]. Nevertheless, it is necessary to improve our understanding of the
consequences of this loss because it could offer different insights into therapy. It is known that the loss
of MTAP influences the metabolism of ATP: both adenine and adenosine are disturbed as a consequence
of the disruption of the polyamine salvage pathway [53,54]. This fact could be related to the metabolic
reprogramming strategy to actively modulate the immune landscape of GB [55]. Contrary to what was
expected, it was shown that adenosine did not significantly accumulate in GB [55]. This fact would
be in line with previous descriptions of N6-isopentenyladenosine and other modified nucleosides,
with important anti-proliferative and pro-apoptotic effects in GB cases that display amplification on
EGEFR [56,57]. Interestingly, in our study, cluster 2 and 3 showed amplifications on EGFR and losses
on CDKN2A in all cases, along with a high proportion of cases displaying MTAP losses. It would be
desirable to further study whether the efficacy of those molecules could represent a therapeutic benefit
for these specific patients with adenosine metabolism disturbances.

A noteworthy fact is that ADD3 and EGFRVIII, both previously reported as alterations associated
with shortened survival in GB [27,46] and confirmed here, are a signature in this C2. On the other
hand, C3 involves TP53 alterations in addition to the shared ones. This fact completely makes sense
considering that TP53 mutations are, according to the WHO, more frequent in the group of GB with
IDH mutations, characterized by a higher survival than IDHwt GBs [1]. Moreover, EGFRVIII has been
broadly associated with a poorer outcome [22,27]. These findings reflect that, not only the amplification
status of EGFR could be decisive in the comprehension of GB progression, but also the interconnection
established with parallel genetic pathways.

A comparison between the main findings in the clusters defined here and the previously reported
TCGA expression subtypes [10,38] is worthy of some comments: the small set of GB, IDH-mutant cases
we studied may fit in the proneural TCGA group, with mutations in TP53 in half of the samples and
loss of PTEN in 2/3 of the cases. Similarly, lifespan is higher, as we expected for being IDHI-mutant [1].
Cluster 2 fits quite well in the “Classical” subtype [10,38]. EGFR amplification is the main characteristic
accompanied by losses on CDKN2A in all the cases and losses on PTEN in a high proportion (88%).
However, cluster 3 seems to be a variant of this classical subtype. It is also characterized by EGFR
amplification and losses on CDKN2A, but losses on PTEN drop down to a half. However, other
alterations define it better than PTEN status, such as gains on TP53 or losses on SIX3. It is worth
mentioning that TP53 stands out, but it does so because of SCNA, and not mutations, as would be
more characteristic of the mesenchymal TCGA subtype [10,38]. Thus, between these two clusters,
a better genetic definition of the patients is offered. It is of note that C1 seems to have little to do
with EGFR, in contrast to C2 and C3. C1 agrees with the mesenchymal subtype, being the only set
of patients that are not characterized by EGFR amplification. It displays a complex mix of genetic
changes without dominance of any specific feature, all them in lower proportions than its counterparts
cluster 2 and 3, and in a similar way as happens in the mesenchymal TCGA subtype [10,38]. On both
sides, EGFR status-dependent subgroups of GBs, genetically and clinically different, can be separated.
The identification of alterations in shared nodes of convergence downstream of RTKs hast been an
interesting approach in cancer [4,8,58].

The present work sets out MLPA as an advantageous methodology, simple and useful for
FFPE specimens. In addition, it may provide new insights into the molecular underpinnings of GB
pathogenesis in a comprehensive manner. Clustering the genetic alterations of GB highlights the
importance of EGFR in this very aggressive tumor type and could represent a strong step towards
precision medicine: the aggregation of changes depending on the presence of the amplification of EGFR,
the mutation variant III or both simultaneously, lead to different pathways to analyze. Our results
underline the importance of EGFRVIII and ADD3 SCNAs as markers of poor prognosis that need
further consideration in GB. The presence of a group of GB-IDHwt without alterations in EGFR may
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explain part of the absence of effect of RTK inhibitors in this type of tumor. Furthermore, the clear
separation of EGFR-amplified related GBs, showing sets of genes that are differentially altered, points
to the need to rethink the possibilities of personalized therapy in future clinical settings. The differential
groups that can be established could be used for a more accurate therapy.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4409/9/11/2429/s1,
Table S1: Amplification status of EGFR determined by interphase Fluorescence in situ hybridization and
MLPA analysis.
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El GB es el tumor cerebral mas maligno en adultos. Los glioblastomas se
caracterizan por alteraciones en los genes que controlan el crecimiento
celular, la apoptosis, la angiogénesis y la invasién?7.5218%, Debido a que
las células tumorales penetran en el tejido cerebral de su alrededor, una
reseccion quirdrgica completa es practicamente imposible y, a pesar de
estas intervenciones, el prondstico sigue siendo desfavorable. Ademas,
la heterogeneidad intratumoral presente en el GB contribuye a la
resistencia del cancer a los farmacos debido a mecanismos subyacentes
que no han sido bien entendidos!®!. Se necesitan nuevos tratamientos y
estrategias, que sean capaces de poder identificar y destruir las células
tumorales dispersas con gran precisién.

