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INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA E HISTORIA NATURAL

El cdncer constituye una de las principales causas de morbi-mortalidad a nivel mundial,
identificdndose como un problema de salud de primera linea. El nUmero total de nuevos casos
diagnosticados de cancer, estimados para 2020 en Espaia es de 277.394, un 12% mas que en
el afo 2015, cuando se diagnosticaron 247.771, segun el informe “Las cifras del cancer en
Espafa 2020”, realizado por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), con datos de
la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN)[. Factores como el constante incremento
de tamafio poblacional, la exposicidn a factores de riesgo, el envejecimiento de la poblaciény

el aumento de la deteccion precoz, han contribuido a consolidar dicha tendencia ascendente.

Concretamente en Espafia, se estima una incidencia de nuevos casos diagnosticados de cancer
de préstata (CaPr) para 2020 de 35.126, situandose como la patologia tumoral mas
frecuentemente diagnosticada en varones seguida del cdncer colorectal, pulmdn y de vejiga
urinarial®l. De hecho, es importante sefialar el aumento de la incidencia de CaPr en las dos
ultimas décadas, representando un problema creciente a medida que la poblacién mundial
envejece, ya que su incidencia estd estrechamente relacionada con la edad®. En
consecuencia, se estima que en 2025 uno de cada seis varones residentes en los paises

desarrollados sera diagnosticado de CaPr.

Asi mismo, de manera global en los Ultimos afios apreciamos una migracion del diagndstico
del CaPr hacia estadios mas precoces de la enfermedad, de hecho, la mayoria de los tumores
de prdéstata no son potencialmente mortales. Se estima que en nuestro medio, solo un 3,7%

de los pacientes diagnosticados son metastasicos al diagndstico!.

La utilizacién del antigeno especifico prostatico (PSA, por sus siglas en inglés) ha constituido
la base del screening, diagndstico y seguimiento del CaPr en las ultimas décadas. Dicha
determinacién debe de ir siempre acompanada del examen anatomopatoldgico del tejido
prostatico biopsiado para poder establecer el diagnéstico definitivo. De cualquier modo, el
cribado del CaPr en la poblacién general mediante el uso del PSA es muy controvertido, ya
gue con frecuencia conduce al diagndstico de tumores indolentes que obtienen escaso o nulo

beneficio del tratamiento y en cambio no nos permite distinguir los tumores mds agresivos y

-25-



INTRODUCCION

letales. En consecuencia, muchos pacientes sufren los efectos secundarios del

sobretratamiento, mientras que otros reciben un tratamiento insuficiente>®l.

El aumento resultante en la incidencia de CaPr en estos estadios iniciales como consecuencia
de los programas de cribado, asi como la mejora en los tratamientos disponibles en la ultima
década, ha contribuido a una disminucién de la mortalidad asociada al CaPr[”). En el caso
particular de Espafia, y segun los datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE)
proporcionados en diciembre de 2019, correspondientes al afio 2018, el cancer constituyé la
segunda causa de muerte (26,4% de todos los fallecimientos), constituyendo en particular las
muertes por CaPr el 5,2% del total de muertes por cancer y el 2,7% respecto al total de
enfermedades, constituyendo la primera causa de mortalidad en varones, con 5.841
defunciones, aunque supone una reduccion del 1,6% respecto al afio 2017 en el nimero de

fallecimientos por CaPrl8l,

1.2 GRUPOS DE RIESGO Y TRATAMIENTO EN CANCER DE PROSTATA

Mas de un 95% de los diagndsticos anatomopatologicos en CaPr corresponden al
adenocarcinoma de proéstata tipo acinar convencional, no obstante, existen otras variantes
histoldgicas que pueden ser identificadas en la biopsia prostatical®, algunas de ellas con

importantes implicaciones prondsticas%11,

La clasificacion de los pacientes con CaPr en grupos prondsticos ha tenido en cuenta variables
clinico-patolégicas como el estadio clinico, determinado por el sistema de clasificacién TNM
(tumor-node-metastasis) adoptado por el American Joint Commitee on Cancer!?], el score
Gleason de la biopsia prostatica, utilizado para analizar el nivel histolégico de diferenciacién
en base al grado de diferenciacién glandular y el patrén de crecimiento tumoral*3ly los niveles

de PSA pretratamiento, (Tabla 1).
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Tx No se puede valorar la existencia de tumor primario

T0 No existe evidencia de tumor primario

T1 Clinicamente no existe tumor palpable ni en pruebas de imagen

Tla | Tumor histolégico incidental en menos del 5% del tejido resecado

T1ib | Tumor histoldgico incidental en mas del 5% del tejido resecado

Tlc | Tumor identificado en biopsia con aguja (por ejemplo debido a PSA elevado)
T2 Tumor limitado a la préstata

T2a | Afectala mitad o un Iébulo o menos

T2b | Afecta mas de la mitad o un I6bulo, pero no los dos I6bulos

T2c | Afecta a ambos l6bulos

T3 El tumor se extiende a través de la capsula prostética

T3a | Extension extracapsular (unilateral o bilateral)

T3b | Invade las vesiculas seminales

T4 El tumor se fija o invade las estructuras adyacentes sin incluir las vesiculas seminales, como el esfinter externo,
recto, vejiga, musculos elevadores, y/o la pared pélvica.

No se han valorado los ganglios linfaticos Ausencia de metastasis
regionales
Metastasis a distancia

Metastasis 6sea/s

Otra/s metdstasis, con o sin metdstasis Gseas.

Ausencia de afectacién de ganglios
linfaticos regionales Ausencia de afectacién de ganglios linflaticos regionales
"

Afectacion de ganglios linfaticos
regionales.

Tabla 1. Sistema de clasificacion TNM del CaPr adoptado por el American Joint Commitee on Cancer.

T: tumor primario clinico. N: ganglios linfaticos regionales. Los ganglios linfaticos regionales incluyen: pélvicos,
hipogastricos, obturadores, iliacos (internos, externos o inespecificos) y sacros (laterales, presacros, del
promontorio o inespecificos). M: metastasis.

Respecto al grado de Gleason sus patrones varian desde bien diferenciado (grado 1) hasta
indiferenciado (grado 5), presentando la mayoria de los tumores mas de un patrén histoldgico
y representando este sistema dicha heterogeneidad en base a la suma de puntuacion de los
dos patrones predominantes, el primario (mds predominante) y el secundario (segundo mas
predominante), asi mismo, la asignacion del grado de Gleason se puede hacer sobre cada
cilindro biopsiado o bien dando un grado de Gleason al conjunto de cilindros obtenidos. Por
otra parte, a lo largo de los afios, hemos asistido a una evolucién en el sistema de gradacidn
de Gleason, primero en 2005 y posteriormente en 2010 y 2014 con matices importantes que

influyen en la puntuacién final obtenidal®3-1%],
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En este contexto, cabe destacar por su utilizacidn y relevancia los Grupos de riesgo de D’Amico
y los Grupos de riesgo de la National Cancer Comprehensive Network (NCCN)1® ya que

proporcionan una categorizacién mas extensa.

Riesgo TNM  PSA ng/ml Gleason
Bajo T1c-T2a <10 Gleason <6
Intermedio T2b >10a 20 Gleason 7
Alto T2c > 20 Gleason > 8

Tabla 2. Grupos de riesgo de D’Amico en CaPr.

Sin embargo, en la practica clinica se constata que el comportamiento de la enfermedad
difiere entre pacientes incluidos dentro de un mismo grupo, ya que pacientes incluidos en un
mismo grupo de riesgo pueden tener un comportamiento muy heterogéneo. El
reconocimiento de estas limitaciones ha favorecido el desarrollo de normogramas vy
subclasificaciones'”18 con el objetivo del ajustar al maximo las diferentes opciones de

tratamiento en base a la informacién disponible de la enfermedad.

1.3 TRATAMIENTO ENFERMEDAD LOCALIZADA CON INTENCION CURATIVA

1.3.1 PROSTATECTOMIA RADICAL

La prostatectomia radical es uno de los tratamientos de eleccién del CaPr localizado.
Actualmente existen diferentes tipos de aproximaciones para su realizacion (via transperineal,
retropubica, laparoscopica y robdtica) ya que los continuos avances han permitido ampliar las
diferentes opciones disponibles con la finalidad de seleccionar en cada caso el abordaje mas

adecuado.

Existen estudios prospectivos aleatorizados como el ensayo SPCG-4, que han demostrado un
beneficio tanto en supervivencia global (SG) como en supervivencia cancer especifica (SCE),
de la prostatectomia radical frente a una actitud conservadora en el tratamiento de pacientes
de bajo riesgo y riesgo intermediol*l. Por otra parte, los datos del estudio PIVOT%, con un
seguimiento de 10 afios, no muestran una diferencia significativa en SCE entre prostatectomia
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radical y observacion, aunque en el analisis por subgrupos esa diferencia si es evidente para
pacientes con un PSA>10ng/ml, Hazard Ratio (HR), 0,67; Intervalo de confianza (IC) 95% (0,48-
0,94), sugiriendo que pacientes diagnosticados de CaPr de riesgo intermedio/alto riesgo
podrian beneficiarse de este abordaje terapéutico. En cuanto a pacientes diagnosticados de
CaPr de alto riesgo la prostatectomia radical es una opcion terapéutica que ha de
acompanarse de una linfadenectomia pélvica ampliada. La decisién de llevar a cabo una
diseccién de las cadenas ganglionares deberia guiarse por la probabilidad de metdstasis
linfatica, que puede establecerse a partir de variables como el PSA basal, el estadio clinico y

el grado de Gleason.

1.3.2 TRATAMIENTO RADIOTERAPICO

El tratamiento radioterapico consiste en administrar una dosis terapéutica de radiacion
ionizante sobre el tumor y dreas afectas con la mayor precisién posible minimizando la dosis
gue reciben los tejidos sanos que lo rodean. Disponemos de varias modalidades de
tratamiento, como la braquiterapia y la radioterapia externa (EBRT, del inglés external beam
radiation therapy). Para la administracién de EBRT se pueden utilizar desde técnicas sencillas
como la radioterapia tridimensional convencional (RT-3D) hasta técnicas mas avanzadas como
la radioterapia de intensidad modulada (IMRT, del inglés intensity-modulated radiation
therapy) que permite la obtencidn de complejas distribuciones de dosis, optimizando los
resultados obtenidos con un perfil de toxicidad mas bajo y alcanzando una mayor dosis de
radiacidon sobre la enfermedad tumoral. Esta escalada de dosis ha demostrado un impacto
significativo en la supervivencia libre de progresién bioquimica a los 5 afios!?!], observandose
asi mismo un beneficio claro utilizando tratamiento hormonal concomitante de larga duracién

en pacientes con CaPr de alto riesgo!?2l.

Por otra parte, la braquiterapia prostatica puede ser administrada con Baja Tasa de Dosis
(LDR), (mediante la implantacién de semillas radioactivas permanentes), o con Alta Tasa de
Dosis (HDR), (mediante la colocacion temporal de catéteres en la glandula prostatica para
transportar una fuente de alta actividad de Ir-192 o Co-60 a la lesidon tumoral). Ambas
modalidades emplean la via transperineal para la realizacion de una implantacién guiada por

ecografia transrectal permitiendo una rapida caida de dosis en funcién de la distancia a la
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fuente, como la fuente se suele insertar en la zona tumoral esta propiedad hace que los tejidos
sanos que rodean al tumor reciban una dosis minima, favoreciendo el perfil de toxicidad de

este tratamiento respecto al administrado con radioterapia externa.

1.3.3 HT NEOADYUVANTE Y ADYUVANTE A LA RADIOTERAPIA

En 1941, los investigadores Huggins y Hodges demostraron por primera vez que mediante la
orquiectomia o administrando un tratamiento con estrégenos se conseguia disminuir el
volumen tumoral del CaPr y mejorar la sintomatologia asociada a esta patologia. Este
importante hallazgo fue reconocido posteriormente con el premio Nobel de Fisiologia. Desde
ese momento, el primer tratamiento a administrar en pacientes con CaPr metastasico de
nuevo diagndstico ha sido la terapia de deprivacion androgénica (TDA), bien con analogos de
la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) (leuprorelina, goserelina y/o
triptorelina) o excepcionalmente con antagonistas de la LHRH?3, sj bien la reciente irrupcién
en el mercado de antagonistas orales de la LHRH como el relugolix puede cambiar este
escenario en un futuro proximo!?4. En este mismo sentido, multiples estudios han demostrado
que la adicion de una supresion androgénica a largo plazo (agonistas de la LHRH +/-
antiandrdégenos) a la radioterapia en grupos de pacientes con enfermedad localizada de alto
riesgo, permite retrasar la progresion de la enfermedad (es decir, la recurrencia loco-regional
o la aparicién de metdstasis a distancia) prolongando la supervivencial®®=28], posiblemente por
la eliminacién de microenfermedad oculta o por un efecto aditivo de induccién de apoptosis
a nivel local por parte del tratamiento hormonal. Asi lo manifiestan las principales guias
clinicas internacionales, tanto de la NCCN como de la Asociacién Europea de Urologia (EAU)
recomendando en pacientes con CaPr de alto riesgo el tratamiento radioterdpico combinado
con 2 o 3 afios de TDA como una de las opciones de tratamiento para estos pacientes!1629],

No obstante, a pesar del uso de TDA en combinacién con el tratamiento radioterapico, la
progresion metastasica y la muerte relacionada con el CaPr ocurren con una frecuencia
elevada en pacientes con enfermedad localizada de alto riesgo?®!, representando un

problema clinico relevante.
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1.4 TRATAMIENO DE LA ENFERMEDAD AVANZADA

La via del receptor androgénico (AR) es esencial para el desarrollo y el normal funcionamiento
de la préstata y tiene ademas un papel critico en la carcinogénesis y progresion de los tumores
prostaticos!®%. Por ello, el principal tratamiento sistémico contra el CaPr consiste en la TDA,
ya sea mediante la inhibicién de la produccién de andrdgenos o mediante la inhibicion de su
funcién sobre el AR con compuestos denominados antiandrégenos. Ambos compuestos
resultan en la inhibicion de la actividad transcripcional del AR, con una tasa de respuesta >90%
en tumores que no han recibido estos tratamientos con anterioridad®!. En el contexto
evolutivo del CaPr hemos de hacer una diferenciacidn clave, que condiciona los tratamientos
indicados para cada una de las etapas, en funcién de la sensibilidad del tumor a la terapia
hormonal convencional (hormonosensibilidad) o bien una situacidon de resistencia a la

deprivacion androgénica o castracion.

A pesar de que la mayoria de los pacientes con CaPr metastdsico hormonosensible, ya sea “de
novo” o tras recurrencia metastasica, responden favorablemente al tratamiento con TDABZ,
en la mayoria de los casos la enfermedad se vuelve resistente a la castracidon antes de los 3
afos3]. En los ultimos afios se han llevado a cabo diversos ensayos clinicos con la finalidad de
valorar el beneficio de la intensificacidon del tratamiento en estos pacientes. La opcidn de
administrar de inicio quimioterapia con docetaxel junto a la TDA estdndar ha sido valorada
por tres estudios pivotales que merecen ser referenciados el GETUG-15 francés*, el
CHAARTED americano!®! y el brazo C del STAMPEDE britanico!3® con resultados claramente
favorables para el uso de docetaxel junto con TDA en pacientes con alto volumen tumoral
segun criterios CHAARTED (presencia de metastasis viscerales y/o >4 metastasis dseas de las
gue al menos 1 debe estar fuera del esqueleto axial o de la pelvis), siendo su uso algo mas
controvertido en el caso de los pacientes con enfermedad de bajo volumen[?*37l, Por otro
lado, la adicidn de diferentes farmacos inhibidores de la via del AR (abiraterona, enzalutamida
o apalutamida) causa una clara mejoria en el tiempo a la progresion de la enfermedad, la SG

y la calidad de vida de estos pacientes(38-41],

El desarrollo de cancer de préstata resistente a la castracion (CPRC), que representa un estadio
letal de la enfermedad, sucede en practicamente todos los casos avanzados y tras un tiempo

variable desde el inicio de la TDA. La mediana de supervivencia desde la resistencia a la
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castracién se situa entorno a los 60 meses en diferentes estudios*Z*  siendo

significativamente menor en los pacientes que debutan con enfermedad metastasical3>3°l,

La resistencia a la castracion se define como la progresion de la enfermedad a pesar de que el
paciente tenga unos niveles de testosterona en rango de castraciéon(?l, Se entiende como

progresion la presencia de al menos una de las siguientes circunstancias:

* Progresion bioquimica: tres subidas consecutivas de PSA, con 1 semana de
separacion, dando como resultado dos aumentos del 50% sobre el PSA Nadir,
con PSA >2 ng/ml.

* Progresion radioldgica: aparicion de nuevas lesiones, bien dos o mas lesiones
Oseas nuevas en la gammagrafia ésea, o bien una nueva lesion de tejidos

blandos valorable utilizando criterios RECIST 1.1.

En un porcentaje significativo de pacientes en los que se inicia TDA por recaida local o
bioquimica tras tratamiento local, se observa resistencia a la castracién sin que presenten
evidencia de metastasis por pruebas convencionales (TAC y/o gammagrafia dsea).
Actualmente disponemos de datos de 3 ensayos clinicos fase Ill, PROSPER (enzalutamida),
ARAMIS (darolutamida) y SPARTAN (apalutamida) que han demostrado que la adicion de un
agente inhibidor de la via del receptor de andrégenos a la TDA retrasa la aparicién de
metdstasis y resulta en una mejora significativa de la SG que justificarian el uso de los llamados
tratamientos hormonales de segunda generacion en pacientes con CPRC con tiempo de
duplicacién de PSA (PSADT) <10 meses*>4, El uso de técnicas de imagen de nueva
generacién, como el PET-PSMA, permite la identificacidon de la diseminacidon metastasica en
pacientes en los que no se identifica enfermedad a distancia con las pruebas convencionales,
mucho menos sensibles. En el momento actual, no esta claro el beneficio del tratamiento
radical de estas lesiones o de iniciar tratamiento sistémico basado Unicamente en la presencia

de enfermedad diseminada mediante pruebas de imagen de nueva generacion.

En cuanto al tratamiento de los pacientes con cancer de préstata resistente a la castracion
metastdsico (CPRCm), en 1996, la adicién de mitoxantrone al tratamiento estandar en aquel

momento (analogo LHRH + prednisona 5mg/12h) demostré una mejora en la calidad de vida,
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sin impacto en la SG*°. En 2004, dos estudios, TAX3271¢! y SWOG 99-16!*7], demostraron el
beneficio en SG de afadir docetaxel frente al mejor tratamiento de soporte. Posteriormente
abiraterona y enzalutamida demostraron un beneficio significativo en SG tanto antes como
después de tratamiento con docetaxel, mejorando la calidad de vida en estos pacientes!*&>2],
En este sentido, tanto el uso de docetaxel como el de cabazitaxel sigue considerandose en
estos momentos como una opcién de tratamiento valida®34, En relacién a los
radiofarmacos, el Radium 223 ha conseguido posicionarse como una opcién de tratamiento
en pacientes con CPRC con metdastasis dseas sintomaticas en pacientes que no presentan
metdastasis viscerales mejorando la SGP°.. A pesar de que no disponemos de datos firmes
sobre la secuencia dptima de tratamiento en estos pacientes, el estudio CARD indica que la
secuenciacién de inhibidores de sefializacion del receptor de andrégenos (iSRA) es inferior al
uso de quimioterapia tras progresidon a un iSRAP® y el estudio FIRSTANA establece que
cabazitaxel no es superior a docetaxel en primera linea, pero si mas toxico®”), por lo que se

usa tras docetaxel en base a la evidencia publicada.