La alteracion genética del EGFR es un componente esencial en el retrato
de la mayoria de los GB apareciendo en el 57 % de los tumores3>183, Esta
frecuencia es similar a lo que hemos encontrado para la amplificacion
de EGFR y la mutacion de EGFR en este trabajo. Este hecho, junto
con los resultados devastadores del GB, justifica la continua busqueda
de asociaciones en relacion con los cambios de EGFR y las respuestas
terapéuticas de los pacientes. A la luz del proyecto TCGA, las alteraciones
de RTK, asi como las mutaciones en sus efectores posteriores son
de interés potencial en la blusqueda de tratamientos dirigidos'®*. Sin
embargo, esto podria ser especialmente interesante para ser capaces
de clasificar a nuestros pacientes en funcion de cambios especificos
comunes o, incluso mejor, de diferentes vias afectadas, para entender
qué les hace dar como resultado un desarrollo de la enfermedad mas o
menos rapido.

El uso de iFISH para determinar con precision el estado de amplificacion
de EGFR es el actual test de referencia en GB%%!8, Trabajos anteriores
nuestros y de otros grupos de investigacion, demostraron que este
método permite la deteccion de niveles intermedios de amplificacion®.186,
Lassman y sus colegas profundizaron en la posibilidad de la busqueda
de diferentes técnicas nuevas en comparacién con iFISH con resultados
positivos'®>, En el presente trabajo, hemos comparado el potencial de
la MLPA para ese fin porque es una técnica sencilla y con una buena

PATRONES DE AMPLIFICACION DE EGFR EN EL GLIOBLASTOMA, E IDEI}ITIFICACIVO’N 147
DE BIOMARCADORES IMPLICADOS EN SUS PRINCIPALES VIAS DE SENALIZACION
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relacion coste-efectividad. El resultado de concordancia calculado con
el indice kappa de Cohen que obtuvimos en nuestro trabajo también
fue bueno. El objetivo de iFISH recae en la posibilidad de separar ese
grupo amplificado de forma intermedia, para el cual no esta del todo
claro si representa una progresion a través del estado de amplificacion
0 una via separada para la progresion tumoral en GB. En cualquier
caso, la MLPA demuestra ser una técnica rapida y facil y, con la ventaja
adicional de poder ser capaces de determinar variantes mutantes como
es EGFRVIII, de acuerdo con trabajos previos!86-189,