Recientemente, el estudio PROfound ha demostrado el beneficio de olaparib en pacientes con
CPRCm con alteraciones en los genes implicados en los mecanismos de reparaciéon del daino
en el DNA (DDR), cuya enfermedad ha progresado tras tratamiento con abiraterona o
enzalutamidal®®°%, representando el primer estudio aleatorizado fase Il en CaPr avanzado
guiado por un biomarcador con resultados y abriendo las puertas a un enfoque personalizado

en el tratamiento del CaPr en base a la utilizacion de biomarcadores moleculares.

1.5 BIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA Y TRASLACION A LA MEDICINA
PERSONALIZADA
Como se ha mencionado anteriormente, existe una gran variabilidad en el prondstico de los
pacientes con CaPr, a pesar de los avances que se han producido en el diagnéstico y en el
tratamiento de estos pacientes. En los Ultimos afios, varios estudios que han delineado el
panorama genético del CaPr mediante técnicas de secuenciacién han demostrado la
presencia de alteraciones en vias relevantes desde el punto de vista bioldgico y clinico®®-
631 permitiendo una mejor clasificacion de los tumores en grupos prondsticos asi como la

identificacion de nuevas dianas terapéuticas.
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En el caso del CaPr localizado, el andlisis de secuenciacién llevado a cabo por la Red de
Investigacion del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, por sus siglas en inglés), en 333 tumores
primarios de proéstata, identific6 que hasta un 19% de los tumores analizados tenia
aberraciones en la linea germinal o somatica de los genes implicados en DDR, incluidos BRCA2,

BRCA1, CDK12, ATM, FANCD2 y RAD51C!®%,

Asi  mismo, el grupo International Stand Up to Cancer/Prostate Cancer
Foundation/American Asociation of Cancer Research Prostate Cancer(®lanalizé las
caracteristicas moleculares presentes en las biopsias de lesiones metastdsicas de 150
pacientes con CPRCm, observando que la mayoria de estos pacientes presentaban
alteraciones sobre las que se podia actuar farmacolégicamente, siendo la via del AR la que
se encontrd mas frecuentemente alterada (50-70%) y constituyendo las mutaciones y
amplificaciones del AR, los eventos mas frecuentes. La observacién de que los genes
regulados por AR estan aun activos en pacientes con CPRC, a pesar de niveles indetectables
de testosterona en sangre, ha promovido la identificacién de los procesos que dirigen la
actividad del AR en este ambiente de castracion hormonal. Dichos mecanismos incluyen
niveles elevados de andrdégenos intratumorales en comparacion con los niveles séricos,
mutaciones activadoras del AR, asi como la amplificacién génica y el procesamiento
alternativo del AR que hacen que el receptor esté constitutivamente activo®®, no obstante,
los mecanismos bioldgicos que rigen la progresién tumoral tras la activacién del AR, asi
como aquellos que colaboran en el desarrollo de la resistencia a la castracién no han sido
todavia claramente establecidos. En casi la cuarta parte de los pacientes analizados por
Robinson D et al. (23%) se identificaron alteraciones en los genes implicados DDRI®®], (Figura
1). Un hallazgo inesperado fue que aproximadamente la mitad de las alteraciones en los
genes implicados DDR estaban ya presentes en la linea germinal. Se identificaron
alteraciones en la via de PI3K/AKT/mTOR en un 45% de los pacientes, siendo la pérdida de

PTEN la alteracion mas frecuente.
Por otra parte, en aproximadamente el 25% de los pacientes se han observado alteraciones

en genes reguladores del ciclo celular como RB1 y diferentes quinasas dependientes de

ciclinas (CDKs). La pérdida de RB1 es frecuente en tumores clinicamente agresivos,
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identificdndose con una frecuencia elevada en tumores que han progresado a varias lineas

de tratamiento!®®l.
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Figura 1. Analisis integral de las alteraciones somaticas y de la linea germinal en pacientes con CPRCm obtenido
a través de técnicas de secuenciacion. Robinson et al. Cell, 2015.

La comparacion sistematica de tumores primarios y lesiones metastdsicas para identificar
gué eventos estdn asociados con la enfermedad avanzada puede resultar clave para analizar
los efectos fenotipicos relativos a la oncogenicidad, el potencial metastdsico y las
caracteristicas de las respuestas a los diferentes tratamientos disponibles. Un estudio
reciente analizé muestras de 680 tumores primarios y de 333 lesiones metastasicas,
incluidos los casos de los estudios mencionados anteriormente®46] identificando defectos
de la linea germinal y/o somatica en estos genes en el 10% y el 27% de las muestras
primarias y metastasicas, respectivamente, con aberraciones de BRCA2 como el evento mas
recurrentel®®, En muestras metastasicas entre los genes mas frecuentemente mutados se
incluyeron TP53, AR, PTEN, RB1, FOXA1l, APC y BRCA2, analizandose también /as

alteraciones en los reguladores epigenéticos, incluyendo KMT2C y KMT2D como
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predominantes en lesiones metastasicas, y en conjunto definiendo una firma gendmica de
enfermedad de alto riesgo. Por otra parte, las mutaciones en SPOP fueron
significativamente mas frecuentes en tumores primarios, asi como las mutaciones IDH1 y
ZMYM3 tras corregir las diferencias por la carga mutacional. En lo que respecta a las vias
implicadas, en las muestras metastdsicas fue significativamente mas frecuente la alteracion
de la via PI3K, las alteraciones en la via de reparacion del DNA, el ciclo celular, WNT/CTNNB1
y los reguladores epigenéticos en comparacién con los analisis sobre los tumores

primarios(®3l,

1.5.1 INESTABILIDAD CROMOSOMICA Y MECANISMOS DE REPARACION DEL DNA

La inestabilidad gendmica es considerada como una de las piedras angulares del desarrollo
oncoldgico, siendo propuesta como uno de los mecanismos subyacentes en la iniciacion y

progresion del CaPr.

El mecanismo por el cual la inestabilidad gendmica impulsa la progresion de la enfermedad se
basa probablemente en el desarrollo de heterogeneidad intratumoral, con cambios
estructurales que pueden conducir a la progresiéon de la enfermedad como resultado de un
proceso evolutivo, en el cual se seleccionan subclones celulares que tienen caracteristicas
agresivas (por ejemplo, la capacidad de formar depdsitos metastasicos y de volverse
resistentes a la castracion). Estas variantes estructurales son frecuentes en el CaPr incluyendo
deleciones, inserciones, duplicaciones en tdndem, reordenamientos y translocaciones inter-
cromosdémicas. Los genes que codifican las proteinas que identifican el dafio en el genoma 'y
que se encargan de repararlo, interactian con los responsables del control del ciclo celular,
con el objetivo de frenar la replicacién y divisidon celular hasta que las lesiones hayan sido
reparadas. En caso de no conseguirse se induce la apoptosis celular evitando la transmision
del error a las células hijas. Estos sistemas de reparacidén consiguen que menos de 1/1000
alteraciones accidentales se transformen en una mutacién que se transmita a las células
hijas(®”], por otro lado cuando estos mecanismos fallan y el dafio permanece sin que la célula
muera, lo transmitird, pudiendo iniciarse la transformacion tumorall®®. Concretamente en
CaPr, la sefial mediada por el AR se ha implicado en la adquisicion de rupturas de doble cadena

del DNAI®® y patrones de inestabilidad especificos.
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Por otra parte, los errores espontaneos durante la replicacidén del material genético, asi como
la accion de multiples condicionantes ambientales o incluso del medio intracelular puede dar
lugar a lesiones en el DNA, para evitarlo, existen cuatro mecanismos principales de reparacién
del DNA: Mismatch Repair, reparacidn por escisién de bases, reparacién de rupturas de doble
cadena, y reparacion por excision de nucledtidos. En su conjunto son mas de 130 los genes
implicados en estos procesos, en los que se han identificado un gran numero de

polimorfismos, muchos de ellos con implicaciones funcionales!?l,

La reparacién por escision de bases (BER) es el mecanismo de reparacién que elimina las
modificaciones sutiles del DNA, eliminando bases nitrogenadas modificadas o anadidas
errébneamente y producidas como consecuencia del correcto funcionamiento del
metabolismo celular que puede generar especies reactivas de oxigeno (radicales hidroxilo,
aniones superoéxido, y perdxido de hidrégeno), derivados de la respiracion oxidativa y de la

peroxidacidn de los lipidos, ademas de la ruptura espontanea de algunas uniones!’!,

La reparacion por escision de nucledtidos (NER) elimina el dafio del DNA que provocan las
alteraciones que distorsionan la estructura de doble hélice e interfieren en la unién normal de
las bases, alterando y bloqueando la replicacién y la trascripcion!®®l. La NER es el principal
mecanismo para reparar estos dafios, no solo los dimeros de pirimidinas inducidos por la
radiacién ultravioleta, sino también aductos de DNA debidos a tratamientos quimioterapicos
como el cisplatino. Se distinguen dos vias de NER, segln el mecanismo de reconocimiento de
la lesion: GG-NER (Global Genomic Repair) reconoce lesiones que distorsionan la doble hélice
a lo largo de todo el genoma y TCR-NER (Transcription Coupled Repair) actia Unicamente en
las regiones transcripcionalmente activas cuando existe una lesién que bloquea la actividad

de Ia RNA polimerasa Il.

Mismatch Repair (MMR) es un sistema de reparacion de DNA en el que intervienen una
docena de genes que participan en la correccién de emparejamientos que se producen de
forma errénea durante el proceso de replicacion del DNA, favoreciendo el bloqueo de la
recombinacién entre secuencias similares, pero no idénticas, asi como verificando los puntos
de control del ciclo celular y participando en la muerte celular programada en respuesta a
dafios puntuales en el DNA2, Los defectos en este sistema producen un aumento de la

inestabilidad de todo el genoma, incluyendo unas regiones altamente repetitivas
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denominadas microsatélites, lo que puede asociarse con el desarrollo de tumores tanto

hereditarios como esporadicos!’3l.

Reparacion de lesiones de doble cadena (DSBR): Este tipo de lesiones son de las mas letales
a nivel celular. Este mecanismo de reparacion dispone de dos sistemas para reparar estas
lesiones: a través de uniones no homdlogas (NHEJ, Non-homologous end joining) o mediante
recombinacién homdloga (RH, homologous repair) de una manera competitiva dependiente
de la fase del ciclo celulart’4. De hecho, la eleccién del mecanismo de reparacién mas
adecuado por parte de la célula esta condicionado a la fase del ciclo celular en que se

encuentre, pero también al manejo inicial de la ruptura de doble cadena (DSB)[">!.

RECOMBINACION HOMOLOGA (RH)

La RH es el mecanismo mas fidedigno que poseen las células eucariotas para reparar las DSB
del DNA. Requiere una secuencia de DNA homdlogo como molde, generalmente la cromatida
hermana, para alinear y reparar adecuadamente los extremos rotos, por lo que solo puede
llevarse a cabo tras la replicacion del DNA, en las fases S y G2 del ciclo celular7®l, Ademas de
ser una forma de reparacion de las DSB, es esencial durante la meiosis, ya que es el mecanismo

a través del cual se produce el intercambio de informacién entre las dos cromatidast’”).

El primer paso en la reparacion del dafio sobre el DNA consiste en reconocer las dreas dainadas
y transmitir la sefial a los efectores. La histona H2AX juega un papel clave en la deteccién de
danos ya que su fosforilacién en el residuo de serina 139 permite formar la yH2AX que actua

como sensor y sello distintivo de la respuesta celular a las DSB8,

Tras la ruptura de la cromatina, un gran nimero de moléculas yH2AX se concentran alrededor
de los sitios de DSB atrayendo proteinas de reparacion de DNA?L, La sefial de dafio también
puede amplificarse por fosforilacion de H2AX por miembros de la familia de Ia
fosfatidilinositol-3 quinasa (PIKK), como ataxia telangiectasia mutated (ATM) y/o ATM-Rad3
(ATR)B%. ATM y ATR son fundamentales para la respuesta al dafio del DNA, transmitiendo la
sefial mediante la fosforilacién de proteinas involucradas en la detencién del ciclo celular (a
través de CHK2 y CHK1) y la reparacion del DNA (a través de RH) o la apoptosis (a través de
TP53)8182] BRCA1 se activa por ATM, ATR y CHK2, regulédndose la progresién del ciclo celular,

la ubiquitinacién, la regulaciéon transcripcional y finalmente la fidelidad en la reparacion del
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DNA. BRCA1 se asocia con PALB2 que conecta a BRCA1 con BRCA283, este complejo juega un
papel critico en la funcién de la recombinasa RAD51, aunque se desconoce la naturaleza de la

interaccion entre BRCA1 y RAD51.

El proceso de RH comienza con la adhesién de varias proteinas (complejo MRN formado por
la asociacién MRE11, RAD50 y NBS1) a los extremos de la cadena de DNA. MRN no solo
establece multiples contactos con ATM, sino que también controla y estimula su actividad y
al mismo tiempo mantiene juntas las dos cadenas de DNA rotas!®. La recombinasa RAD51
facilita en ese momento la unién entre las moléculas de DNA homologas, regulandose dicha
accion por su interaccidon con BRCA2 (dependiente de la actividad de quinasas dependientes
de ciclinas ya que la fosforilacion del residuo de serina 3291 puede resultar determinante)!®>!
y siendo catalizada por diversas proteinas, como XRCC2, XRCC3, asi como varias isoformas de
RAD51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D y RAD52), con la capacidad de hallar secuencias
homologas en todo el genoma y catalizar reacciones de intercambio, formando un anillo en la

cadena de DNA.

Tras la realizacién del intercambio de informacidn, gracias a la accién de una DNA polimerasa
se produce el alargamiento del extremo 3 de la cadena invasora. Posteriormente en funcién
del nimero de cadenas rotas se sigue el proceso de SDSA (Synthesis-Dependent Strand
Annealing) o bien de DSBR (Double Strand Break Repair), en este ultimo caso se produce la
formacion de dos anillos, uniéndose ambas cadenas rotas al molde y origindndose las
estructuras denominadas Holliday Junctions, sobre las que actuan endonucleasas especificas.
Si el intercambio de informacién entre regiones homodlogas del genoma es reciproco, se
denomina entrecruzamiento (crossover), mientras que cuando no existe esta reciprocidad se
denomina conversion génica (non crossover), produciéndose en algunas ocasiones ambos

fendmenos!8el,

La falta de este mecanismo obliga a las células a solventar el dafo genético mediante otros
mecanismos mas inexactos como la recombinacion no homodloga (NHEJ) y que, por lo tanto,
se tienda a incluir errores en la cadena de DNA reparada, lo que resulta en inestabilidad
gendmical®”l, El déficit de RH que sucede en las células con mutaciones patogénicas en BRCA1

y/o BRCA2 es un paradigma de inestabilidad gendmica y los individuos portadores de
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mutaciones en estos genes tienen un riesgo incrementado de padecer diferentes tipos de

cancer, incluyendo tumores de mama, ovario y prostatall.

RECOMBINACION NO HOMOLOGA (NHEJ)

La reparacién mediante NHEJ es mucho mas rapida, pero como comentabamos anteriormente
introduce errores, que con frecuencia resultan en cambios menores en la secuencia de DNA o
en ocasiones puede promover reordenamientos cromosémicos graves®, ya que al perderse
la secuencia del lugar donde asientan las DSB y la unién de extremos de secuencias situadas
en dos cromosomas diferentes, se pueden originar translocaciones®®l. Se trata de un
mecanismo activo durante todo el ciclo celular®®®l, pero fundamentalmente durante la fase

G1, cuando no existe un cromosoma homdlogo para que se produzca la recombinaciénl’®l,

La respuesta de NHEJ se inicia, después del dafio en el DNA, mediante el reconocimiento de
DSB por el heterodimero Ku, formado por las subunidades Ku70 y Ku801®?l. Ku muestra una
alta afinidad por los extremos de las cadenas de DNA y se une al sitio donde se ha producido
el daino del DNA, formando el heterodimero una proteina en forma de anillo que se desliza
sobre los extremos de las hebras rotas y sirve como un andamio para reclutar otros
componentes de la via NHEJ®3], La proteina quinasa dependiente de DNA (DNA-PK) se recluta
rapidamente en el complejo DNA-Ku, lo que provoca cambio conformacional del
heterodimero Ku que hace que los extremos del DNA sean accesibles para las proteinas que
intervienen posteriormentel®¥. Una vez unidos, la DNA-PK sufre trans y autofosforilacion de
varios residuos que inducen su actividad catalitica. Posteriormente, los extremos rotos del
DNA son procesados por la nucleasa Artemis. El paso final en el mecanismo de reparacion de
NHEJ es la ligadura, mediada por la DNA ligasa IV, una ligasa flexible que puede ligar extremos
de DNA incompatibles!®l. Aunque el papel de la DNA-PK no esta claramente establecido, se
considera que tiene un papel relevante en la respuesta al dafio del DNA y en el proceso de
NHEJ. Goodwin et al. demostraron que la actividad del AR, es inducida parcialmente por el
dafio del DNA y que dicha actividad promueve la expresion y activacion de un programa de
expresion génica que rige la reparacién del DNA, demostrando que la DNA-PK potencia la
funcion del AR e identificando un circuito AR-DNA-PK como un importante efector de la
reparacion del DNA y la resistencia terapéutica en CaPrl®®, Trabajos posteriores argumentan

gue la DNA-PK podria funcionar como un modulador selectivo de las redes transcripcionales
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gue inducen la migracién celular, la invasién y la metastasis. Por consiguiente, la supresion de
la DNA-PK podria inhibir el desarrollo de metastasis tumorales, asi mismo se han encontrado
en tumores avanzados, niveles elevados de DNA-PK, independientemente de los indicadores
de daifio del DNA. Combinados, estos hallazgos revelan funciones inesperadas de la DNA-PK,
e identifican la DNA-PK como un potente impulsor de progresién tumoral y el desarrollo de

metdstasis en CaPrl®7l,

1.5.2 ALTERACIONES EN LAS VIAS DE REPARACION DEL DNA

La serie mas larga de muestras de CaPr en las que se ha analizado la presencia de alteraciones
en genes implicados en la RH proviene del estudio PROfound™®. El 28% de las 2792 muestras
analizadas con éxito presentaban alteraciones en alguno de los 15 genes analizados (BRCA1,
BRCA2, ATM, BRIP1, BARD1, CDK12, CHEK1, CHEK2, FANCL, PALB2, PPP2R2A, RAD51B,
RADS51C, RAD51D y RAD54L). Este estudio confirma las alteraciones en BRCA2 como el evento
mas frecuente (8,7%), seguido de las alteraciones en CDK12 (6,3%) y ATM (5,9%). Por otro
lado, en una serie con 1033 pacientes, Abida et al. identificaron defectos en la via de MMR en

un 3,1% de los casos, afectando en su mayoria a MSH2!%8],

Es importante destacar que la mayoria de los estudios que han analizado la presencia de
defectos en genes implicados en DDR en tumores prostaticos, no distinguen el origen
somatico o germinal de dichas alteraciones!®. Un anélisis reciente de mas de 17.000 tumores
en el que se incluyeron 1042 tumores de prostata, concluyd que a diferencia de lo que se
observa en otros tipos de cancer, aproximadamente la mitad de las alteraciones de BRCA2
identificadas en tumores prostaticos estan también presentes en la via germinal*®, En
cambio, la proporcion germinal:somatico es significativamente inferior para otras
alteraciones, como son las que afectan a los genes implicados en la via de MMR. Menos de un
cuarto (22%) de las alteraciones MMR identificadas en los tumores de préstata estan

presentes en linea germinal®8l,

En el estudio PROfound, no se observé una diferencia significativa en la prevalencia de las

alteraciones en genes implicados en DDR entre el tumor primario y las biopsias metastasicas,
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lo que sugiere que la mayoria de estas alteraciones son eventos tempranos!®®, presentando

resultados similares a los reportados por otros estudios[®3101,

BRCA2 es el gen implicado en los mecanismos de DDR mas frecuentemente alterado en CaPr
tanto a nivel germinal como somadtico. Se sitla en la regién 13q13.1, de unos 84 Kb de
longitud, y consta de 27 exones!%2, La traduccién de este gen da lugar a una proteina de 3418
aminodcidos que se localiza en el nucleo y esta involucrada en el mantenimiento de la
integridad gendmical'®], asi como en los procesos relacionados con el remodelamiento de la

cromatina mediante RH.