La amplia heterogeneidad de las células cancerigenas es un reto
comun en términos de entender como detener el crecimiento tumoral.
La evolucion clonal de GB IDHwt y la adquisicion de nuevas mutaciones
representa un problema mayor a la hora de encontrar terapias
efectivas!183190.191 | 3 técnica MLPA nos ha permitido determinar
las variaciones en el niumero de copias (SCNA) de 45 marcadores
moleculares. Esta heterogeneidad es patente en nuestro trabajo.
De todos los loci analizados, encontramos SCNA en todos ellos en
al menos un caso. La genética de los GB H-amp y los que muestran
EGFRVIII ofrece un panorama que es estadisticamente diferente de sus
contrarios N-amp/L-amp o EGFRwt, respectivamente. El analisis con
la base de datos STRING correlaciona la SCNA con los glioblastomas
EGFR amplificados y muestra que estan estadisticamente asociados
con la activacién de la via NOTCH3 y con la regulacion negativa de la
adhesidn célula-matriz. Crespo et al., utilizando arrays de alta densidad
(500K) para la deteccion de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms),
consiguié una relevancia similar para el eje establecido con MTAP®™2,
Se ha descrito que la expresion del gen mutado EGFRVIII en ausencia
de EGFRwt nos lleva a la transformacion de células in vitro y esta
correlacionado con un mal prondstico en GB?1931%4, En concordancia con
ese trabajo, nuestro grupo de pacientes que presenté EGFRVIII, que
es el de peor evolucion, también mostré deterioro de los procesos de
adhesion célula-matriz. A pesar de la alteracion de diferentes grupos
de genes, hemos encontrado una mayor frecuencia de EGFRVIII entre
los glioblastomas amplificados con EGFR, de acuerdo con trabajos
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previos!®®19 y hemos encontrado una asociacidn significativa entre
EGFRVIII y una disminucién en la supervivencia, lo que apoya
descripciones anteriores!®¢-1°8, |a ausencia de este receptor mutante
en el tejido normal convierte el EGFRVIII en un atractivo objetivo
terapéutico en GB93,

Sin embargo, las terapias dirigidas contra este tipo de receptores aun
no han mostrado un claro beneficio clinico. Muchos factores dificultan el
desarrollo de nuevas terapias, como la barrera hematoencefalica, la cual
limita en muchos casos el acceso del agente terapéutico al tejido neural,
asi como la heterogeneidad del tumor, las mutaciones secundarias, asi
como la activacién de vias de sefializacion compensatorias contribuyen
a la resitencia. Una mejor comprensiéon de la red de senalizacién de
EGFR, y sus interrelaciones con otras vias, son esenciales para aclarar
los mecanismos de resistencia y crear mejores agentes terapéuticos.

En general, GB-IDHwt mostré una amplia heterogeneidad genética.
Sin embargo, el analisis de conglomerados realizado, permitié una
separacion basada en la frecuencia de alteraciones detectadas por
MLPA en tres grupos. De ellos, los dos que mostraron amplificaciéon de
EGFR ofrecieron resultados completamente diferentes, dependiendo
de la presencia de alteraciones adicionales, como SCNA en ADD3 y la
variante III de EGFR. Estos dos cambios resultaron como biomarcadores
independientes de mal prondstico y su asociacién estadistica con C2
resalta el interés de explorar la agregacion de alteraciones genéticas
en él (Figura 31). Por lo tanto, de acuerdo con las sondas genéticas
analizadas mediante MLPA, el analisis de agrupamiento hace que
los GB se separen en tres grupos diferentes. El primer grupo (C1)
ofrece una tasa baja de SCNA en comparacién con el resto. El grupo
2 (C2) y el grupo 3 (C3) comparten una alta tasa de SCNA en MTAP,
CDKN2A, MSH6 y EGFR, de acuerdo con las descripciones anteriores??,
sugieriendo que los GB de ambos grupos muestran alteraciones en los
procesos metabdlicos del ADN (estudiado por STRING). Sin embargo, el
segundo grupo (C2) concentra la coexistencia de alteraciones de EGFR
a través de la amplificacion de EGFR o EGFRVIII y tiene la tasa mas
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alta de SCNA. De estas, hay que destacar JAG1 que esta involucrado
en la angiogénesis®?, MVP, que recientemente estuvo implicado en el
trafico de vesiculas'® o el anteriormente citado ADD3. En coherencia
con estos datos, este clister mostro la superviviencia global mas corta
(Figura 31).