Respecto a su estructura, en el extremo carboxilo (C-terminal) identificamos un dominio de
unién al DNA, que se compone de un dominio helicoidal y tres pliegues OB, incluyendo una
region que interactua con el polipéptido DSS1, (interaccidon que incrementa la estabilidad de
BRCA2) asi como un segundo dominio importante que interactla selectivamente con
oligédmeros RAD51 y filamentos de nucleoproteina RAD51, proteina esencial parala RH vy la
reparacion del DNA. RAD51 interactUa directamente con una regién del extremo carboxilo de
BRCA2 que no tiene homologia con las repeticiones BRC. La fosforilacidén de esta regién en
Ser3291 por la quinasa dependiente de ciclina interrumpe la interaccion BRCA2-RAD51 C-
terminal®l. El nivel de fosforilacién en este residuo es bajo durante la fase S, cuando la
actividad de RAD51 es alta y aumenta a medida que la célula entra en la mitosis. El dafio en el
DNA provoca un bloqueo de esta fosforilacidn, lo que sugiere que esta modificacion puede
modular la actividad de BRCA2!1%%, La regidn de unidn de PALB2 se encuentra en el extremo
amino terminal, PALB2 facilita la localizacion de BRCAZ2 y la accidon de RAD51 en el sitio del
dafiol®l, En el centro encontramos el domino BCR, formado por ocho repeticiones de una

secuencia de 30 a 80 aminodcidos (repeticiones BCR) en el exdn 11 del genl193:1061071 (Figyrag

2).
BRCA2 (3418 aminodcidos) Dominio de unién al DNA
Repeticiones BRC r OB1 OB2 OB3 NLS
|
PALB2 RAD51 (mondémeros) DSS1 RADS51 (oligémeros)

Figura 2. Diagrama de la estructura del gen BRCA2.
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BRCA2 juega un doble papel en la regulacion de las acciones de RAD51, Por una parte, las
interacciones entre RAD51 y las regiones BRC3 o BRC4 de BRCA2 bloquean la formacién de
filamentos de nucleoproteina por RAD51. En segundo lugar, el transporte de RAD51 al nucleo
es defectuoso en las células con alteraciones en BRCAZ2. Por lo tanto, BRCA2 regula tanto la
localizacién intracelular como la capacidad de unidon al DNA de RAD51. La pérdida de estos
controles después de la inactivacion de BRCA2 puede ser un evento clave que conduce a la

inestabilidad gendmica y la tumorigénesis!18l,

De hecho, se han identificado fendmenos de inestabilidad gendmica asociados a la pérdida de
funcién de BRCA2. Los mecanismos de inactivacion de BRCAZ incluyen la linea germinal o
mutaciones somadticas con pérdida del segundo alelo, pequeiias inserciones o deleciones
homocigodticas que provocan un cambio en la pauta de lectura, provocando la aparicion de un
codon de parada prematuro, cuya consecuencia es el truncamiento de la proteina y por lo
tanto la pérdida de funcién y reordenamientos que introducen puntos de ruptura dentro de
BRCA2 o mutaciones no sindnimas, que son aquellas en las que se produce un cambio de
nucleétidos que conduce a un cambio de aminoéacidos en la proteinall®%1%l A diferencia de lo
gue sucede en otros tumores en los que las mutaciones germinales de BRCA2 son mas
frecuentes que las somaticas, en CaPr la prevalencia es similar. El CaPr es el Unico tipo tumoral
en el que la pérdida bialélica sucede con igual frecuencia en los pacientes con mutaciones

germinales y en los que tienen alteraciones somaticas!'®), (Figura 3).

B Germline P/LP

W Somatic LoF
1254 mH deleti
A g oM M Somatie LoF + LOH
T 75 Germline + somatic
= ._- Germline + LOH
w254 C I -
& 100
- 1
BRIV
o
B o 50'+ *h J
LRI
i 0
BESEOLERERRELTRED
5B837C88852225F8 60
o0 p=Ed
o5 Z 3ggPs "853
mg o CL[-EEE
g5 ¢
o
54

Figura 3. Inactivacion bialélica por tipo tumoral y mecanismo de la misma (A) y por origen de la mutacién (B).
Adaptacion de Jonsson et al. Nature, 2019.
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1.5.3 MUTACIONES GERMINALES EN GENES IMPLICADOS EN DDR

Disponemos de datos que nos indican que hasta el 57% de la variacion interindividual en el
riesgo de padecer CaPr se ha atribuido a factores genéticos, lo que convierte al CaPr en uno
de los tumores sélidos mas heredables(*1%. Multiples estudios han demostrado que esta
agregacion no se debe a factores asociados al estilo de vida, sino que mas de la mitad del
riesgo interindividual de desarrollar la enfermedad tiene su causa en factores genéticos!*1%111],
Existe una asociacidn reconocida entre el cdncer de mamay el CaPrl*2], dado que es frecuente
gue ambas patologias coincidan en una misma familia, lo que no se explicaria solo por la alta
incidencia y prevalencia de estos tipos tumorales!*3l. La implicacién de BRCA1 y BRCA2 se ha
estudiado ampliamente, dado que las familias que portan mutaciones en estos genes
muestran un incremento del nimero de tumores en ambos, hombres y mujeres. Estos genes,
se han asociado a un incremento del riesgo de cdncer de mama, ovario, trompas de Falopio y

peritoneo en mujeres, asi como a cdncer de mama y de prdstata en varones.

Las mutaciones germinales en BRCA2 son el evento genético asociado a mayor riesgo de CaPr
identificado hasta el momento. Las mutaciones patogénicas en BRCA2 se han asociado con un
riesgo de CaPr a lo largo de la vida del 55% (IC 95% 43-78%) y aquellas que afectan a BRCAI,
con un riesgo absoluto de CaPr del 26% (IC 95% 15-43%)114. Considerando que el riesgo en la
poblacién general de desarrollar CaPr es del 12%, las mutaciones germinales en BRCA2 y
BRCA1 multiplicarian respectivamente por cinco y por dos la probabilidad de tener un
CaPrl*14, Mutaciones en genes asociados a otros sindromes de predisposicién al cancer, como
MSH2, ATM, o PALB2 entre otros, se han asociado también a un incremento del riesgo de
padecer CaPr(*¥® siendo en todos los casos ese riesgo muy inferior al atribuido a las

mutaciones en BRCAZ2.

Como se ha mencionado anteriormente, La caracterizacion molecular del CaPr avanzado
llevada a cabo por el grupo del International Stand Up to Cancer/Prostate Cancer Foundation,
puso de manifiesto que un 23% de los tumores presentan alteraciones en genes implicados
en DDR y que aproximadamente la mitad de dichas alteraciones estdn presentes en la linea

germinall®®l. La confirmacidn de estos resultados la ofrecié un estudio multicéntrico de 692
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pacientes con CaPr metastdasico que reveld que el 12% de estos pacientes son portadores de
una mutacién patogénica en genes implicados en DDR asociados a sindromes de
predisposicidn al cancer(*®l, Una frecuencia algo menor de mutaciones en los mismos genes
(7,4%) se observé en el estudio PROREPAIR-BE3, que realizé el cribado genético de 419
pacientes con CPRCm en Espana. La variacidon en prevalencia observada entre estos dos
estudios estd en relacién al diferente background genético de las poblaciones incluidas, ya
que la serie de Pritchard et al.l'*®! tenia una prevalencia significativa de las mutaciones
fundacionales Ashkenazi (BRCA1 c.5266dupC, BRCA2 c.5946delT y CHEK2 p.1100del). En
cualquier caso, BRCA2 fue el gen mas frecuentemente alterado en ambas series (5,3%11¢! y
3.3%!33], respectivamente). Otros genes asociados a sindromes de predisposicidn al cancer
mutados en linea germinal con una frecuencia >1% son ATM, CHEK2, MSH2 o BRCA 11331161171,
Dependiendo de cual sea el gen alterado, el paciente puede tener un riesgo aumentado de
diferentes tipos de cancer incluyendo colon, pancreas o melanoma, entre otros. Cada uno de
sus hijos tiene el 50% de probabilidad de heredar la alteracién, que puede estar también
presente en sus hermanos u otros familiares. Este mismo gen se asocia a un incremento del
riesgo de desarrollar cdncer de mama y/o ovario en mujeres. La identificacion temprana de
estas mutaciones en las familias permite incluir a los individuos portadores en programas de

prevencion y de diagnostico precoz de los diferentes tumores.

Otro motivo para buscar de forma activa la presencia de mutaciones germinales en los
pacientes con CaPr, es que algunas de ellas tienen implicaciones prondsticas. El hecho de que
esta prevalencia en mutaciones de la linea germinal fuera significativamente mayor que el 5%
identificado en hombres con enfermedad localizada y el 3% identificado en la poblacidn
general sugiere que tales eventos pueden predisponer a formas agresivas de la
enfermedad(*®!, (Tabla 1). Concretamente, las mutaciones germinales en BRCA2 se han
asociado con un curso evolutivo mas agresivo de la enfermedad, asi como con resultados

clinicos adversos respecto a los pacientes no portadores de dichas mutaciones[33118-122],
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Poblacion Caracteristicas de los Genes DNA-Repair
n pacientes
333 CaPr localizado / ATM, BRCA1, BRCA2, CDK12,

FANCD2, RAD51C*
localmente avanzado
191 Historia familiar de CaPr ~ ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CHEK2, MLH1, MLH3,
MRE11, MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN, PALB2, PMS1,
PMS2, RAD50, RAD51C,
STK11
3607 Poblacién no ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2,
EPCAM, HOXB13, MLH1,
MSH2, MSH6, NBN, PMS2,
TP53, RAD51D, PALB2
692 Cancer de prostata ATM, ATR, BAP1, BARD1,
BRCA1, BRCA2, BRIP1,
CHEK2, FAM175A, GEN1,
MLH1, MRE11A, MSH2,
MSH6, NBN, PALB2, PMS2,
RADS51C, RAD51D, XRCC2

seleccionada

metastasico

150 CPRCm ATM, BRCA1, BRCA2, FANCA,
RAD51B, RAD51C, MLHI,
MSH2*
319 CPRCm ATM, ATR, BRCA1, BRCA2,

CDK12, ERCC1, ERCC2,
ERCC3, ERCC4, ERCCS,
FANCA, FANCC, FANCD?2,
FANCE, FANCF, FANCG,
MLH1, MSH2, MSH6, PALB2,
RAD51B, RAD51C
419 CPRCm APEX1-2, APLF, ATM, ATR,
BARD1, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDK7, CDK12, CHEK1,
CHEK2, DCLREIC, DDBI,
DMC1, EME1-2, EPCAM,
ERCC1-6, ERCCS, FAAP20,
FAAP24, FAM175B, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD2,
FANCE, FANCF, FANCG,
FANCI, FANCL, FANCM,
GEN1, GTF2H1-5, KIAAO415,
LIG4, MBD4, MLH1, MLH3,
MMS19, MNAT1, MPG,
MRE11A, MSH2-6, MUS81,
MUTYH, NBN, NEIL1-3,
NHEJ1, NTHL1, OGG1, PALB2,
PARP1-3, PMS1-2, PNKP,
PRKDC, RAD9A, RAD17,
RAD23A-B, RAD50-51,
RADS52, RAD54B, RAD54L,
RBBPS, RPA1-3, SLX1A,
SLX1B, SLX4, SMUG1, TDG,
UNG, XAB2, XPA, XPC,
XRCC1-6
172 CPRCm ATM, ATR, BAP1, BARD1,
BLM, BRAP, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDH1, CDK12, CENPQ,
CHEK1-2, EPCAM1, ERCC1-6,
FAM175A, FAM1758, FANCA,
FANCC, FANCD2, FANCE,
FANCF, FNCG, FANCI, FANCL,
GEN1, HDAC2, MLH1, MLH3,
MRE11A, MSH2, MSH,
MUTYH, NBN, PALB2, PIF1,
PMS2, RAD51, RAD54L
RDM1 TP53 XRCC2
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Mutaciones
Germinales DNA-
Repair
n (%)

23 (4,6)

14 (7,3)

620 (17,2)

82(11,8)

12 (8,0)

22(6,9)

38(9,1)

22(12,0)

Mutaciones
Germinales
BRCA2
n (%)

6(1,2)

4(2,0)

170 (4,74)

37(5,3)

8(5,3)

16 (5,0)

14 (3,3)

5(2,9)
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Tabla 3. Prevalencia de mutaciones germinales en los genes implicados en los mecanismos de reparacion del
DNA en los estudios publicados.

Abreviaturas: CaPr, cancer de prdstata; DNA-Repair, genes involucrados en los mecanismos de reparacion del
DNA; CPRCm, cancer de prdstata resistente a la castraciéon metastasico; * Genes de reparacion del DNA positivos
para mutaciones en la linea germinal en el analisis final.

En cuanto al tratamiento del CaPr localizado en pacientes portadores de mutaciones
germinales, todos los datos disponibles provienen de series retrospectivas que han analizado
principalmente el impacto de BRCA2. Carter et al. analizaron los resultados de 1211 hombres
sometidos a un protocolo de vigilancia activa, determinando la presencia de mutaciones
germinales en BRCA1, BRCA2 y ATM, en dicho estudio se demostré que los pacientes
portadores de mutaciones en BRCA2 eran mas propensos a presentar una reclasificaciéon del
grado de Gleason en las biopsias seriadas a las que eran sometidos, como parte del protocolo
de vigilancia activa, en comparacién con los no portadores, requiriendo por tanto un
tratamiento activol’?3, Estos resultados sugieren que la vigilancia activa puede no ser una
buena opcidn terapéutica para pacientes con mutaciones germinales en BRCA2 a pesar de que
las demas caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad indiquen que es un tumor de
bajo riesgo. Del mismo modo, no disponemos de datos concluyentes en cuanto al uso
potencial de las mutaciones germinales en BRCA2 o en otros genes implicados en DDR para
seleccionar tratamientos con intencién curativa. La Unica evidencia disponible hasta la fecha
procede de un estudio retrospectivo que analizé el prondstico de 1302 pacientes, incluyendo
18 y 49 pacientes con mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2, respectivamente. Los
portadores de mutaciones en BRCA1y BRCA2 presentaron recurrencia metastasica con mayor
frecuencia y de forma mas temprana que los no portadores. Entre los pacientes tratados con
cirugia, el 89% y 67% de los portadores y el 97% y 91% de los no portadores estaban libres de
metastasis a los 5y 10 afios respectivamente. La diferencia fue aun mayor para los pacientes
tratados con radioterapia ya que solamente el 57% y 39% de los portadores de mutaciones en
BRCA estaban libres de metdstasis a los 5 y 10 afilos comparado con el 91% y 80% de los no
portadores. La comparacion directa de ambos grupos no fue posible, dado que los pacientes
tratados quirdrgicamente tenian caracteristicas clinico-patoldgicas mds favorables que los
que recibieron radioterapial'??l. Hasta que no se conozcan los resultados finales del estudio
prospectivo IMPACT?4, no serd posible conocer cual es la opcidn terapéutica mds adecuada

para estos pacientes.
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El Unico estudio prospectivo llevado a cabo en el escenario del CPRCm, el estudio PROREPAIR-
B, ha mostrado que los pacientes con mutaciones heredadas en genes implicados en DDR,
particularmente en BRCA2, pueden responder a las terapias disponibles en este escenario
clinico, pero tienden a progresar mas rapidamente a dichos tratamientos que los pacientes no
portadores, traduciéndose en un recorte de la supervivencial®3.

De todos estos estudios se concluye la necesidad de monitorizar de forma estrecha el
tratamiento de los pacientes con mutaciones heredadas en BRCA2. En relacidén a otros genes
implicados en DDR, no se dispone de evidencia suficiente para conocer su impacto debido a
gue el numero de pacientes con estas alteraciones incluidos en los diferentes estudios

publicados hasta la fecha fue pequefio.

Por otra parte, las mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2, predicen respuesta a los
tratamientos con inhibidores de PARP!®. La utilizacion de estos inhibidores es una estrategia
para tratar los tumores deficientes en la reparacién del DNA a través del mecanismo de
letalidad sintética (Figura 4). En estos momentos parece que de entre todas las alteraciones
en la via DDR, aquellas que afectan a BRCA2 son las que se asocian a un mayor beneficio del

tratamiento con estos farmacos!®.
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LETALIDAD SINTETICA- RESPUESTA A INHIBIDORES DE PARP

DNA REPAIR:
W W CELL SURVIVAL
MUTATION \

N AR CELL SURVIVAL
» PAR 4

MUTATION

n NO DNA REPAIR:
P, CELL DEATH

PARP Inhibitor

Figura 4. Modelo de letalidad sintética en respuesta a inhibidores de PARP.

A: En las células sanas, tras producirse un dafio sobre el DNA, actuan los mecanismos de reparacion
correspondientes. B: Las células con mutaciones de BRCA se vuelven dependientes de la via PARP para reparar
los dafios en el DNA. C: Las células expuestas a los inhibidores de PARP reparan el DNA a través de los productos
proteicos codificados por los genes BRCA. En las células con mutaciones de BRCA que se tratan con inhibidores
de PARP, ambos mecanismos de reparacion del DNA se bloquean y la célula muere.

En base a lo expuesto anteriormente, en estos momentos, la mayoria de las sociedades
cientificas y los comités de expertos recomiendan el estudio de mutaciones germinales en los
pacientes con CaPr avanzado. Tradicionalmente, el estudio genético se iniciaba por la
existencia de una historia familiar de cancer que hiciese sospechar un sindrome de céncer
hereditario. Sin embargo, se ha observado que mas de un tercio de los pacientes con CaPr en
los que se ha identificado una alteracidn germinal carecen de antecedentes familiares o no
saben de ellos®3'7l y por lo tanto no cumplian los criterios cldsicos para realizar un estudio
genético. Esto, junto con que hasta la fecha no ha sido posible establecer ninguna
caracteristica clinico-patoldgica que permita identificar a los portadores y optimizar el cribado
y la prevalencia relativamente alta (10%) de estas alteraciones en los pacientes con CaPr
metastasico, han llevado a la recomendacién reflejada en las diferentes guias internacionales
de préctica clinica®’], de ofrecer estudio genético a todos estos pacientes con CaPr avanzado.
La segunda conferencia del Consenso de Filadelfia ofrece unas recomendaciones y pautas
claras para el estudio genético en CaPr('?>l, Estos expertos recomiendan que dicho estudio se

ofrezca a pacientes con enfermedad metastdsica tanto hormonosensible como resistente a la
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castracion. Deberia considerarse el uso de un panel genético amplio que incluya genes
asociados a sindromes de predisposicion al cancer que incluyan el CaPr. Si esto no fuese
posible, deberian estudiarse al menos BRCA1 y BRCA2 y considerar otros genes en funcion de
la historia familiar del paciente. Asi mismo, deberia investigarse el posible origen germinal de
las alteraciones genéticas identificadas en el tumor que afecten a genes de predisposicion al
cancer. Los expertos recomiendan también la realizacién de estudio genético en los pacientes
con CaPr no metastasico que presenten algunas de las siguientes caracteristicas: origen judio
Ashkenazi, enfermedad avanzada, Gleason >8, e histologia intraductal/ductal, si bien esto
ultimo es controvertido y algunos estudios no sustentan esta recomendacién*?®l. En estos
pacientes deberia analizarse siempre BRCA2 y considerar otros genes en funcién de la historia
familiar o personal de cancer. Finalmente, en aquellos hombres no diagnosticados que
presenten una historia familiar de CaPr (consistente en un familiar de primer grado o al menos
dos de segundo grado diagnosticados con una edad inferior a 60 afios o que hayan
desarrollado CaPr metastasico) se deberia analizar la presencia de mutaciones en BRCA2 y

HOXB13 y considerar afadir otros genes en funcién de la historia familiar y personal.

1.5.4 OTROS MARCADORES GENOMICOS CON POSIBLE UTILIDAD PRONOSTICA

Los avances en el conocimiento de la biologia de la enfermedad estdn permitiendo la
identificacion de nuevos biomarcadores en diferentes etapas del curso evolutivo de la
enfermedad, muchos de los cuales, precisan todavia de validacién antes de poder
incorporarse a la practica clinica habitual. En este contexto se ha identificado la presencia de
una serie de eventos moleculares previamente asociados a mal prondstico que ocurririan en
los tumores BRCA con mayor frecuencia que en los esporadicos de grado de Gleason y estadio
similares!’?”l, de hecho, el CaPr asociado a BRCA2, no tratado previamente con hormonas,
alberga un perfil mutacional que se asemeja mas al CPRCm que a la enfermedad localizada
espordadical®#6>128l: t3] es el caso de la inestabilidad gendmica observada no solo en el tumor
sino también en el tejido prostatico sano de los portadores de mutaciones germinales en
BRCA2, la alta frecuencia del reordenamiento TMPRSS2-ERG, la amplificacion de ERG y/o de
MYC, la pérdida de PTEN y/o del gen de retinoblastoma o la pérdida de heterocigosidad en
BRCA2.
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1.5.4.1 RB1

RB1 es un gen supresor tumoral de gran tamafo que abarca 200kb y tiene 27 exones,
localizado en el cromosoma 13g14.1-q14.2. Este gen codifica una proteina de 928
aminodcidos implicada en el control del ciclo celular. RB1 contiene tres dominios principales:
los dominios N y C-terminal, y un "bolsillo" central, que a su vez se compone de 2 subdominios
unidos por un conector!®?®, Cada dominio incluye varias superficies distintas de unién a
diversas proteinas celulares que se asocian a la proteina Rb1l (pRb1) a través de estas

regiones(139],

Los niveles de la proteina Rb1l no se alteran significativamente durante el ciclo de divisién
celular, pero si su grado de fosforilacién, modulando su actividad y desempefiando un papel
clave en la regulacién de genes implicados en la proliferacion celular a través de su interaccién
con factores de transcripciéon. pRbl hipofosforilada tiene un potente efecto
antiproliferativo® y tanto la inactivacién funcional como la inactivacién génica por delecidn
de RB1 conducen a una progresion descontrolada del ciclo celular, en algunos casos vinculada

a un aumento de la apoptosis(*32,

La pérdida funcional de RB1 se ha asociado al desarrollo de enfermedad metastdsica en
tumores de diversa etiologia entre los que se encuentra el CaPr. En modelos animales, la
perdida de funcion del gen RB1 induce una hiperproliferacién prostatica y desregulacién de la
expresidn de genes que intervienen en el control del ciclo celular regulados por E2F[133.134] En
otros trabajos preclinicos tanto la sobreexpresién de ciclina D, como la inactivacién de RB1 se
consideran alteraciones proliferativas insuficientes para favorecer el desarrollo de tumores de
prostatal’®3], a diferencia de lo que ocurre cuando se combina la pérdida de RB1 con la pérdida
del gen supresor tumoral TP53 en modelos de ratones genéticamente definidos!*3®. Los
analisis de expresidn génica en nddulos prostaticos murinos llevados a cabo por Thangavel et
al.13% demostraron que la regulacién del receptor de motilidad celular RHAMM por la via
RB1/E2F es vital para la transicidn epitelial-mesenquimatosa, la motilidad y la invasion de las

células cancerosas siendo responsable del desarrollo de un fenotipo prometastasico.

Desde que en 1990 se describiera por primera vez la pérdida de RB1 en CaPr!*37], I3 deficiencia
de RB1 se ha relacionado en multiples trabajos con el CPRC[6364138139]  ghservandose una

mayor expresion de E2F1y E2F3 en estos tumores(138140l y siendo su pérdida casi universal en
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el CaPr neuroendocrino, una variante agresiva de la enfermedad independiente del AR que
también se caracteriza por frecuentes alteraciones concurrentes en PTEN y TP53[141-143]  ge
ha descrito que la pérdida de RB1 induce la desregulacion mediada por E2F1 del locus del AR.
Este evento es suficiente para inducir una actividad del AR no controlada y la progresién a
CPRC[#4143] sygiriendo, que RB1 desempefia un papel importante en la progresion del tumor,
gue es independiente de los genes directamente asociados con el ciclo celular.
Concretamente, el AR activado induce la expresion de ciclina D favoreciendo la formacién de
complejos CDK4/ciclina D y dependientes de CDK2 activos, conduciendo a la hiperfosforilacién
e inactivacidn de RB1[14¢], por el contrario, la regulacién a la baja del AR en modelos celulares
de CaPr independientes y dependientes del AR aumenta la hipofosforilacion de la proteina
Rb1, lo que se correlaciona con una detencién del ciclo celular GO/G1147148 que puede

superarse mediante la sobreexpresién de E2F1[149],

Por otra parte, la transcripcién del AR puede estar regulada por complejos RB1-E2F ya que se
ha confirmado la unidn directa de E2F1, E2F3 y RB1 al promotor del AR!38], Se ha descrito en
muestras de CPRC que E2F1 es capaz de reprimir la formacién ARN mensajero (ARNm) y la
expresidn de proteinas inhibiendo la actividad del promotor del AR, al igual que existe una
correlacidn entre la pérdida de RB1, la sobreexpresion de E2F1y la sobreexpresién del AR[38],
por lo que se piensa que la regulacion RB1-E2F del promotor del AR puede ser positiva o
negativa en funcion del contexto celular. Asi mismo, en tumores con deficiencia de RB1 se ha
observado la sobreexpresién de genes directamente relacionados con el AR, como KLK3 y
TMPRSS2, aumentando tanto en presencia como en ausencia de andrdgenos, la unién del AR
al promotor y potenciador del gen KLK338], asi como con genes implicados en el control del

ciclo celular, incluidos CDK1 y CCNA2, que también son objetivos de E2F1>1,

Se ha descrito cierta relacion entre la pérdida de RB1 con la sensibilidad a la irradiacion,
compuestos con efecto antiproliferativo y ciertos tipos quimioterapial*®>>3], destacando
estudios recientes que identifican la pérdida de RB1 como un biomarcador predictivo de
sensibilidad a tratamientos con inhibidores de las Aurora quinasas en el contexto de letalidad
sintétical’®*%], planteandose el verdadero alcance de estos hallazgos a nivel terapéutico.
Recientemente Nava-Rodriguez et al. describieron que los pacientes con CPRC con exposicidon

previa a taxanos y iSRA, tienen una alta prevalencia de aberraciones gendmicas de RB1, siendo

-52-



INTRODUCCION

comunes las variantes estructurales, incluidos los reordenamientos, en el CaPr primario,
clinicamente agresivo, volviéndose mas frecuentes conforme la enfermedad se encuentra en
fases mds avanzadas, debido a presiones selectivas del tratamiento**®l. Concretamente en
este trabajo, el 28% de los tumores analizados presenté heterogeneidad en la expresion de la
proteina Rb1, lo que tendria importantes implicaciones para ensayos en curso con inhibidores
de CDK4/6, ya que la ausencia de Rb1 funcional se plantea como un biomarcador predictivo

negativo de la respuesta a estos nuevos agentes, pendiente de validacion.

1.5.4.2 AMPLIFICACION MYC

La alteracién en el numero de copias (CNA) es un cambio genético comun en el CaPr. Si bien
la mayoria de las CNA consisten en pérdidas(**’~159, |3 amplificacion de la regién cromosémica
que contiene el brazo largo del cromosoma 8 es un evento frecuente en CaPr, existiendo
varios picos de amplificaciéon entre los que destaca el 8g24.21 que alberga el oncogén MYC.
Los genes MYC son una familia de protooncogenes (L-MYC, N-MYC y C-MYC) que promueven
la proliferacion celular al mejorar la eficiencia de la sintesis de RNA ribosdmico, esto aumenta
el nimero de ribosomas y la capacidad de produccion de proteinas de las células
tumorales('6%161] cooperando con la desregulacién de la via PI3K/AKT/mTOR para promover

la supervivencia de las células prostaticas.

Por otra parte, la amplificacién de N-MYC se considera anecdética en el adenocarcinoma de
préstata con una incidencia aproximada del 5%['%?, a diferencia de lo que ocurre en el CaPr
neuroendocrino con porcentajes entorno al 40%%3], La importancia de N-MYC en el curso
evolutivo del CaPr neuroendocrino ha sido descrita en diversos estudios/141/164-166] |5
amplificacion del gen L-MYC se ha observado en un 20% de los tumores prostaticos con un
Gleason score >71167.168] | 3 contribuciodn relativa de los tres homdlogos de la familia MYC a la
progresion del CaPr no ha sido bien definida, pero la exclusividad mutua de N-MYCy L-MYCy

su incidencia reducida respecto a C-MYC(*®7l sugieren que su papel sea secundario.

Entre las regiones frecuentemente amplificadas en el brazo largo del cromosoma 8 en el CaPr,
encontramos la amplificacion del gen NBN (8qg22.1), que codifica la proteina del sensor de

dafio del DNA NBS1, asi como el gen PCAT1, implicado en la proliferacion celular mediante el
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mantenimiento de la estabilidad y la actividad transcripcional dependiente de C-MYC1%%, Los
procesos de sefializacion mediados por el AR permiten regular la expresion de C-MYC,
silenciandolo en tejido prostatico normal y sobreexpresdndolo en el fenotipo tumoral de
CaPrl170171] Se ha demostrado que C-MYC confiere resistencia a los antagonistas de
sefalizacion del receptor de andrdégenos y promueve el crecimiento independiente de
andrégenos de las células prostaticas!*’?, siendo esta caracteristica determinante en el curso
evolutivo de la enfermedad y observandose una expresién elevada de C-MYC y/o N-MYC en

las fases mas avanzadas de la mismal63l,

Un importante regulador de la proliferacién de células epiteliales luminales y de la expresion
de C-MYC a nivel fisioldgico es SPOP. Se ha observado una fuerte correlacion inversa entre la
actividad de C-MYC y los niveles de ARNm de SPOP en dos cohortes independientes de
pacientes con CaPr(73 y se ha sugerido que SPOP tenga un papel, como un importante gen
supresor de tumores. Sin embargo, SPOP es uno de los genes mds frecuentemente afectados
por mutaciones puntuales somadticas no sindnimas en el adenocarcinoma de prostata
primario. En un estudio recientemente publicado en CaPr metastdsico hormonosensible, las
alteraciones gendmicas en la via del AR, MYCy TP53 se asociaron con peor prondstico y un
tiempo a la resistencia a la castracion mas corto respecto a aquellos tumores en los que se

identificaron alteraciones en SPOP y WNT!174],

1.5.4.3 PTEN

La pérdida del gen supresor PTEN, localizado en el brazo largo del cromosoma 10 (10g23), es
uno de los eventos gendmicos que con mas frecuencia ocurre en CaPr, sobre todo en la
enfermedad resistente a la castracion!®36>175] |0 que sugiere que la pérdida de PTEN se
asociaria al desarrollo de tumores biolégicamente mads agresivos. Concretamente, la
inactivacion de PTEN por delecidon o mutacion se identifica en aproximadamente el 17% de los
tumores de prostata localizados!®¥. Sin embargo, aproximadamente el 40-50% de los
pacientes con CRPC presentan deleciones o mutaciones deletéreas de PTEN®>1761771 Estas
alteraciones son las principales responsables de la disrupcion de la via PI3K/AKT
frecuentemente observada en CPRCm[®>l, Por otra parte, se ha descrito que las mutaciones de

PTEN y las mutaciones del gen supresor tumoral SPOP son mutuamente excluyentes en el CaPr
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primario, sin ser este hallazgo tan evidente en la enfermedad avanzada!®], lo cual, implica que
estas alteraciones genéticas comparten una via comun en el proceso de carcinogénesis en el

CaPr.

En CaPr la sefializacion a través de la via PI3K/AKT se activa principalmente a partir de la
pérdida de la funcién del gen supresor tumoral PTEN. Este gen codifica la proteina PTEN, que
contiene dos dominios en su molécula, el de fosfatasa en la regién N-terminal y el dominio C2
en la regidon C-terminal, ambos son necesarios para la actividad enzimdtica, actuando una
fosfatasa con doble especificidad, convirtiendo el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI (3,4,5)
P3 o PIP3) en fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Pl (4,5) P2 o PIP2)[178l179] De esta manera, PTEN
modula una enorme cantidad de procesos celulares, incluyendo polaridad, motilidad celular,
senescencia celular y modulacién del microambiente tumoral, ejerciendo funciones clave para
mantener la integridad gendmical*®%, Ademds, la actividad fosfatasa de PTEN parece mediar
en aspectos de la inmunidad innata y adaptatival’®%182 Sy papel principal como un
antagonista directo de la actividad de PI3K, una familia de enzimas que convierte PIP2 en PIP3,
se traduce en la activacién de la serina/treonina/proteina quinasa RAC-a (AKT) y en ultima
instancia en la modulacién de la sefalizacién de mTOR, que tiene funciones clave en la
regulaciéon de la apoptosis, la progresion del ciclo celular, la proliferacion celular, el

metabolismo, la diferenciacidn y la invasién tumoral(t77.180],

Una amplia evidencia apoya un papel para PTEN en el nucleo que es completamente
independiente de PI3K. PTEN se localiza en los centromeros, y las mutaciones de PTEN que
interrumpen esta interaccién conducen a la inestabilidad centromérical’’’l. Las células con
pérdida de PTEN demuestran roturas espontaneas de doble cadena de DNA, probablemente
debido a la regulacién mediada por PTEN de la expresion de la proteina de reparacion del
DNA, RAD51[183.184] | 3 sumoilacién podria regular la localizacion nuclear de PTEN y contribuir
a su papel en la reparacién de dafios en el DNA[84, Modelos preclinicos de CaPr con pérdida
combinada de PTEN/TP53 muestran respuestas a esta combinacidn de tratamientos!18>186]
sentando la base de ensayos clinicos que evallan la terapia combinada de inhibidores de PI3K

con inhibidores de PARP (NCT03586661).
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Las vias sefalizacidon de AKT y del AR estan directamente implicadas en el desarrollo del CaPr.
AKT puede fosforilar el AR en Ser-210 y posteriormente inhibir la transactivacion del AR.
Diversos estudios preclinicos muestran una actividad antitumoral sinérgica con la inhibicién
combinada de la via ARy la via PI3K/AKT/mTOR87-181 | 3 inhibicién de cualquiera de estas
vias provoca frecuentemente la activaciéon de la otra, por lo que el planteamiento de una
estrategia terapéutica que bloguee ambas tiene una base sdlida. De hecho, los resultados
preliminares del estudio fase Ill IPATential 150*° demuestran que afiadir un inhibidor de AKT
(ipatasertib) al tratamiento con un iSRA (abiraterona) prolonga el tiempo a la progresién

radioldgica en los pacientes con pérdida de PTEN, pero no en aquellos con PTEN funcional.

Existen estudios preclinicos que han implicado la pérdida funcional cooperativa de TP53, RB1
y PTEN con el desarrollo de enfermedad rdpidamente invasiva, metastdsica y letal(*3>],
destacando la importancia de la heterogeneidad intratumoral en el CaPr localizado, asi como
la presencia de alteraciones subclonales en TP53 y PTEN™21192] por otra parte, existen datos
publicados que muestran que la amplificaciéon de MYC y la pérdida de PTEN combinada e
impulsada por el locus regulador HOXB13 favorecen el desarrollo de inestabilidad

cromosémica con desarrollo de tumores mas agresivos con un alto potencial metastasicol?3,

Desde otra perspectiva, tenemos datos que indican que la pérdida de PTEN da lugar a una
regulacién positiva de la ciclina D y, por lo tanto, una hiperfosforilacién e inactivacidon de
RB111%4, La pérdida de p18 o la sobreexpresion de CDK4 contribuyen de forma sinérgica con
la pérdida de heterocigosidad (LOH) de PTEN activandose AKT y favoreciéndose como
consecuencia la inactivacion de RB11'%], Respecto a C-MYC, aunque su sobrexpresién se ha
asociado a un aumento de la capacidad proliferativa de las células prostdticas sin requerir
mutaciones en RB1 adicionales['%®, existen datos que sugieren que la sobreexpresién indirecta
de ciclinas, como consecuencia de otras mutaciones iniciadoras, por si sola es insuficiente para
eliminar todas las funciones supresoras de RB1. Por ultimo desde el punto de vista
epigenético, se han descritos diversos mecanismos de evasion al tratamiento con TDA por
parte de las células del adenocarcinoma de prdstata, la pérdida de RB1 parece facilitar la
plasticidad del linaje y el potencial metastasico en el contexto de la pérdida de PTEN, con una
pérdida adicional de TP53 que impulsa la resistencia a los antiandrégenos y un cambio a un

perfil transcripcional que se asemeja al CaPr neuroendocrino!%7:1%8l,
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Un estudio reciente demuestra a partir del analisis de secuenciacion masiva de 285 tumores,
tanto de enfermedad localizada como de enfermedad metastdsica hormonosensible y
hormonoresistente, que las alteraciones genémicas de TP53, PTEN o RB1 son eventos
comunes en todo el espectro del CaPr clinicamente significativo(*3°l. Dichas alteraciones se
asocian a resultados progresivamente mads pobres, identificando un subgrupo de pacientes de
mal pronéstico e indicando que la pérdida combinada de estos genes conduce a una biologia
de la enfermedad mas agresiva a través de mecanismos celulares cooperativos. No obstante,
el 11% de los pacientes con enfermedad localizada analizados expresaban una pérdida en al
menos dos de estos genes, lo que sugiere que estas alteraciones pueden estar presentes de
forma precoz en un subconjunto de pacientes, asocidndose a una enfermedad mas agresiva
caracterizada por una sefalizacion proliferativa alterada y una inestabilidad gendémica
temprana mucho antes del desarrollo de la resistencia a la castracién e identificando pacientes

candidatos a una intensificacidon de tratamiento sistémico.