En cuanto a MTAP, su deficiencia se ve normalmente como un efecto
colateral de la delecion de CDKN2A, debido a su ubicacién proxima a
este gen?00.201 Sin embargo, es necesario mejorar nuestra comprension
de las consecuencias de esta pérdida porque podria ofrecer diferentes
enfoques terapeuticos. Se sabe que la pérdida de MTAP tiene influencia
en el metabolismo del ATP: tanto la adenina como la adenosina se
alteran como consecuencia de la interrupcion de la via de rescate de
poliaminas?2°2293, Este hecho podria estar relacionado con la estrategia
de reprogramacion metabdlica para modular de forma activa el
escenario inmunoldgico de GB24, Al contrario de lo esperado, se
observé que la adenosina no se acumula de manera significativa en
GB2%4, Este hecho podria estar relacionado en linea con descripciones
previas de N6-isopenteniladenosina y otros nucledsidos modificados,
con importantes efectos antiproliferativos y proapoptéticos en casos de
GB que muestran amplificacion en EGFR?°52%, En nuestro estudio, los
conglomerados 2 y 3 mostraron amplificaciones en EGFR y pérdidas en
CDKNZ2A en todos los casos, ademas de una alta proporcion de casos
que mostraron pérdidas de MTAP. Seria deseable realizar un estudio
en mayor profundidad de si la eficacia de esas moléculas pudiera
representar un beneficio terapéutico para aquellos pacientes especificos
con alteraciones del metabolismo de la adenosina.

Un hecho notable es que ADD3 y EGFRvVIII, ambos previamente
reportados como alteraciones asociadas con una menor supervivencia
en GB197:207 y confirmados aqui, son una caracteristica en este C2.
ADD3 codifica la y-aducina, que construye heterotetrameros con sus
contrapartes a- y B-aducina, y ha sido ampliamente estudiado en las
membranas de los gldbulos rojos2°8. Diferentes trabajos se centran en
el controvertido rol de la aducina bien como oncogén o como supresor
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Figura 31. Rutas definidas por el analisis de agrupamiento. La introduccién de los
genes que contribuyeron a separar diferencialmente a los clusters en la plataforma
de analisis de la base de datos STRING ofrecié una variedad de vias y procesos
genéticos que fueron especialmente alterados en C2 y C3. Los genes en azul
muestran ganancias, los genes en naranja muestran pérdidas. Los genes en negrita
fueron los mas distintivos entre los grupos. La principal diferencia entre C2/C3 y C1
es que en C1, las alteraciones del EGFR se encontraron solo en la mitad de los casos.

de tumores en el cancer?°8-211, Nuestros hallazgos apoyan un informe
reciente de Kiang KM et al. que apunta a la disminucién de ADD3 en
GB, pero no en la de los gliomas menos malignos, como un evento
critico durante la progresion maligna?®’. Mientras que la mayoria
de los estudios basados en células sugieren un comportamiento
oncogénico, diferentes articulos sobre muestras de tumores de
glioma, de acuerdo con nuestros datos, relacionan la disminucién de
ADD3 con la progresion2t02tl y |a migracion2?®. Otros canceres que
muestran amplificacion de EGFR, como el cancer de pulmén de células
no pequenas, comparten esta infraexpresion de ADD3 asociada con la
migracidén celular??,
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Y con respecto al clister C3 se observaron alteraciones de TP53 ademas
de las compartidas. Este hecho tiene todo el sentido considerando
que las mutaciones en TP53 son, segun la OMS, mas frecuentes en
el grupo de GB con mutaciones en IDH, caracterizado por una mayor
supervivencia que en los GB IDHwt!. Ademas, EGFRVIII se ha asociado
ampliamente con un peor resultado®®®1%’, Estos hallazgos reflejan que,
no solo el estado de amplificacién de EGFR podria ser decisivo en la
comprension de la progresion del GB, sino también la interconexién que
se establece con las vias genéticas paralelas (Figura 31).

Una comparacion entre los principales hallazgos en los grupos
definidos aqui y los subtipos de expresion TCGA previamente
reportados*#*3> merece algunos comentarios: el pequefio conjunto de
casos de GB IDH mutado que estudiamos podria encajar en el grupo
TCGA proneural, con mutaciones en TP53 en la mitad de las muestras
y una pérdida de PTEN en 2/3 de los casos. De manera similar, la
esperanza de vida es mayor, tal y como se espera al presentar la
mutacién en IDH1'. El grupo 2 encajaria bastante bien en el subtipo
“clasico” 3435, La amplificacion del EGFR es la caracteristica principal
acompafiada de pérdidas en CDKN2A en todos los casos y pérdidas en
PTEN en una alta proporcion (88%). Sin embargo, el grupo 3 parece
ser una variante de este subtipo clasico. También se caracteriza por
la amplificacién EGFR y las pérdidas en CDKNZ2A, pero las pérdidas
en PTEN se reducen a la mitad. Sin embargo, otras alteraciones lo
definen mejor que el estado PTEN, como son las ganancias en TP53 o
las pérdidas en SIX3. Cabe mencionar que TP53 destaca, pero lo hace
por SCNA, y no por mutaciones, tal y como seria mas caracteristico
del subtipo mesenquimatoso TCGA343>,