1.5.4.4 REORDENAMIENTO TMPRSS2-ERG

El reordenamiento de TMPRSS2-ERG se describié por primera vez en 2005, a partir de la
translocacion de la region cromosdmica TMPRSS2 y el factor de transcripcion ERG
perteneciente a la familia ETS de factores de transcripcion (ERG, ETV1, ETV4 y ETV5)199-201],
TMPRSS2 es un gen regulado por andrégenos, situado a 3Mb de distancia en el mismo
cromosoma 21g22. ERG se encuentra sobreexpresado en el 40-50% de los tumores de
préstata primarios(?%?], describiéndose los reordenamientos de los genes ETS, en particular la
fusion TMPRSS2-ERG en un 30-50% de los tumores de préstata recién diagnosticados y que

no han recibido tratamiento y representando > 90% de los reordenamientos de ETS2%3],

Las fusiones del gen ETS son eventos tempranos en el desarrollo de CaPr, detectandose en
células basales aisladas de biopsias prostaticas!?®¥, e identificindose como marcadores de
heterogeneidad clonal, por lo que se considera de especial importancia entender el origen y
las implicaciones de estos reordenamientos. Mani et al. demostraron que la sefial mediada
por androgenos induce la aproximacion de TMPRSS2 y ERG en una linea celular de CaPr
dependiente de andrégenos, LNCaP, y facilita la fusién de ambos genes cuando las células son

sometidas a un agente que causa rupturas de doble cadena en el DNA como la radiacién
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ionizante!?%%!, Esta fusidn no se observé en cambio en DU145, otra linea celular de CaPr que

se caracteriza por no ser sensible a andrégenos.

Desde el punto de vista diagndstico, la fusién TMPRSS2-ERG puede ser detectada a partir de
muestras de orina tras la realizacién de un tacto rectal, asociandose con el diagndstico de CaPr
con una especificidad del 93% y un valor predictivo positivo 94%, independiente al valor de
PCA312%I, Disponemos de datos de estudios que han evaluado el tratamiento con el iSRA,
abiraterona, en pacientes con CPRCm sin tratamiento quimioterdapico previo identificando una
asociacion significativa entre la presencia del reordenamiento de ERG (TMPRSS2-ETS) con la
magnitud de descenso del PSA?%7], Por otro lado, dentro del estudio fase Il COU-AA-302, se
evalud el beneficio de la presencia de este reordenamiento de ERG (2+Edel) con la
supervivencia libre de progresién durante el tratamiento con abiraterona y prednisona sin
encontrarse diferencias significativas en funcién la presencia del reordenamiento TMPRSS2-

ERG208,

Las limitaciones para la obtencidon de muestras adecuadas para realizar estos analisis en la
practica clinica habitual, ha favorecido la implementaciéon de analisis a partir de células
tumorales circulantes (CTCs) en estos estudios. Danila et al. analizaron la sensibilidad al
tratamiento con abiraterona, en funcion del estatus TMPRSS2-ERG en pacientes con CPRCm.
El aislamiento de las células se llevé a cabo a través de la maquina semiautomatica Cell Search
(Veridex) y la fusién ERG a través de una transcripcidn inversa de reaccidon en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) en las CTCs y por técnicas de hibridacion fluorescente in situ (FISH) en el
tejido tumoral, obteniéndose una deteccién de la fusiéon TMPRSS2-ERG en el 37% de las
muestras analizadas con independencia del tipo de muestra, aunque la concordancia fue del
65%, no se identificaron diferencias en supervivencia entre aquellos pacientes con presencia
o no del reordenamiento TMPRSS2-ERG, pero en este caso, se incluian pacientes que habian
recibido tratamiento previo con agentes quimioterdpicos?®. Los datos publicados
recientemente del estudio PREMIERE, en este caso con pacientes con CPRCm tratados en
primera linea con enzalutamida sin tratamiento quimioterapico previo, no mostraron
diferencias significativas en respuesta por PSA, supervivencia libre de progresidn radioldgica

0 SG en base al estatus del reordenamiento TMPRSS2-ERG!210],
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Se ha comprobado que la pérdida de PTEN en mas frecuente entre los tumores de préstata
localizados con reordenamiento del gen TMPRSS2-ERG en comparacidn con aquellos sin esta
alteracion(?1%2121 Reid et al.[’*3! analizaron mediante técnicas de FISH, 308 pacientes
diagnosticados de CaPr manejados de forma conservadora, demostrando una fuerte
interaccion entre el reordenamiento del gen de fusién TMPRSS2-ERG y la pérdida del gen
PTEN. Los resultados publicados destacaban la presencia de un subgrupo de pacientes de
buen prondstico (54% del total analizado), sin pérdida del gen PTEN y que carecian del
reordenamiento del gen TMPRSS2-ERG, con una SCE de 85,5% a los 11 afios. Asi mismo se
identificd otra subpoblacién de pacientes que representaba un 6% del total con pérdida del
gen PTEN y ausencia del reordenamiento de gen TMPRSS2-ERG, estos pacientes tenian peor
prondstico respecto a los otros subgrupos (13,7% de supervivencia cdncer especifica a los 11
anos) a pesar de que una proporcion significativa de los mismos presentaba un grado de
Gleason <7. La relacidon entre estos dos eventos ya habia sido previamente descrita en
modelos animales?'1212 no obstante esta trabajo fue la primera serie amplia que analiz6 el
valor de la pérdida de PTEN y del reordenamiento TMPRSS2-ERG de forma conjunta,
proponiendo su utilidad en la estratificaciéon de pacientes, de hecho, ha permitido la
identificacion de un subgrupo de mal prondstico con pérdida de PTEN en ausencia de
reordenamiento TMPRSS2-ERG susceptible de requerir una intensificacion de tratamiento

dentro de ensayos clinicos con farmacos dirigidos a la via PI3K/AKT/mTOR.
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Basandonos en:

I. Las mutaciones de la linea germinal BRCA2 son un factor prondstico independiente para el

prondstico del CaPr y la respuesta a los tratamientos disponibles.

Il. Los tumores con mutaciones germinales en BRCA2 se asocian con inestabilidad

cromosdmica debido a una deficiencia subyacente en la reparacién del DNA.

Proponemos que:

I. La pérdida cromosémica de BRCAZ2 a nivel germinal y por lo tanto de su funcién en las células
del CaPr, podria actuar como una ventaja evolutiva del cancer, favoreciendo la oncogénesis,
el crecimiento, la progresién y/o la resistencia a los tratamientos habituales, al favorecer la
rapida adquisicion de una mayor inestabilidad cromosdmica y, por ende, estar asociada con

un peor prondstico y con caracteristicas clinico-patolégicas adversas al diagnéstico.

Il. Dicha inestabilidad cromosdmica no seria completamente aleatoria, al existir un mayor
riesgo de rotura y por ello de reparacién incorrecta en aquellas regiones de la cromatina que
mas se transcriben en respuesta directa al AR o a la deprivacion de andrégenos. Los tumores
con pérdida de BRCA2 tendrian mas frecuencia de marcadores cromosémicos de andrégeno-
dependencia como la fusién TMPRSS2-ERG, asi como la acumulacién de otras alteraciones
como la amplificacién de MYC, la pérdida de PTEN y/o del gen del retinoblastoma o la pérdida

de heterocigosidad en BRCA2.
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OBIJETIVOS

3.1 OBIJETIVO PRINCIPAL

- Validar el valor prondstico de las mutaciones germinales de BRCA2 para supervivencia

cancer especifica en cancer de préstata.

3.2 OBIJETIVOS SECUNDARIOS

- Confirmar el valor prondstico independiente para supervivencia libre de progresién
metastdsica y supervivencia libre de resistencia a la castracion en los pacientes con

mutaciones germinales en BRCA2.

- Describir la frecuencia de las alteraciones gendmicas en PTEN, MYC, RB1 y sBRCA2, asi
como, los reordenamientos de TMPRSS2-ERG en los tumores primarios de los

pacientes con y sin mutaciones germinales en BRCA2.

- Describir las asociaciones prondsticas de estas alteraciones en PTEN, MYC, RB1 y
SBRCA2, asi como, los reordenamientos de TMPRSS2-ERG, identificando factores

moleculares que modifiquen el prondstico de los tumores BRCAZ2.

- Analizar el valor prondstico para supervivencia cancer especifica, supervivencia libre

de progresidn metastasica y supervivencia libre de resistencia a la castracién de

aquellos tumores de préstata con mutaciones de BRCA1 a nivel germinal.
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4.1 TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio de casos y controles ambispectivo y multicéntrico. Donde se permitié
la inclusidn de casos y controles ya diagnosticados (retrospectivos) y nuevos diagndsticos. A
partir de la inclusion de los pacientes la recogida de nuevos datos de seguimiento fue
prospectiva. El estudio se inicié en enero de 2015 y se establecié como punto de corte en el
seguimiento para este analisis el 31 de diciembre de 2019. El estudio de las alteraciones de
los genes de interés fue realizado conforme las muestras fueron recibidas en el laboratorio de
Cancer de Préstata del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas. Este estudio fue
evaluado y autorizado por el area de epidemiologia de la Agencia Espafiola del Medicamento
y Productos Sanitarios (AEMPS) y por los comités éticos de los centros participantes. Todos
los participantes, casos y controles, prestaron consentimiento para el seguimiento de sus
datos con el propdsito del estudio, salvo aquellos casos de pacientes fallecidos en los que el
comité de ética de referencia otorgo la exencién de consentimiento informado para estas

situaciones.

4.2 POBLACION A ESTUDIO

Los casos fueron identificados a partir de cohortes hospitalarias de unidades de consejo
genético y/o Oncologia, identificandose individuos de familias con mutacién germinal en
BRCAZ2 en los cuales se confirmd la presencia de la mutacién (a priori o a posteriori) o bien
casos esporadicos sin historia familiar donde se encontré la presencia de una mutacién
germinal en BRCA2. Entre los casos existen pacientes incluidos directamente en el estudio
PROREPAIR-A (CNIO-CP-02-2015) identificados como portadores de mutaciones germinales
en BRCA2 asi como pacientes inicialmente espordadicos incluidos en el estudio PROREPAIR-
B33! pero identificados tras su andlisis como portadores de mutaciones germinales
patogénicas en BRCA2.

Los controles han sido identificados a partir de cohortes de pacientes ya estudiados para la
presencia de mutaciones de BRCA2 dentro de los estudios BRCAPROS (CNIO-CP-01-2014) y
BRCARAD (CNIO-CP-01-2015) o de los estudios PROREPAIR-B y PROREPAIR-C. A priori se

procedid a un apareamiento de los casos con los controles en una proporcién de 1:2 segun
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caracteristicas clinico-patoldgicas prondsticas como el grado de Gleason (Gleason <8 vs >8),
el estadiaje al diagndstico (M1 vs MOQ), el valor del PSA al diagndstico y el tratamiento local

recibido sobre el tumor primario (prostatectomia radical vs radioterapia).

4.3 TAMANO MUESTRAL

Dado que se trata de un estudio de caracterizacion de tumores con mutaciones germinales en
BRCA2, identificadas a partir de estudios previamente definidos, no se pudo establecer un
tamano muestral exacto a priori ya que se desconoce la frecuencia de mutaciones germinales

en BRCA2 en la poblacidn analizada.

4.4 SELECCION DE SUJETOS PARA EL ESTUDIO

4.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

1. Comprobacidn histolégica del diagndstico de CaPr.

2. Estatus de portador conocido de la mutacidon germinal en el gen BRCA2.

3. Seguimiento minimo de 3 afios con determinacidn de niveles de PSA periddicos segun las
guias clinicas de la institucidn.

4. Disponibilidad de el tejido tumoral fijado en formalina e incluido en parafina proveniente

de la biopsia diagndstica y/o de la prostatectomia radical.

4.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Tratamiento con radioterapia externa o braquiterapia sobre pelvis o cualquier érgano
intrapélvico, independientemente de su indicacién, administrado antes de la biopsia
prostatica y/o de la prostatectomia radical.

2. Tratamiento con hormonoterapia neoadyuvante (con agonistas o antagonistas de la LHRH

y/o antiandrégenos) previo a la biopsia prostatica y/o a la prostatectomia radical.
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4.4.3 SELECCION DE CONTROLES

La seleccidn de los controles se llevd a cabo siguiendo los criterios de inclusidn y exclusidn
previamente descritos, salvo que todos los sujetos seleccionados debian tener estatus de no
portador de mutaciones germinales en genes implicados en los mecanismos de reparacién del

DNA.

4.5 PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

4.5.1 RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

- Datos demograficos: fecha de nacimiento.

- Antecedentes personales: estatus de portador presente/ausente de la mutacién germinal
BRCA2y BRCAL.

- Basales al diagndstico: fecha de diagndstico, PSA al diagndstico, estadio tumoral TNM,
Gleason score en la biopsia y/o la pieza de prostatectomia y Grupo de riesgo segun la
clasificacién D’Amicol?14,

- El grado de Gleason, debido a la alta variabilidad inter-observador en su clasificacidn, ha sido
revisado por un patélogo especialista en tumores genito-urinarios asociado a la Unidad de
Cancer de prostata del Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas.

- Tratamiento: PSA pre-tratamiento (puede ser el mismo del diagndstico si el tratamiento no
es diferido), tipo de tratamiento local administrado (prostatectomia radical o radioterapia),
estadio tumoral al diagndéstico para pacientes sometidos a tratamiento con radioterapia o
estadio tumoral quirurgico, administraciéon de hormonoterapia neo/adyuvante (<6 meses, > 6
meses).

- Seguimiento: Recaida metastasica (si/no) y fecha. Resistencia a la castracion (si/no) y fecha.

Fecha de ultimo seguimiento y/o muerte, causa de muerte (cancer especifica o no).
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4.5.2 DEFINICION DE LAS VARIABLES DE SEGUIMIENTO

3.5.2.1 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

La supervivencia libre de progresién metastasica (SLPM) fue calculada desde la fecha de
diagndstico hasta la fecha de identificacion de la progresidon metastdsica. Se definid progresién
metastdsica como la evidencia de enfermedad diseminada fuera del area pélvica confirmada
por pruebas de imagen convencionales (TC Toraco-abdomino-pélvico y gammagrafia ésea).
Aquellos pacientes con enfermedad ganglionar mayor de 1,5 cm en el eje corto por encima de
la bifurcacién de las iliacas fueron considerados como metastasicos. En aquellos pacientes en
los que la progresidon metastdasica no habia ocurrido al finalizar el estudio, la supervivencia se

calculd hasta la ultima fecha de revisidon y el paciente fue censurado para dicho evento.

3.5.2.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

La supervivencia libre de resistencia a la castracion (SLRC) fue calculada desde la fecha de
inicio de la hormonoterapia hasta la fecha de adquisicién de enfermedad resistente a la
castracion definida por tres subidas consecutivas de PSA, con 1 semana de separacidon, dando
como resultado dos aumentos del 50% sobre el PSA Nadir, con PSA >2 ng/ml en presencia de
un rango de testosterona compatible con castracion (Testosterona <50ng/ml)¥l. Los
pacientes que iniciaron tratamiento hormonal pero no cumplieron los criterios descritos de

resistencia a la castracion a fecha del ultimo seguimiento fueron censurados a esa fecha.

3.5.2.3 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

La supervivencia cancer especifica (SCE) fue calculada desde la fecha de diagndstico hasta la
fecha de muerte como consecuencia de la enfermedad. Se considerd el CaPr como la causa
principal de la muerte cuando el paciente fallecid a causa de la progresion del cancer,
complicaciones relacionadas con la diseminacion de la enfermedad, o cualquier complicacion
directamente derivada del tratamiento del cancer. Cuando la causa de muerte fue otra, el
seguimiento fue censurado a la fecha de la muerte. En aquellos pacientes en los que la muerte
no ocurrid al finalizar el estudio, la supervivencia fue calculada hasta la ultima fecha de

revision y el paciente fue censurado para la ocurrencia del evento.
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4.5.3 MEDICION DE OTRAS VARIABLES CLINICAS Y/O ANALITICAS

Todas las variables continuas recogidas analizadas se han recogido como tales para evitar la
pérdida de informacién. Posteriormente se ha procedido a la trasformacion de algunas de
ellas en dicotdmicas utilizando como puntos de corte: los valores de normalidad; valores con
valor prondstico demostrado en el contexto de la enfermedad resistente a la castracion; o

bien de acuerdo con su valor mediana en nuestra serie.

4.6 MUESTRAS TUMORALES Y PROCESAMIENTO DE LAS MISMAS

En el presente estudio se ha requerido el uso de muestras representativas del tumor y
secciones obtenidas a partir del bloque de parafina de la biopsia prostatica o de la pieza de
prostatectomia radical. Para ello, los bloques de parafina fueron remitidos al Centro Nacional

de Investigaciones Oncoldgicas procesandose de forma homogénea.

De los bloques de parafina se realizaron cortes a 3 micras, utilizando un micrétomo rotativo
HistoCore (Leica, Wetzlar, Alemania). Se realiz6 tincion de hematoxilina-eosina de cada uno
de ellos para confirmar la presencia de células tumorales y 5 cortes adicionales de 3 micras
montadas sobre cristales portaobjetos con carga electrostatica SuperFrost (VWR

International, Poole, Reino Unido), para su posterior proceso de desparafinizacion.

Las laminas de hematoxilina-eosina de las piezas de prostatectomia radical o de la biopsia
prostdtica bloques fueron revisadas por un especialista en anatomia patoldgica asociado al
grupo de cancer de prdéstata del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas,
seleccionando aquellos bloques en los que existia mayor carga tumoral y marcando las zonas
de interés, de forma simultanea se procedié a una nueva valoracion del grado de Gleason.
Una vez procesados, los bloques de parafina restantes fueron devueltos al centro colaborador

de acuerdo a lo estipulado en el protocolo del estudio.

4.7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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En el presente estudio se realizaron pruebas de FISH para valorar la pérdida cromosdmica
grosera a nivel somatico de BRCA2, RB1 y PTEN, asi como el reordenamiento cromosdmico

TMPRSS2-ERG y la amplificacion de MYC.

HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

La hibridacion fluorescente in situ, abreviada FISH, es una técnica citogenética basada en la
capacidad que poseen los acidos nucleicos para hibridarse entre si, para ello se
utilizan sondas que emiten fluorescencia y permiten la visualizacidn, distincion y estudio de
los cromosomas, detectando alteraciones genéticas tanto estructurales (translocaciones)
como numéricas (ganancias y deleciones). Tiene alta sensibilidad y especificidad. Es una
técnica rapida (24-48h) y pueden ser analizadas un gran nimero de células en poco tiempo
permitiendo hibridar o unir la sonda de DNA marcada con fluorocromos con la secuencia diana
en la muestra tumoral y posteriormente transformar esa secuencia en algo visible. Para el
marcaje, se pueden usar marcas de fluoréforo espectralmente distintas para cada sonda, lo

gue hace que la visualizacion de nucleétidos sea mas facil.

Para la realizacion de la técnica FISH, se utilizaron cortes de 3 micras montados sobre cristales
portaobjetos con carga electrostatica SuperFrost (VWR International, Poole, Reino Unido),
analizandose muestras inmediatamente adyacentes procedentes del bloque tumoral para
cada una de las determinaciones. La hibridacion sobre muestras parafinadas se realizd

utilizando un protocolo optimizado a partir de la metodologia descrita por Lambros et al.[2%6]

1. Desparafinado y deshidratacidn de las secciones histoldgicas.
Se procedié a desparafinar las muestras en xileno (55°C, 3x5 minutos), posteriormente se
lavaron en etanol al 100% (2x3 minutos) y se hirvieron en etanol durante 30 segundos.
Se detiene el metabolismo celular e inactivan enzimas lisosémicas como ARNasas enddgenas,

para conservar la morfologia y la integridad de los acidos nucleicos.

2. Pretratamientos, para permeabilizar el tejido y facilitar el acceso de la sonda a la

secuencia diana:
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Se colocaron las muestras a una temperatura >98°C, durante 15 minutos en tampdn de
pretratamiento, (kit de pretratamiento de tejido ligero SPOT, Zymed, South San Francisco, CA,
EE. UU.) se enjuagaron en agua, se digirieron con solucién de pepsina (Digest All-3, Invitrogen,
Paisley, Reino Unido) a 37°C durante 4-5 minutos en cdmara humeda, enjuagandolas en agua

nuevamente antes de proceder a la hibridacién.

El objetivo del pretratamiento es permitir la accesibilidad de la sonda al acido nucleico diana.
La asociacién del DNA con las proteinas, reforzada por la fijacion, dificulta el acceso de la
sonda y es necesario un pretratamiento. La eliminacion de proteinas y restos citoplasmaticos

mediante la pepsina, posibilita la accesibilidad de la sonda al DNA.

3. Sondas utilizadas
Una sonda esta formada por una cadena de nucledtidos cuyo contenido (o secuencia de bases
nitrogenadas es conocida) siendo complementaria de la secuencia que se quiere estudiar
denominada “secuencia diana”. Al emplear la técnica FISH las sondas contienen los genes de

interés que se quieren examinar en la muestra empleada.

Las sondas de FISH pueden estar marcadas directamente con fluorocromos que no necesitan
anticuerpos para su deteccidn (sondas directas) o con moléculas marcadoras que si necesitan
anticuerpos para su deteccién (sondas indirectas). Se pueden obtener a partir de DNA clonado

de la regién que queremos examinar.

Las sondas de secuencias Unicas permiten detectar alteraciones numéricas y estructurales
tanto en metafase como en interfase, las mas utilizadas son las secuencias gendmicas
humanas clonadas en cromosomas artificiales bacterianos (BACs)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/cyto y http://www.genome.ucsc.edu). La hibridacion
especifica de cada BAC se puede localizar exactamente en el genoma humano utilizando las

bases de datos ucsc (http.//www.genome.ucsc.edu), Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html) y secuencias homdlogas potencialmente fuertes con

otras regiones del genoma excluidas.
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En funcién de la estrategia empleada para la deteccién de translocaciones con sondas de
secuencia Unica, podemos distinguir sondas de fusion o co-localizacion y sondas de
separacion.

En este trabajo, se elaboraron sondas de separacién para la determinacién del
reordenamiento de ERG a partir de BACs. También se utilizaron sondas elaboradas a partir de
BACs para la determinacién del nimero de copias de BRCA2 y PTEN. Las sondas especificas
sintetizadas a partir de BACs se generaron mediante un protocolo adaptado a partir del

método descrito por Summergil et al.2%7]

Los clones de BACs disponibles publicamente, se seleccionaron del Navegador del genoma

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). El DNA de BACs se extrajo usando el Kit

Qiagen Plasmid (Qiagen, Crawley, West Sussex, Reino Unido) segun las instrucciones del
fabricante. La columna de resina de intercambio anidnico (punta Qiagen) se utilizé para
purificar el DNA extraido, posteriormente mezclado con isopropanol y siendo lavado con
etanol al 70%. Finalmente, el DNA purificado fue brevemente secado y resuspendido en 22 pl

de Tris-Cl precalentado con un pH 8,5. La concentracién final del DNA de BAC oscil6 entre 50

y 200 ng/pl.

Para la amplificacion del DNA de BAC se utilizo el kit de amplificacion del genoma completo
GenomiPhi (Kit WGA, GE Healthcare, Reino Unido) segun las instrucciones del fabricante. Se
elaboré una mezcla con DNA de BAC (1 ml) y sustancia tampdn (9 ml) y posteriormente se
incubé a 95°C durante 3 minutos, dejandose enfriar en hielo durante los 5 minutos
posteriores. Se afiadieron 10 ml de mezcla de reaccion de polimerasa ¢$29 (1 ml de polimerasa
$29 en 9 ml de tampdn de reaccidn) y a continuacién, la mezcla se incubd a 30°C durante un
tiempo >16 horas. Para inactivar la enzima la mezcla se calenté durante 10 minutos a 65°C.
EI DNA se precipitd y lavo con etanol al 70%. Finalmente, la concentracién del DNA amplificado

se midié con un espectrofotémetro.

Una vez sintetizadas las sondas a partir de BACs, su lugar de hibridaciéon se mapeo frente a
slides de metafases humanas normales (Vysis FISH slides, Abbott Molecular, Illinois, EEUU),
para confirmar la ubicaciéon de la banda cromosdmica de interés y la falta de hibridacién

cruzada con otras regiones. Ademds de sondas sintetizadas a partir de BACs se utilizaron
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sondas comerciales para la deteccidn del numero de copias de RB1, MYC, asi como los

centromeros 8 y 10 (CEP8, CEP10) y la region subtelomérica del brazo 13q.

a. RB1
Para la determinacion de RB1, se utilizaron dos sondas FISH disponibles en el mercado:

1. Una sonda comercial de ~ 202 Kb marcada directamente con Alexa fluor 555 espectro
naranja y dirigida contra el locus 13g14 que abarca RB1. (Abbott Molecular, lllinois,
EEUU).

2. Unasonda comercial de ~ 612 Kb marcada directamente con Alexa fluor 405 (espectro
azul cielo o aqua) y dirigida contra la regidn subtelomérica 13q34 (SureFISH, de

Agilent).

b. MYC
Para evaluar el estado del gen MYC, se utilizaron dos sondas FISH disponibles en el mercado:
1. Una sonda comercial Vysis LSI MYC marcada directamente con Alexa fluor 488,
espectro verde y dirigida contra el locus 8g24.21 que incluye MYC (Abbott Molecular,
Illinois, EEUU).
2. Una sonda comercial centromérica Vysis CEP8 (Alexa fluor 555, espectro naranja y

dirigida contra la regidon centromérica 8p11.1-q11.1 (Abbott Molecular, lllinois, EEUU).

c. BRCA2
El analisis del estado del gen BRCA2, se llevd a cabo mediante la utilizacién de las siguientes
sondas FISH:
1. Unasonda sintetizada a partir de la BAC RP11-37E23 marcada directamente con Alexa
fluor 555, espectro naranja y dirigida contra el locus 13g13.1.
2. Unasonda comercial de ~ 612 Kb marcada directamente con Alexa fluor 405 (espectro

azul cielo o aqua) y dirigida contra la region subtelomérica 13934 locus (SureFISH, de

Agilent).
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d. PTEN
Las determinaciones del estado del gen PTEN se realizaron empleando las siguientes sondas
FISH:
1. Una sonda sintetizada a partir de los BACs RP11-2010E13 y RP11-756C10 marcada
directamente con Alexa fluor 555 (anaranjada) y dirigida contra el locus 10q23.
2. Una sonda comercial centromérica Vysis CEP10 (Alexa fluor 488, espectro verde y
dirigida contra la regién centromérica del cromosoma 10 (Abbott Molecular, Illinois,

EEUV).

e. TMPRSS2-ERG
Para identificar los reordenamientos de ERG2'82%%1 que ocurren en més de un 95% de casos
con fusidon de TMPRSS2 se utilizaron sondas de separacién, “Split o Break-Apart”, empleando
100ng de cada sonda BAC previamente elaborada: la sonda | centromérica (Alexa fluor 555,
anaranjado) y la sonda Il telomérica (Alexa fluor 488, verde) correspondientes a secuencias
inmediatamente 3" y 5" adyacentes a ERG respectivamente. Los BACs utilizados para la sonda
| fueron RP11-95G19, RP11-720N21 y RP11-2511E13, correspondientes a secuencias 3'-ERG,
mientras que los BACs utilizados para la sonda Il fueron RP11-72904, RP11-115E14 y RP11-

372018 correspondientes a secuencias 5'-ERG.

RP11-95G19 RP11-72904

@ RP11-372018

¢ j 5.

Figura 5. BACs utilizados para la elaboraciéon de las sondas empleadas en la determinacién de TMPRSS2-ERG
mediante FISH.

4. Hibridacidon
Los cromosomas desnaturalizados, fijados en la slide, se expusieron a la sonda marcada con

fluorescencia en base al grado de homologia o complementariedad que presentan con la

-80 -



MATERIAL Y METODOS

secuencia diana. La hibridacion/fusidén tuvo lugar entre la sonda y el DNA cromosdmico

complementario, produciéndose una renaturalizacién del DNA con su secuencia diana.

Se agregaron en cada una de las slices 300 ng de “probe set” en funcidn del tipo de analisis
que se queria realizar, previamente preparado junto con 0.5 pug de COT-1/Salmon Spermy 9.6
ul de hibridation mix (tampdn de hibridacién (formamida al 60%, sulfato de dextrano al 12%,
2,4xSSC, EDTA 0,14 mM pH 8, 400 pg/ml de DNA de esperma de salmon), mezclado y
pipeteado sobre un cubreobjetos de plastico de 22x22 mm (Sigma-Aldrich, Poole, Reino
Unido). El portaobjetos se invirtié sobre el cubreobjetos y se sellé6 en una cdmara de
hibridacion metalica, la cdmara se calenté a 85°C durante 2 min y luego se procedid a la

incubacidon en cdmara hiumeda durante toda la noche a 37°C.

5. Post-Hibridacion
Se realizd con la finalidad de eliminar la hibridacién inespecifica que produce fondo vy
enmascara la hibridacién especifica, permitiendo controlar la especificidad con la que se va

llevar a cabo la reaccién.

Tras la hibridacion, se procedio a introducir las muestras dos veces en un coplin con tampdn
citrato salino estandar (SSC) a 42°C, retirandose el cubreobjetos, 4 minutos en formamida al
50% /2xSSC a 42°C en dos ocasiones, 5 minutos en 2xSSC a 42°C dos veces, 3 minutos en SSCT
a temperatura ambiente, 5 minutos en PBS 2x a temperatura ambiente y 1-2 minutos en
etanol al 70% deshidratdndose, una vez realizados estos procedimientos se secaron a
temperatura ambiente y se montaron en 10 pl de Vectashield anti-fade que contiene 4 ', 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), (Vector labs, Burlingame, CA, EEUU) para contraste de los
nucleos, eliminandose posibles burbujas de aire presionando suavemente con la punta de un

tip y colocdndose a 4°C al menos durante 1 hora.

En los casos necesarios, para la rehibridacion de las muestras se elimind el DAPI y la sonda
anterior lavando 1 minuto en SSCT, retirando el cubreobjetos, lavando en 2xSSC dos veces
durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de 2 minutos en 2xSSC y 4 minutos en
formamida al 70% /2xSSC a 68°C. Los portaobjetos se lavaron en agua y se hibridaron

posteriormente segun descripcidn previa.
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Una vez finalizado este proceso, se procedid a la adquisiciéon de imagenes digitalizadas de
todas las hibridaciones usando la plataforma ARIOL SL-50 Slide Scanner (Leica Microsystems,
San Jose, CA, EEUU) del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas, obteniéndose
imagenes de FISH con un aumento 6ptico (objetivo) 20x y/o 40x que permiten un aumento
digital hasta una profundidad mayor. El tiempo de andlisis fue variable dependiendo de la
claridad de la sefal obtenida y del tamafo de la muestra. Los resultados fueron evaluados por

dos investigadores independientes con experiencia en la interpretacién de estas pruebas FISH.

6. Lectura
Los resultados fueron evaluados manualmente por dos investigadores independientes con
experiencia en la interpretacién de estas pruebas FISH. Se evaluaron un minimo de 100
nucleos por cada muestra. Las verificaciones se realizaron en la Unidad de Cancer de prostata

del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas.
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a. RB1
La pérdida de RB1 quedo establecida en aquellas muestras tanto con una pérdida homocigota
como una perdida heterocigota, presente en mas del 50% de las células evaluadas,
estableciéndose la pérdida de RB1 en ausencia de sonda dirigida al locus 13g14.2 que abarca

RB1.

RB1

» Sonda Telomérica 13
e SondaRB1

A

c‘
B

D‘

A. Normal

B. RB1 pérdida homocigota
C. RB1 pérdida heterocigota
D. Pérdida brazo

Figura 6. Evaluacién de la pérdida de RB1 por FISH.
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b. MYC
La ganancia de MYC se definié como una relacidn de la presencia de la sonda dirigida contra
el locus 8g24.21 frente a la sonda dirigida sobre la regién centromérica 8pl11.1-q11.1,
(MYC:CEP8) 21.5:1y <2,2:1 y la amplificacion de MYC como una relacién MYC:CEP8 >2,2:1 en

mas del 30% de las células evaluadas por cada muestra.

MYC ® Sonda Centromérica CEP 8
® Sonda MYC

A. Normal
B. Amplificacién MYC (ratio 2 2,2)
C. Ganancia MYC (ratio 21.5<2,2)

Figura 7. Evaluacion de la amplificacion y ganancia de MYC por FISH.
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c. BRCA2
La pérdida de BRCA2 quedd establecida en aquellas muestras tanto con una pérdida
homocigota como una perdida heterocigota, presente en mas del 50% de las células
evaluadas, estableciéndose la pérdida de BRCA2 en ausencia de sonda dirigida al locus

13q13.1.

BRCA2

» Sonda Telomérica 13
e Sonda BRCA2

A

C‘
B

D‘

Normal

BRCA2 pérdida homocigota
BRCA2 pérdida heterocigota
Pérdida brazo

o0 ®>»

Figura 8. Evaluacién de la pérdida de BRCA2 por FISH.
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d. PTEN
La pérdida de PTEN quedo establecida en aquellas muestras tanto con una pérdida
homocigota como una perdida heterocigota, presente en mas del 50% de las células

evaluadas, estableciéndose la pérdida de PTEN en ausencia de sonda dirigida al locus 10g23.

PTEN

A‘
B‘

» Sonda Centromérica CEP 10
e Sonda PTEN

C ‘
D .
Normal

PTEN pérdida homocigota

PTEN pérdida heterocigota
Pérdida brazo

onN®>»

Figura 9. Evaluacion de la pérdida de PTEN por FISH.
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e. TMPRSS2-ERG
Los loci ERG no reorganizados se visualizaron en los nucleos interfasicos como sefiales verdes
y rojas adyacentes inmediatamente. La fusién TMPRSS2-ERG dio como resultado la unién de
secuencias de exén 1 0 2 de TMPRSS2 generalmente a secuencias de exén 2, 3 0 4 ERG219220],
Cuando se visualizd esta fusidn, los extremos 3’-centromérico y 5'-telomérico del ERG se
identificaban como sefiales separadas de rojo y verde*®221], por otra parte, muchos tumores
con alteracidn en el patrén FISH del gen ERG también exhiben pérdida de la sefial verde
solitaria 5'-ERG, de acuerdo con hallazgos previos de que la region cromosdmica entre
TMPRSS2 y ERG en el cromosoma 21, se elimina con frecuencia en los tumores con fusiones

TMPRSS — ERGI?21,222],

En funcidn de los patrones FISH descritos en la literatura, las muestras tumorales se
estratificaron en funcidn de si tenian loci ERG completamente normal, (clase Normal, sefiales
hermanadas de las sonda roja y verde), si habian reorganizado ERG pero habian retenido
ambos, 5' y secuencias 3'-ERG (clase Split, para la sefial ERG dividida en sondas separadas 3'-
roja y 5'-verde), o si habian retenido 3'-ERG pero no tenian evidencia de la presencia de
secuencias 5'-ERG (clase 'Edel' para la eliminacion 5'-ERG, careciendo de sefiales verdes
separadas), (clase 2+ 'Edel', eliminacién de secuencias 5' a ERG con retencion de dos o mas

sefiales rojas de 3'-ERG)[2%°,

Los nucleos de interfase dentro de cada muestra tumoral se puntuaron de acuerdo con el
numero de cada una de las tres sefiales FISH: células con sefiales hermanadas de rojo y verde;
sefiales separadas 3'-ERG (rojo) y 5'-ERG (verde), sefiales rojas separadas 3'-ERG en ausencia
de sefales verdes aisladas 5'-ERG.

Se evaluaron al menos 100 nucleos tumorales por caso y en cada caso se tomé como
puntuacion el valor modal, generalmente presente en al menos el 50% de los nucleos

analizados.
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TMPRSS2-ERG

TMPRSS2-ERG

Break-apart”

Normal Esplit

Edel 2+Edel

TMPRSS2-ERG
“Combined-break-fusion”

Normal Esplit

Edel 2+Edel

Figura 10. Evaluacién del reordenamiento TMPRSS2-ERG por FISH.

4.8 ESTADISTICA

Las bases de datos fueron trasladadas a una tabla Excel para su posterior andlisis con el

programa estadistico STATA (Version 14.2).

El andlisis descriptivo de las variables se realizé con porcentajes para las variables cualitativas
en cada categoria y con medias, medianas percentiles y rangos para las cuantitativas. El
anadlisis de asociacidon entre dos variables se realizd con la prueba T de Student para
comparacion de medias de variables cuantitativas y la Chi-cuadrado de Pearson (x2) para
relacionar la asociacién entre variables cualitativas. Cuando alguna de las frecuencias
esperadas ha sido inferior a 5, al tratarse de estudios de asociacidon entre dos variables

categdricas, se ha utilizado la extensién de la prueba exacta de Fisher.
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La valoracidn de la intensidad de una relacidn se calculé con la OR. La OR es el cociente entre
las oportunidades de los sujetos expuestos y los no expuestos. La OR se muestra acompafnada
del Intervalo de Confianza al 95%, debido a que la OR puede tomar valores que oscilan entre
0 e infinito dando una distribucion normal asimétrica, normalizando la distribucién muestral

con la transformacién logaritmica de OR.