Por tanto, entre estos dos clisters se ofrece una mayor definicion
genética de los pacientes. Hay que destacar que el subgrupo C1 parece
tener poco que ver con EGFR, en contraste con C2 y C3. C1 coincide con
el subtipo mesenquimatoso, siendo el Unico grupo de pacientes que no
se caracterizan por amplificacion de EGFR. Este muestra una compleja
mezcla de cambios genéticos sin que ninguno de ellos sea dominante,
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todos ellos en proporciones mas bajas que sus contrarios clister 2 y
3, y de forma similar a como ocurre en el subtipo mesenquimatoso
TCGA3%35, Por ambos lados, los subgrupos de GB dependientes del
estado de EGFR, se pueden separar al ser genéticamente y clinicamente
diferentes. La identificacion de alteraciones en los nodos compartidos
de convergencia en los efectores posteriores de los RTK ha sido un
interesante enfoque en el cancer!®3 19,

Por otra parte, en nuestro estudio, EGFRVIII esta relacionado con la
amplificacion de MVP en aproximadamente el 75% de los tumores.
Ademas, si se consideran las muestras con EGFRVIII no amplificado,
MVP se amplifica en casi el 90% de los tumores. Estos hallazgos
indican una posible contribucién del MVP en el mal prondstico predicho
de los GB con mutacion EGFRVIII. Segun nuestros resultados, no se
ha encontrado correlacidn entre los tres tipos de amplificacién del gen
EGFR definidas previamente®® y la alteracion del nimero de copias del
gen MVP.

Los datos publicados disponibles sugieren que la expresién de las
particulas vaults y sus componentes se incrementan con frecuencia en
una amplia variedad de tumores resistentes a diversos farmacos?'3. Dado
que la resistencia farmacoldgica es una de las razones criticas que nos
llevan al fracaso de las quimioterapias contra el cancer, la eliminacion
de MVP parece ser un enfoque valido para incrementar el acceso de los
farmacos al nlcleo con el objetivo de conseguir una mayor eficiencia
citotéxica?!*. Ademas, la expresiéon de MVP se correlaciond con el grado
de malignidad en ciertos tipos de cancer, sugiriendo su participacion
directa en el desarrollo y/o progresion tumoral?®, Los valores de MVP
en las lineas celulares y tumores cancerigenos de diferente origen
histoldgico, incluyendo al GB han sido analizados?!*2!¢, Basado en el
hallazgo de que MVP se une a diversas fosfatasas y quinasas, incluidas
PTEN, SHP-2, asi como ERK, refuerza la evidencia de que MVP podria
estar involucrado en la regulaciéon de importantes vias de sefializacion
celular, incluidas las vias PI3K/AKT y MAPK?'7. En el presente trabajo
también observamos que hay una relacién inversamente proporcional
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significativa entre las copias de MVP y la dosis de PTEN. De hecho,
los tumores con menos copias de MVP se corresponden con mayores
valores de PTEN con ganancias o amplificaciones.

Ademads, se ha descrito por primera vez que niveles bajos de dosis
del gen MVP se correlacionan con mayores tasas de supervivencia en
pacientes tratados con quimioterapia, lo que sugiere que un mayor
nimero de copias de este gen puede contribuir a una menor eficiencia
del tratamiento y a un peor prondstico del tumor?'3218, Este hallazgo
contribuye a aumentar la evidencia de que la sobredosis genética de
MVP y la sobreexpresion posterior interfieren con el tratamiento al
aumentar la produccion de particulas vaults y eliminar las moléculas de
quimioterapia. Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren un
papel importante de MVP en la mala respuesta de GB a la quimioterapia
y destacan este gen como un factor valioso en el prondstico de los
tumores de GB y un objetivo novedoso e interesante para nuevos
enfoques de tratamiento.