Se exploraron las correlaciones y nivel de concordancia entre los distintos eventos gendmicos
estudiados por FISH, utilizando el método de correlacion de Pearson y el indice de

concordancia Kappa.

La derivacion de las curvas de supervivencia en los subgrupos de pacientes analizados se
realizé utilizando el método de Kaplan-Meier, siendo las curvas comparadas mediante el test
de log-rank. Para el cdlculo del Hazard ratio de la exposicién se utilizdé el modelo de riesgos
proporcionales de Cox en analisis univariable. Para el estudio del valor independiente de las
posibles variables prondsticas significativas se construyeron modelos multivariable mediante
el método de Cox en el que se introdujeron todas las variables prondsticas significativas
(p<0,05) en el andlisis univariable de Cox y todas aquellas que se comportaron como factores

de confusion.

4.9 PROTECCION DE DATOS

Se procedid a la asignacion de un cédigo propio del estudio a todos los pacientes incluidos,
independientemente del cédigo previo correspondiente al estudio de origen. Todos los
parametros enumerados en la seccidn 4.5.1 fueron integrados en una base de datos disefiada
especificamente para este estudio, junto con el identificador de las muestras a estudio. En
ningun caso el investigador principal de este estudio ha tenido acceso a la informacion
personal de los pacientes ya que tanto las muestras como la informacién clinica estaban
previamente codificadas por los investigadores de los estudios de procedencia (donde cada
centro fue responsable de mantener la documentacién que asocia los datos de cada paciente
con sus datos de filiacion y su numero de historia clinica con el cédigo uUnico que se le ha

asignado para el estudio correspondiente, siendo este el responsable de la confidencialidad
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de estos datos, asi como de la preservacién de las copias originales del cuaderno de recogida

de datos en su centro y conforme a la legalidad vigente).

El grupo de investigacion clinica en Cancer de prdstata de Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas ha sido el responsable de mantener de forma prospectiva esta base de datos en
la que estdn identificadas y localizadas todas las muestras bioldgicas y todo el material de
investigacion derivado de ellas desde el momento de su recepcion en el mismo. La base de
datos que contiene la informacidn clinica y evolutiva no ha estado emparejada con los
resultados de las investigaciones experimentales en las muestras hasta el momento del

analisis final.

Las muestras tumorales asi como los datos asociados de los pacientes incluidos en el estudio
PROREPAIR-A (CNIO-CP-02-2015), PROREPAIR-B33!, BRCAPROS (CNIO-CP-01-2014), BRCARAD
(CNIO-CP-01-2015) y PROREPAIR-C, de acuerdo con lo especificado por los pacientes en su
consentimiento informado podian ser usadas en proyectos de investigacion relacionados con
los factores prondsticos y la investigacion biolégica del CaPr hereditario, de acuerdo con las

disposiciones establecidas por la legislacion vigente RD 1716/2011.

4.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudio se adhiere a los principios establecidos en la Ley de investigacion Biomédica
14/2007 (del 3 de Julio) y el Real Decreto 1716/2011 (del 18 de noviembre) que regula el
tratamiento de las muestras biolégicas de origen humano. Igualmente, este estudio se ha
realizado conforme a lo establecido por la Ley Orgénica de Proteccidon de Datos de Caracter
personal 15/1999 (del 13 de Diciembre) y siguiendo los principios sobre investigacion en
humanos establecidos en la Declaracién de Helsinki.

El protocolo ha sido escrito y realizado de acuerdo con las Normas de Buena Practica de
Laboratorio, las Normas de Buena Practica Clinica y las Normas establecidas en la Conferencia

Internacional de Armonizacion.
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5.1 DESCRIPCION DE LOS PACIENTES INCLUIDOS

En base a los criterios de inclusion y exclusién comentados en el apartado anterior (Material
y Métodos) se incluyeron inicialmente en el andlisis 80 pacientes portadores de mutaciones
gBRCA2 (casos) y 160 pacientes no portadores de mutaciones en genes involucrados en DDR
(controles), emparejados 1:2 por grado de Gleason <8 vs >8, estadio al diagndstico
(metastasico vs no metastasico), valor del PSA al diagnéstico y tratamiento local recibido
(prostatectomia radical vs radioterapia). Seleccionandose adicionalmente 15 pacientes con
mutaciones gBRCA1 para realizar analisis adicionales al objetivo primario (cohorte

exploratoria).

A lo largo del andlisis 7 casos, 33 controles y 1 paciente de la cohorte exploratoria fueron
excluidos por baja calidad de las muestras tumorales para la determinacién de mutaciones
somaticas, evidenciada a lo largo del procesamiento, o bien por perdida de seguimiento
clinico, resultando una muestra final de 73 pacientes con mutaciones gBRCA2, 14 gBRCA1 y

127 controles (Figura 11).

COHORTE
EXPLORATORIA CASOS CONTROLES

gBRCA1 gBRCA2 IE No Portadores
(n=15) (n=80) (n=160)
Emparejados por: Excltidos®
+  Gleason <8 vs 28 (n=33)
« Estadio al diagnéstico (M1 vs
Excluidos* Mo)
(n=7) +  Valor PSA al diagnéstico
Excluidos* | +  Tratamiento Local (RP vs RT)
(n=1) Excluidos*
- Baja calidad de las
gBRCA1 gBRCA2 No Portadores Lﬂ;:ﬁf:ag;zfles para
(n=14) (n=73) (n=127) sométicas.
Falta de seguimiento
clinico.

gBRCA1, mutacién germinal BRCAT, gBRCA2, mutacién germinal BRCAT; PSA, Antigeno Prostético Especifico; RP, Prostatectomia
Radical; RT, Radioterapia.

Figura 11. Diagrama de flujo de seleccidn de pacientes incluidos en el analisis final.
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5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES

En el momento del diagndstico, los portadores de mutaciones gBRCA2 eran mas jovenes que
los no portadores, con una mediana de edad al diagnéstico de 62,6 afios, (43,9-82,1) y 64,5,
(51,1-82,7,) p=0,027 respectivamente. Tanto los pacientes con mutaciones gBRCA2 como los
portadores de alteraciones gBRCA1 tenian con mas frecuencia un estadio tumoral mas
avanzado T3 / T4 frente a T1 / T2 que los no portadores, sin encontrarse otras diferencias
significativas en cuanto a mediana de PSA al diagndstico, afectacidn ganglionar, enfermedad

metastasica de inicio, grado de Gleason >8 o tratamiento local realizado sobre el tumor

primario. (Tabla 4).

No Portadores Portadores ValorP  Portadores Valor P
N (%) gBRCA2 NP VS gBRCA1 NP vs
N (%) B2 N (%) B1
N2 de pacientes 127 73 14
Mediana Edad al | 64,5 62,6 67,6
diagndstico, afos (rango) | (51,1-82,7) (43,9-82,1) 0,027* (48,7-85,9) 0,164
Mediana PSA al | 12,9 9,0 10,1
diagnéstico, ng/ml | (1,5-578,0) (0-3380) 0,077 (4,0-189,0) 0,634
(rango)
Estadio Local
T1/T2 115 (90,6) 50 (68,5) 8(57,1)
T3/ T4 12 (9,4) 23 (31,5) 0,000* 6(42,9) 0,003*
N1 al diagnéstico 5(3,9) 8 (11) 0,073 2 (14,3) 0,144
M1 al diagnéstico 28 (22) 21 (28,8) 0,287 4 (28,6) 0,522
Grado de Gleason
6-7 55 (43,3) 31(42,5) 7 (50)
8-10 72 (56,7) 42 (57,5) 0,908 7 (50) 0,632
Tratamiento local
Sin tratamiento tumor | 25 (19,7) 22 (30,1) 4 (28,6)
primario
Prostatectomia 84 (66,1) 37 (50,7) 8(57,1)
Radioterapia 18 (14,2) 11 (15,1) 2 (14,3)
Desconocido 0 (0) 3(4,1) 0,137 0(0) 0,726

Tabla 4. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio.

NP; no portadores, B2; portadores gBRCA2, B1; portadores gBRCAL.
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5.3 REPRESENTACION MUTACIONES GERMINALES EN BRCA2 Y BRCA1

Type of mutation
® Frameshift
0 i Be B e — | L] @ e
Missense
54 90 1003 1089 15217371203 1422 1si6 1620 1602 1760 1907 1973 2usa 27 2891 M; osis san  ues 2iGe  ZNGRUIWIGEOI doms7 a3 aeia @ Nonsense
Del_exon
vus

Figura 12. Representacion de las mutaciones germinales BRCA2 identificadas en el estudio en funcién del tipo
de mutacion y su localizacidn.

® . . Y o Type of mutation
® Frameshift

@ In-Frame
» —_— . i
@ Nonsense

Del
23 64 157 267 345 393 508 673 732 12081253 1392436 1571 1644 17231767 1863 fron

Transmembrane region
Coiled-coil motif
Low complexity region
B Zinc finger, C3HC4 type (RING finger)
Serine-rich domain associated with BRCT
B BRCAL C Terminus (BRCT) domain

Figura 13. Representacion de las mutaciones germinales BRCA1 identificadas en el estudio en funcién del tipo
de mutacidn y su localizacién.

5.4 CARACTERIZACION MOLECULAR

Los portadores de mutaciones gBRCA2 presentaron mas CNA que los no portadores en todos
los genes analizados, con mayor frecuencia de pérdida sBRCA2 (43,8%), pérdida de RB1
(54,8%) y amplificacion de MYC (47,9%) que los controles, presentando estos una pérdida
SBRCA2 en el 11,8%, p<0,001, pérdida de RB1 en el (21,3%), p<0,001 y amplificacion de MYC
en el (9,4%), p<0,001. Asi mismo observamos una alta frecuencia de co-delecion sBRCA2 y RB1
en comparacidon con pérdidas Unicas (indice de correlacion de Pearson 0,96; p=0,001),
describiéndose una frecuencia de co-deleciones en el grupo de casos del 43,8% frente al 11,8%

en los controles, p<0,001.

No se apreciaron diferencias significativas al analizar la frecuencia de la pérdida de PTEN
(34,2% en los casos y 26,8% en controles, p=0,213) o el reordenamiento de TMPRSS-ERG

(41,1% en los casos y 15% en controles, p=0,328).

Los portadores de mutaciones gBRCA1 presentaron mas CNA que los no portadores en todos
los genes analizados, pero la diferencia fue significativa solo para la pérdida sBRCA2,
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presentando los portadores de mutaciones gBRCA1 un 35,7% de alteraciones respecto a un

11,8% en los controles (p=0,030), (Tabla 5).

No Portadores Portadores
Portadores gBRCA2 gBRCA1
N (%) N (%) N (%)
N¢ de pacientes 127 73 14
Pérdida sBRCA2 15 (11,8) 32 (43,8) 0,000* | 5(35,7) 0,030*
Pérdida sRB1 27 (21,3) 40 (54,8) 0,000* | 5(35,7) 0,309
BRCA2-RB1
Co-delecion
Solo pérdida BRCA2 | 0(0) 0(0) 1(7,1)
Solo pérdida RB1 12 (9,4) 8 (11,0) 1(7,1)
BRCA2-RB1 Co- | 15 (11,8) 32(43,8) 0,000* | 4 (28,6) 0,081
delecién
Amplificacion MYC | 12 (9,4) 35 (47,9) 2 (14,3)
Ganancia MYC 12 (9,4) 4 (5,5) 1(7,1)
Sin resultados 0(0) 2(2,7) 0,000* 0(0) 0,827
Pérdida PTEN 34 (26,8) 25 (34,2) 7 (50)
Sin resultados 0(0) 2(2,7) 0,213 0(0) 0,116
Reordenamiento
TMPRSS-ERG 19 (15,0) 30 (41,1) 7 (50)
Sin resultados 93 (73,2) 28 (38,4) 0,328 4 (28,6) 0,489

Tabla 5. Caracterizacion molecular de los pacientes incluidos en el estudio.

NP; no portadores, B2; portadores gBRCA2, B1; portadores gBRCA1.
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Tabla 6. Clasificacién molecular realizada por FISH de pacientes
portadores de mutaciones germinales en BRCA2 (arriba), no
portadores de mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2
(izquierda) y portadores de mutaciones germinales en BRCA1
(abajo).

Normal
SBRCA2
Pérdida RB1

Ganancia MYC
pérdida PTEN

Sin resultado:

Reordenamiento TMPRSS-ERG.
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RB1 assay
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Figura 14. A) Imagen FISH de la pérdida sBRCA2, flecha izquierda pérdida homocigota, flecha derecha pérdida
heterocigota. B) Imagen FISH de la pérdida sRB1, flecha izquierda pérdida heterocigota, flecha derecha pérdida
homocigota.
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5.5 VALIDACION PRONOSTICA DE MUTACIONES GERMINALES BRCA2

Tras una mediana de seguimiento de 13,4 afios con un IC 95% (11,0-15,9) en los 214 pacientes
elegibles para andlisis de SCE y SLRC, se observaron 86 muertes cancer especificas y 87
progresiones a enfermedad resistente a la castracion!??®., En el caso de los pacientes no
metastasicos al diagndstico, N=161 (75,2% del total) tras una mediana de seguimiento de 16,3
afios, se observaron 48 individuos con progresion metastdsica (29,8% de los pacientes no

metastdsicos al diagndstico).

5.5.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Entre los 127 pacientes no portadores analizados se observaron 45 eventos para SCE, 35
eventos entre los 73 portadores gBRCA2 y 7 eventos entre los 14 portadores gBRCA1.

La mediana de SCE desde el diagndstico de CaPr se redujo de 17,6 afos, IC 95% (11,0-24,2) en
pacientes no portadores, a 9,1 afios, IC 95% (7,9-10,4) en pacientes con mutaciones gBRCA2,
evidenciandose una diferencia estadisticamente significativa, p=0,002; HR, 2,10; IC 95% (1,33-

3,33).

La SCE en pacientes portadores de gBRCA1 fue de 13,5 afios, IC 95% (3,7-23,2), sin apreciarse
diferencias estadisticamente significativas respecto a la de los no portadores, p=0,136; HR,

1,84; IC 95% (0,83-4,10), (Figura 15).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 15. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes portadores
de mutacion gBRCA2, gBRCA1 y no portadores.

5.5.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Se observaron 46 eventos para SLRC entre los 127 pacientes no portadores, 35 eventos entre
los 73 portadores gBRCA2 y 6 eventos entre los portadores gBRCA1. La mediana de SLRC
desde el diagndstico de CaPr en pacientes con mutaciones gBRCA2 fue de 8,8 afios, IC 95%
(4,4-15,5) sin alcanzarse la mediana de SLRC en pacientes no portadores, observandose una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, p=0,005; HR, 1,91; IC95% (1,22-
3,00).

La SLRC en pacientes portadores gBRCA1 fue de 9,0 afios, IC 95% (4,1-no alcanzado, NA), sin
apreciarse diferencias estadisticamente significativas respecto a la de los no portadores,

p=0,224; HR, 1,71; IC 95% (0,72-4,03), (Figura 16).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion
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Figura 16. Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion en pacientes portadores de mutacién gBRCA2,
gBRCA1 y no portadores.

5.5.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se analizaron 161 pacientes (excluyéndose 53 pacientes metastasicos al diagndstico),
observandose 22 eventos entre los 99 no portadores, 23 eventos entre los 52 portadores
gBRCA2 restantes y 3 eventos entre los 10 portadores gBRCA1. Se analizd la mediana de SLPM
desde el diagndstico de CaPr en pacientes con mutaciones gBRCA2 siendo de 8,8 afios, IC 95%
(8,4-13,5) sin alcanzarse la mediana de SLPM en pacientes no portadores, aprecidandose una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, p<0,001; HR, 4,16; IC 95% (2,23-
7,75).

La SLPM en pacientes portadores gBRCA1 fue de 9,5 afios, IC 95% (4,3-NA), sin apreciarse
diferencias significativas respecto a la de los no portadores, p=0,279; HR, 1,96; IC 95% (0,58-
6,59), (Figura 17).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia libre Progresion Metastasica
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Figura 17. Supervivencia libre de Progresidon Metastasica en pacientes portadores de mutacion gBRCA2,
gBRCA1 y no portadores.

5.6 VALIDACION PRONOSTICA DE ALTERACIONES SOMATICAS

5.6.1 RB1

En el estudio realizado mediante FISH en nuestra serie, se obtuvieron resultados del estatus
de RBI1, en la regidon cromosdémica 13g14 en todos los pacientes analizados con bloque

tumoral de parafina disponible (N=214).

Entre los hallazgos observados podemos describir una pérdida bialélica de RB1 en 18 sujetos,
una pérdida monoalélica de RB1 en 54 pacientes, sin observar alteraciones de RB1 en los 142
pacientes restantes, al analizar en profundidad los pacientes con pérdida bialélica de RB1 se
evidenciaron 13 pacientes (72,2%) que pertenecian al grupo de pacientes con mutaciones
gBRCA2, entre los individuos con pérdida monoalélica 25 pacientes (44,6%) eran portadores

de mutaciones gBRCA2.
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5.6.1.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Se observaron 50 eventos para SCE entre los 142 pacientes sin alteraciones a nivel de RB1, 7
eventos entre los 18 pacientes con pérdida bialélica y 29 eventos entre los 54 pacientes con

pérdida monoalélica de RB1.

La mediana de SCE desde el diagnéstico de CaPr en pacientes con pérdida bialélica de RB1 fue
de 11,3 afios, IC 95% (3,8-18,8), en pacientes con pérdida monoalélica de RB1 de 9,9 afios, IC
95% (9,1-10,8) y en no portadores de alteraciones a nivel de RB1 de 16,3 afios, IC 95% (12,4-
20,3), sin apreciarse diferencias estadisticamente significativas a nivel comparativo entre los
pacientes con pérdida monoalélica y los pacientes con pérdidas bialélica, p=0,117; HR, 1,89;
IC 95% (0,85-4,19). No obstante, se evidenciaron diferencias para SCE entre los pacientes con
pérdida bialélica de RB1 y los no portadores de mutaciones en RB1, p<0,001; HR, 3,24; IC 95%
(1,86-5,66) y entre los pacientes con pérdida monoalélica de RB1 y los no portadores de dicha

alteracién, p=0,001; HR, 2,25; IC 95% (1,37-3,70), (Figura 18).

Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 18. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con pérdida RB1.
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En términos generales, se observaron 36 eventos entre los 72 pacientes con alteraciones a

nivel de RB1 y 50 eventos entre los individuos sin alteraciones en RB1.

La SCE de los pacientes con RB1 integro fue de 16,9 afios, IC 95% (12,0-21,8),
significativamente mejor que la de los pacientes portadores de pérdida de RB1, siendo en

estos 9,9 aiios, IC 95% (7,7-12,2), p=0,004; HR, 1,89; IC 95% (1,23-2,90).