El presente trabajo plantea la MLPA como una metodologia
ventajosa, simple y util para muestras parafinadas. Ademas,
puede proporcionar nuevos conocimientos sobre los fundamentos
moleculares de la patogénesis del GB de manera integral. Agrupar las
alteraciones genéticas de GB resalta la importancia del EGFR en este
tipo de tumor tan agresivo y podria representar un gran paso hacia
la medicina de precision: la agregacion de cambios dependiendo
de la presencia de la amplificaciéon de EGFR, la mutacién variante
III o ambas simultdaneamente, conducen a diferentes vias para
analizar. Nuestros resultados subrayan la importancia de EGFRVIII y
las SCNA ADD3 como marcadores de mal prondstico que necesitan
mas consideracién en GB. La presencia de un grupo de GB-IDHwt
sin alteraciones en EGFR puede explicar parte de la ausencia de
efecto de los inhibidores de RTK en este tipo de tumor. Ademas, la
clara separaciéon de los GB relacionados con EGFR amplificado, que
muestra conjuntos de genes que estan alterados diferencialmente,
apunta a la necesidad de repensar las posibilidades de la terapia
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personalizada en entornos clinicos futuros. Los grupos diferenciales
que se pueden establecer podrian usarse para una terapia mas
precisa.

Ademas de las mutaciones que pueden afectar las vias de sefializaciéon
criticas, también los cambios epigenéticos pueden contribuir al
desarrollo de tumores. La metilacién de la regién promotora puede
provocar el silenciamiento de la transcripcion del gen afectado, lo que
podria ser crucial para el funcionamiento normal?°,

Dentro de los biomarcadores asociados al GB se encuentran el estado
de metilacion de diferentes genes, especialmente es determinante el
analisis del estado de metilacién del promotor del gen MGMT, ya que es el
mejor marcador predictivo para el tratamiento con agentes alquilantes,
donde hoy en dia TMZ es el principal compuesto utilizado!3:40.175,182,

En este estudio hemos centrado la atencién en la metilaciéon del
promotor ARF1, por estar relacionada de manera estadisticamente
significativa con la amplificacion del gen EGFR, la infiltracion
tumoral y el metabolismo del recambio de membrana. Hasta
donde sabemos, esta es la primera documentacién de una asociacion
entre la metilacion de ARF1 y la biologia del GB.

El Factor de ADP Ribosilacion (ARF) son proteinas que constituyen
una pequefia familia de GTPasas, que comprenden seis isoformas,
las cuales regulan el trafico vesicular y la estructura de los orgénulos
reclutando proteinas de cubierta, regulando el metabolismo de los
fosfolipidos y organizando el citoesqueleto de la actina en la superficie
de las membranas. Entre estas proteinas, ARF1 y ARF6 son las que
mejor estan descritas. El ARF6 se localiza en la membrana plasmatica
y esta relacionada con la endocitosis del receptor y la remodelacion
de la actina, mientras que el ARF1 se asocia de manera clasica con el
aparato de Golgi??°. Durante la migracion, la interaccidon de las vias de
sefializacion intracelulares provoca la remodelacion del citoesqueleto
de la actina para formar protuberancias de membrana, y las pequefias
GTPasas de las familias Rho y ARF se han caracterizado como agentes
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principales en la regulacién de este proceso®???*, La asociacién entre
la familia de proteinas ARF y el cancer ha sido bien establecida en
las células tumorales in vitro22222° y en neoplasias primarias incluyendo
el melanoma??®, cancer de pulmon??’, cancer de mama??®, cancer
gastrico?® y canceres neuroendocrinos?®®. Hasta el momento, el papel
que desempefian estas proteinas en estos canceres no esta claro.
Una alta expresion de ARF1 en las células de cdncer gastrico esta
significativamente asociada con la progresion tumoral y los estadios
avanzados de la enfermedad, mientras que una baja expresién de ARF1
se ha asociado con un mejor prondstico??°.

Algunas de estas asociaciones podrian relacionarse con la activaciéon
de la via PI3K por ARF1222223, Se ha detectado que en las células del
glioma, la sobreexpresion de ARF6 mejora su migracionzt232, En el
cancer de mama, ARF1 y ARF6 se encontraron de manera simultanea
y su activacién estd mediada por el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) #3324 y en el glioma EGFR parece estimular la expresion de
ARF62%5, En este estudio hemos descubierto asociaciones entre el
incremento del metabolismo tumoral y la amplificaciéon del gen EGFR,
y entre la amplificacién del gen EGFR y la metilacion de ARF1, lo cual
supone un papel potencial de ARF1 en la progresiéon de GB. Nuestros
datos muestran que la metilacion del promotor del gen ARF1 regula
estrechamente su expresion y que este efecto estd mas acentuado en
los tumores que muestran amplificacién de EGFR.

La asociacién bioldgica entre EGFR y ARF1 es compleja. Nuestros
resultados indican que la metilacién del promotor ARF1 y la amplificacion
de EGFR estan asociadas en el GB. Los pacientes de GB incluidos en la
base de datos del TCGA también mostraron una tendencia hacia una
relacion similar, pero no del todo coincidente. Hay diversas explicaciones
posibles del porqué no se encontré una mayor relacién en los datos de la
TCGA. En primer lugar, el conjunto de datos TCGA esta intrinsecamente
sesgado hacia casos con grandes resecciones y tumores altamente
viables, mientras que nosotros incluimos los casos sin tener en cuenta
el tamafo del tumor ni el grado de necrosis. En segundo lugar, los
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cambios en el nimero de copias en el TCGA fueron determinados
mediante arrays para la deteccion de SNPs y fueron informados como
ratio del log2. Si bien este analisis puede, en principio, ser analogo a la
técnica FISH, es dificil extrapolar los puntos de corte del FISH con los
obtenidos mediante el array de SNP.

A medida que las células migran se activan las vias de sefializacién
intracelular y las familias ARF son los principales responsables en la
regulacion de este proceso. ARF1 desempefia un papel bien reconocido
en la formacidén de vesiculas y también influye en el ensamblaje de actina
en el aparato de Golgi para facilitar la fusion de las membranas??°. Estos
procesos de trafico de membranas y de remodelacién del citoesqueleto
de la actina, inciden en la migracion y en el incremento del potencial
de invasion de las células??323¢, Ademas, se sabe que ARF1 podria estar
presente en los pliegues de la membrana plasmatica junto con EGFR??%234,

Uno de los problemas mas importantes en la biopatologia del GB y en el
desarrollo terapéutico es la identificacion de los mecanismos subyacentes
en la infiltracién de células tumorales. Las células tumorales de GB
tienden a invadir los tejidos circundantes, bien individualmente o en
grupos pequefos. Estudios previos basados en un modelo xenoinjerto
ortotdpico, que consiste en implantar en ratones inmunodeprimidos
células tumorales en el mismo lugar donde se desarrolla el tumor en
los humanos, han demostrado que los GB podrian mostrar dos tipos de
comportamiento de crecimiento: (i) expansion de la masa tumoral y (ii)
formacién de nddulos tumorales o infiltraciones de células tumorales
Unicas altamente difusas?37-2**. Muchos de los casos incluidos en nuestro
estudio mostraron un patrén de infiltracion difuso, principalmente en el
grupo EGFR H-amp, el cual exhibié un menor grado de metilacion en
ARF1, hallazgo que podria estar relacionado con un comportamiento
mas agresivo del tumor.

La determinacion de perfiles metabdlicos en biopsias de tumores
representa un enfoque poderoso para explorar la reprogramacion
metabdlica. Las células tumorales reprograman las rutas metabdlicas
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para satisfacer la alta demanda de precursores para la proliferacion
replicando el comportamiento de las células proliferantes. Como
parte de esta reprogramaciéon metabdlica, la via Kennedy, que regula
la produccion de fosfolipidos para el recambio de membranas, esta
regulada al alza en los tumores y, por lo tanto, representa tanto un
fuerte sello metabdlico del cancer como un excelente marcador de
agresividad tumoral. La correlacion entre el estado de EGFR y la via
Kennedy esta bien establecida.

Nuestros datos de metabolismo tumoral sugieren que la amplificacion
del EGFR y la metilacidon de ARF1 no solo estan asociadas con cambios
en el recambio de la membrana, sino también en la composicion de la
misma. Se cree que la colina y el inositol podrian tener doble funcidn,
tanto incrementando el recambio de la membrana como cambiando los
ratios entre los diferentes componentes de la bicapa de la membrana,
afectando asi a sus propiedades fisico-quimicas. Sin embargo, la
asociacion observada entre la amplificacién de EGFR y el metabolismo
tumoral no se limita a los metabolitos de membrana.

Estudios previos han mostrado que la sefializacion de EGFR mediada por
la via PI3K/AKT incrementa los factores de transcripciéon que regulan la
homeostasis lipidica, por ejemplo, la proteina de unién a elementos de
respuesta a esteroles (SREBP-1), y regula la expresiéon de la enzima
glucolitica piruvato quinasa M22%, Ademas, también se ha publicado
que las células del GB producen lactato independientemente de la
disponibilidad de oxigeno, proceso conocido como efecto Warburg?*t,
lo que les permite transformarse en mas invasivas imitando un
metabolismo altamente hipdxico.

Nuestros datos muestran que el conjunto de todos estos cambios
metabdlicos afectan a la produccion de metabolitos donantes de
metilo, incluyendo la leucina y la isoleucina. La posible conexion entre
estos hallazgos y otros procesos celulares tales como la metilacion del
ADN vy el trafico de vesiculas podrian estar relacionados con el papel
que desempefia ARF1 en la progresion del glioma, como se describié
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anteriormente. Por tanto, el analisis metabdlico de estos tumores podria
sugerir una asociacién entre la amplificacion de EGFR y diferentes
precursores de membrana y metabolitos donantes de metilo.

Nuestros resultados indican que la amplificacion de EGFR esta asociada
con una red compleja de interacciones mediada por el ARF1 como
son el recambio de membrana, la metilacion del ADN vy el trafico de
vesiculas. Ademas, hemos encontrado que los casos con un patrén de
crecimiento nodular no mostraron amplificacion de EGFR o lo hicieron
en niveles bajos, mientras que todos los tumores con niveles altos de
amplificacién de EGFR y con hipometilacion de ARF1 mostraron un
patron de crecimiento difuso. En difinitiva, estos resultados sugieren
una asociacién entre la amplificacién de EGFR y la metilacidon de ARF1,
que podria estar correlacionada con la infiltracion y el metabolismo
tumoral.

Aunque los mecanismos y las consecuencias de estas asociaciones
todavia deben ser resueltas, los resultados que se informan proporcionan
una base para nuevas hipdtesis que relacionan el trafico de vesiculas,
el recambio de membranas y el metabolismo en las células tumorales
del GB.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en esta tesis doctoral son:

2.

3.

. La MLPA demuestra ser una técnica eficaz en la deteccion de

variaciones en el nimero de copias de regiones concretas. Es rapida
y féacil 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/delecién o poliploidias.

La determinacion de marcadores moleculares tiene implicacién en
el diagndstico, prondstico y respuesta a tratamiento de los pacientes
con glioblastoma.

La presencia de EGFRVIII y la pérdida del gen supresor de tumores
PTEN contribuyen por si mismos a aumentar la agresividad del GB,
pero ademas podria estar correlacionado con la amplificacién del gen
MVP, de manera inversamente proporcional.

. El incremento en la expresion de MVP es un factor prondstico

independiente de peor respuesta clinica a la quimioterapia y/o
supervivencia global.

. La agregacion de cambios dependiendo de la presencia de la

amplificacién de EGFR, la mutacién de la variante III o ambas
simultdneamente, conducen a diferentes vias para analizar.
Encontrando asociaciones estadisticamente significativas entre la
amplificacion de EGFR y/o EGFRVIII, y SCNA en CDKN2A, MSH6,
MTAP y ADD3. Siendo tanto EGFRVIII como las pérdidas en ADD3
marcadores independientes de mal prondstico con significacion
significativa en nuestra serie.

. Sugerimos que el uso de técnicas sencillas como la MLPA para evaluar

la SCNA en ADD3 y la variante EGFRVIII podrian ser consideradas
para implementarlas en las rutinas de diagnostico para adaptar mejor
las decisiones clinicas como un factor prondstico independiente y
profundizar en la clasificacién de los pacientes con GB.
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6. CONCLUSIONES

7. 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 y
el estudio de la variante EGFRVIII hemos identificado tres grupos
diferentes (C1, C2 y C3) de glioblastomas. Estos grupos presentaron
similitudes y diferencias en las alteraciones detectadas y en la vias
afectadas.

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

9. La metilacién 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 proliferacién e invasién de células
tumorales de GB.
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