5.6.1.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Respecto a la SLRC, se evidenciaron 51 eventos entre los 142 pacientes sin alteraciones a nivel
de RB1, 7 eventos entre los 18 pacientes con pérdida bialélica y 29 eventos entre los 54

pacientes con pérdida monoalélica.

La mediana de SLRC desde el diagndstico de CaPr en pacientes con pérdida bialélica de RB1
fue de 8,7 afios, IC 95% (NA-18,9), en pacientes con pérdida monoalélica de RB1 de 9 afios, IC
95% (5,5-12,5) y en no portadores de alteraciones a nivel de RB1 de 15,5 afios, IC 95% (13-
NA). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para SLRC entre los pacientes
con pérdida bialélica de RB1 y los no portadores de mutaciones en RB1, p<0,001; HR, 3,41; IC
95% (1,97-5,90) y entre los pacientes con pérdida monoalélica de RB1 y los no portadores de

dicha alteracién, p=0,011; HR, 1,92; IC 95% (1,16-3,18).

5.6.1.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se analizaron 161 pacientes no metastdsicos de inicio, observandose 24 eventos entre los 110
no portadores de alteraciones en RB1, 21 eventos entre los 42 portadores de pérdidas

monoalélicas y 3 eventos entre los 9 portadores de pérdidas bialélicas de RB1.

No se alcanzoé la mediana de SLPM desde el diagndstico para pérdida bialélica de RB1, en
pacientes con pérdida monoalélica de RB1 fue 9,5 afios, IC 95% (8,1-13,5) y en pacientes sin
pérdida de RB1 tampoco se alcanzd la mediana para SLPM. Se identificaron diferencias
estadisticamente significativas para SLPM entre los pacientes con pérdida bialélica de RB1 y

los no portadores de mutaciones en RB1, p<0,001; HR, 6,28; IC 95% (2,87-13,73) y entre los
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pacientes con pérdida monoalélica de RB1 y los no portadores de dicha alteracién, p<0,001;

HR, 5,79 IC 95% (2,91-11,55).

5.6.2 BRCA2

Se llevd a cabo un andlisis de alteraciones a nivel somatico en BRCA2, en la regién
cromosémica 13q13, mediante FISH a partir de las muestras parafinadas de los 214 pacientes
descritos anteriormente. En 162 pacientes no se describieron alteraciones sBRCA2 mediante
FISH, evidenciandose una pérdida sBRCA2 en 52 sujetos, 35 pérdidas bialélicas y 17
monoalélicas, 32 de los 52 pacientes en los que se identificé una pérdida sBRCA2 presentaban

mutaciones gBRCA2, 4 pérdidas bialélicas y 28 monoalélicas.

Considerando las mutaciones germinales que afectan a uno de los dos alelos de BRCA2 en el
conjunto del tamafio muestral, se observé una pérdida bialélica de BRCA2 en 35 sujetos, una
pérdida monoalélica de BRCA2 en 58 pacientes, sin observar alteraciones en BRCA2 en los 121

pacientes restantes.

5.6.2.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Se analizaron 38 eventos para SCE entre los 121 pacientes sin alteraciones a nivel de BRCA2,
20 eventos entre los 35 pacientes con pérdida bialélica y 28 eventos entre los 58 pacientes

con pérdida monoalélica de BRCA2.

La mediana de SCE desde el diagndstico de CaPr en pacientes con pérdida bialélica de BRCA2
fue de 6,3 afos, IC 95% (1,7-10,9), en pacientes con pérdida monoalélica de BRCA2 de 11,3
afios, IC 95% (7,9-14,7), sin alcanzarse la mediana de SCE para los no portadores de
alteraciones. No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas a nivel comparativo
entre los pacientes con pérdida monoalélica y los pacientes con pérdidas bialélica, p=0,189;
HR, 1,48; IC 95% (0,83-2,65). Sin embargo, se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas para SCE entre los pacientes con pérdida bialélica de BRCA2 y los no portadores
de mutaciones en BRCA2, p<0,001; HR, 2,71; IC 95% (1,86-4,60) y entre los pacientes con
pérdida monoalélica de BRCA2 y los no portadores de dicha alteracion, p=0,006; HR, 2,48; IC
95% (1,29-4,76).
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En el analisis exclusivamente somatico mediante FISH de BRCA2, se observaron 31 eventos
entre los 52 pacientes con alteraciones a nivel SBRCA2 y 55 eventos entre los 162 individuos
sin alteraciones sBRCA2. La SCE de los pacientes con pérdida sBRCAZ2 fue de 9,0 afios, IC 95%
(5,2-12,9), significativamente mas corta que la de los pacientes sin pérdida sBRCA2, siendo en

estos 16,9 afios, IC 95% (12,5-21,3), p<0,001; HR, 2,62; IC 95% (1,67-4,10), (Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con pérdida sBRCA2.

5.6.2.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

En relacion a la SLRC, se evidenciaron 40 eventos entre los 121 pacientes sin alteraciones a
nivel de BRCA2, 26 eventos entre los 58 pacientes con pérdida monoalélica y 21 eventos entre

los 35 pacientes con pérdida bialélica de BRCA2.

La mediana de SLRC desde el diagndstico de CaPr en pacientes con pérdida bialélica de BRCA2
fue de 4,38 afios, IC 95% (1,3-7,4), en pacientes con pérdida monoalélica de BRCA2 de 9 afios,
IC 95% (8,5-9,4), sin alcanzarse la mediana de SLRC para los no portadores de alteraciones. Se

encontraron diferencias estadisticamente significativas para SLRC entre los pacientes con
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pérdida bialélica de BRCA2 y los no portadores de mutaciones en BRCA2, p<0,001; HR, 2,99;
IC95% (1,79-5,02) y entre los pacientes con pérdida monoalélica de BRCA2 y los no portadores
de dicha alteracion, p=0,015; HR, 2,33; IC 95% (1,18-4,60).

En el analisis somatico mediante FISH de BRCA2, se observaron 31 eventos entre los 52
pacientes con alteraciones a nivel sBRCA2 y 56 eventos entre los 162 individuos sin
alteraciones sBRCA2. La SLRC de los pacientes con perdida sBRCA2 fue de 5,0 aios, IC 95%
(2,1-7,9), significativamente inferior que la de los pacientes sin pérdida sBRCA2, quienes no

alcanzaron la mediana de SLRC, p<0,001; HR, 2,74; IC 95% (1,74-4,31).

5.6.2.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Entre los 161 pacientes no metastdsicos de inicio, se observaron 16 eventos entre los 95 no
portadores de alteraciones en BRCA2, 20 eventos entre los 44 portadores de pérdidas

monoalélicas y 11 eventos entre los 22 portadores de pérdidas bialélicas de BRCA2.

No se alcanzé la mediana de SLPM desde el diagndstico para pacientes sin alteraciones
somaticas de BRCA2, en pacientes con pérdida monoalélica de BRCA2 fue 8,8 aios, IC 95%
(7,4-10,2) y en pacientes con pérdida bialélica de BRCAZ2 fue 8,8 afios, IC 95% (7,8-9,8). La
SLPM fue significativamente inferior en los pacientes con pérdida bialélica de BRCA2 respecto
a los no portadores de alteraciones a dicho nivel, p<0,001; HR, 3,82; IC 95% (1,89-7,73) y entre
los pacientes con pérdida monoalélica de BRCA2 y los no portadores de dicha alteracion,

p<0,001; HR, 4,53; IC 95% (1,95-10,50).

En el analisis mediante FISH exclusivamente somatico de BRCA2, se observaron 18 eventos
entre los 34 pacientes con alteraciones a nivel sSBRCA2 y 29 eventos entre los 127 individuos
sin alteraciones sBRCA2. La SLPM de los pacientes con pérdida sBRCAZ2 fue de 8,8 afios, IC 95%
(7,5-10,2), significativamente mas corta que la de los pacientes sin pérdida sBRCA2, quienes

no alcanzaron la mediana para SLPM, p<0,001; HR, 4,06; IC 95% (2,23-7,41).
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5.6.3 AMPLIFICACION MYC

Se procedié a realizar la determinacidon de MYC mediante FISH, en la regidon cromosémica
8924, sobre las 214 muestras tumorales parafinadas disponibles, obteniéndose resultados en
212 de ellas, con 49 pacientes en los que se describiéo amplificacion de MYC, 17 pacientes

ganancia de MYCy 146 individuos sin alteraciones a dicho nivel.

5.6.3.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Se observaron 41 eventos para SCE entre los 146 pacientes sin alteraciones a nivel de MYC, 34
eventos entre los 49 pacientes con amplificaciéon de MYCy 11 eventos entre los 17 pacientes

con ganancia de MYC.

La mediana de SCE en pacientes con amplificacién de MYC fue de 6 afios, IC 95% (4,1-7,9), en
pacientes con ganancia de MYC de 12,5 afios, IC 95% (2,1-23,0) y en pacientes sin dichas
alteraciones de 17,6 afios, IC 95% (NA-NA). Describiéndose diferencias estadisticamente
significativas, con una SCE mas corta en los pacientes con amplificacion de MYC respecto a los
pacientes sin alteraciones, p<0,001; HR, 5,25; IC 95%, (3,25-8,50), (Figura 20) y entre los
pacientes con ganancia de MYCy los no portadores de dichas alteraciones, p<0,001; HR, 2,56;

IC 95% (1,31-5,00).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 20. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con amplificacion de MYC.
5.6.3.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Se describid la SLRC, evidencidndose 43 eventos entre los 146 pacientes sin alteraciones a
nivel de MYC, 32 eventos entre los 49 pacientes con amplificacién de MYCy 12 eventos entre

los 17 pacientes con ganancia de MYC.

La mediana de SLRC en individuos con amplificacién de MYC fue de 2,8 afios, IC 95% (0,9-4,8),
en pacientes con ganancia de MYC fue de 10,7 afios, IC 95% (NA-22,3), sin alcanzarse la
mediana para SLRC en pacientes sin dichas alteraciones. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, con una SLRC mas corta en los pacientes con amplificacion de
MYC respecto a los pacientes sin alteraciones, p<0,001; HR, 4,78; IC 95% (2,95-7,76) y entre
los pacientes con ganancia de MYC y los no portadores de dichas alteraciones, p=0,002; HR,

2,79; IC 95% (1,47-5,30).

5.6.3.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

En relacién a la SLPM, se observaron 27 eventos entre los 121 no portadores de alteraciones
en MYC, 15 eventos entre los 27 individuos con amplificacion en MYCy 6 eventos entre los 11
pacientes con ganancia de MYC.
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No se alcanzo la mediana de SLPM para pacientes sin alteraciones en MYC, en individuos con
amplificaciéon de MYC fue de 8,8 anos, IC 95% (6,1-11,6), en pacientes con ganancia de MYC
fue de 10,7 afios, IC 95% (9,0-12,4). La SLPM fue significativamente inferior en los pacientes
con amplificacion de MYC respecto a los no portadores de alteraciones a dicho nivel, p<0,001;
HR, 4,83; 1IC 95% (2,51-9,31) y entre los pacientes con ganancia de MYCy los no portadores de
dicha alteracién, p=0,040; HR, 2,53; IC 95% (1,04-6,14).

5.6.4 PTEN

Se llevd a cabo el andlisis de PTEN mediante FISH, en la regién cromosdémica 10923, sobre las
214 muestras tumorales parafinadas disponibles, obteniéndose resultados en 212 de ellas,

encontrando 66 tumores con pérdida de PTEN y 146 muestras sin alteraciones.

5.6.4.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Se observaron 53 eventos para SCE entre los 146 pacientes sin alteraciones en PTEN y 33

eventos entre los 66 individuos con pérdida de PTEN.

La mediana de SCE en pacientes con pérdida de PTEN fue de 11,3 afos, IC 95% (8,2-14,4) y en
pacientes sin dichas alteraciones de 16,3 anos, IC 95% (12,9-19,8). No se evidencid una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, p=0,120; HR, 1,41; IC 95% (0,91-
2,18), (Figura 21).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica

Pérdida de PTEN
90
— Sin pérdida de PTEN
80
70 Log-rank test p=0,120
60
50

40 —

TR

30

20

Supervivencia Cancer Especifica (%)

Figura 21. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con pérdida de PTEN.

5.6.4.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Respecto a la SLRC, se observaron 54 eventos para SCE entre los 146 pacientes sin alteraciones

en PTEN y 33 eventos entre los 66 individuos con pérdida de PTEN.

La mediana de SLRC en pacientes con pérdida de PTEN fue de 10,7 afios, IC 95% (6,0-15,4) y
en pacientes sin dichas alteraciones de 15 afios, IC 95% (NA-NA). No se evidencié una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, p=0,085; HR, 1,46; IC 95% (0,95-
2,26).

5.6.4.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Al analizar la SLPM, se observaron 28 eventos entre los 109 no portadores de alteraciones en

PTEN y 20 eventos entre los 50 individuos con pérdida de PTEN.
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La mediana de SLPM en pacientes con pérdida de PTEN fue de 12,6 afios, IC 95% (10,2-15,0)
sin alcanzarse la mediana en pacientes sin dichas alteraciones. No se evidencié una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos, p=0,052; HR, 1,77; IC 95% (0,99-3,15).

5.6.5 REORDENAMIENTO TMPRSS-ERG

Se llevd a cabo la determinacion del reordenamiento TMPRSS-ERG mediante FISH, en la region
cromosdmica 21q22, sobre las 214 muestras tumorales parafinadas disponibles,
obteniéndose resultados en 89 de ellas, encontrando 56 pacientes con reordenamiento

TMPRSS-ERG y 33 sin alteraciones a dicho nivel.

5.6.5.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Se observaron 19 eventos para SCE entre los 56 pacientes con reordenamiento TMPRSS-ERG

y 10 eventos entre los 33 individuos sin reordenamiento TMPRSS-ERG.

La mediana de SCE en pacientes sin reordenamiento TMPRSS-ERG fue de 16,9 aiios, IC 95%
(14,4-19,4) sin alcanzarse la mediana en pacientes con reordenamiento TMPRSS-ERG. No se
evidencio una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, p=0,508; HR,

1,30; IC 95% (0,60-2,81), (Figura 22).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 22. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con reordenamiento TMPRSS-ERG.

5.6.5.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Se observaron 17 eventos para SLRC entre los 56 pacientes con reordenamiento TMPRSS-ERG

y 11 eventos entre los 33 individuos sin reordenamiento TMPRSS-ERG.

La mediana de SLRC en pacientes sin reordenamiento TMPRSS-ERG fue de 15 afios, IC 95%
(11,8-18,3) sin alcanzarse la mediana en pacientes con reordenamiento TMPRSS-ERG. No se
evidencio una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, p=0,786; HR,

0,90; IC 95% (0,42-1,92).

5.6.5.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se observaron 19 eventos para SLPM entre los 52 pacientes con reordenamiento TMPRSS-ERG

y 8 eventos entre los 29 individuos sin reordenamiento TMPRSS-ERG.

La mediana de SLPM en pacientes sin reordenamiento TMPRSS-ERG fue de 16,3 afios, IC 95%
(14,0-18,7) y en individuos con reordenamiento TMPRSS-ERG fue de 13,5 afos, IC 95% (NA-
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NA). No se evidencié una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos,

p=0,392; HR, 1,44; IC 95% (0,63-3,28).

5.7 CORRELACION Y CONCORDANCIA

Dada la mayor frecuencia de pérdida somatica de BRCA2y de RB1 en los pacientes con
alteraciones deletéreas en BRCA2 a nivel de la linea germinal, y que ambos son genes en
regiones préximas del brazo corto del cromosoma 13 (13g), hemos estudiado la correlacién y
concordancia de ambos eventos. Ademas, mediante la determinacidn del estado de la regién
subtelomérica 13934 hemos estudiado la correlacién de todos ellos con la pérdida completa

del 13q, ya que esta ya ha sido sugerida como un factor prondstico en el CaPr(?24.225],

T, -
~ 3 )
< Q 3 3
|8 < - 3
< (@) (<) (2]
Q 3 [~ 3
[s)) %;, [ -~
0% 44% 54% 37%
gBRCA2 p=0,003 | p<0,001 | p<0,001 p=0,089
k=0,32 k=0,32 k=0,14
0% 36% 36% 13%
gBRCA1 p=0,003 p=0,332 | p=1,000 p=0,424
k=-0,12 k=0,01 k=-0,11
61% 96% 32%
SBRCA2del p<0,001 | p=0,332 p<0,001 p=0,990
k=0,32 k=0,06 k=0,74
55% 7% 70%
sRB1del p<0,001 | p=1,000 | p<0,001
k=0,32 k=0,01 k=0,74
84% 4% 64%
13qg34del p<0,001 | p=0,424 | p=0,990
k=0,43 k=-0,11 | k<-0,01

del delecién

% indice de correlacién

p valor p de esa correlacion
Kappa indice de concordancia

Tabla 7. Correlacion y Concordancia entre alteraciones en BRCA2, BRCA1, RB1y 13q.
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Como muestra la Tabla 7 existen concordancias moderadas de la mutacién germinal
de BRCA2, la delecién somatica de BRCA2 y RB1. De tal modo, en nuestra serie si un paciente
tiene una mutacion germinal de BRCA2, en el 44% de las ocasiones va a tener una pérdida
somatica del otro alelo de BRCA2 (Kappa=0,32, p<0,001) y un 54% de las ocasiones van a tener
una perdida de RBI (Kappa=0,32, p<0,001). Aun mas destacable en nuestra serie es la
observacion de que el 96% de los casos donde se detecta una pérdida somatica de BRCA2 se
acompafia de pérdida de RB1 (p<0,001), mientras que la asociacidon es algo menor en el
sentido contrario, pues un 70% de los tumores con pérdida somatica de RB1 se acompanan
de delecion somatica de BRCAZ2, de hecho, la pérdida o integridad de ambas presenta una alta
concordancia (Kappa=0,74). La altisima concordancia e indice de correlacidon entre ambas
variables sugiere una alta probabilidad de co-linealidad, supuesto que si bien no verificamos
por el método de inflacién de la varianza (FIV) y los supuestos establecidos por Kleinbaum
(FIV<10; r~2>0,9; Tolerancia <0,1) si se deducia del autovalor préximo a 0 del andlisis de los
componentes principales de las variables BRCA2 y RB1. Para evitar este problema mas
adelante se disend una variable conjunta que representara los valores individual y conjunto
de ambas (BRCA2-RB1). Por Uultimo, observamos concordancias moderadas, pero no

significativas entre la pérdida de la region 13q34 y la delecién de BRCA2 y RB1

5.7.1 CO-DELECION BRCA2-RB1

Se llevd a cabo el andlisis conjunto de los resultados obtenidos mediante FISH, para las
alteraciones tanto a nivel SBRCA2 como a nivel de RB1, obteniéndose resultados valorables en

214 pacientes.

5.7.1.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Se analizaron 48 eventos para SCE entre los 140 pacientes sin co-delecién BRCA2-RB1 o
pérdida individualizada de RB1 o BRCA2, 1 evento entre los 2 individuos que solo presentaron
pérdida sBRCA2, 7 eventos entre los 21 pacientes que solo tenian alteracion a nivel de RB1 y

30 eventos entre los 51 pacientes con co-delecion BRCA2-RB1.
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La mediana de SCE en pacientes con co-delecién BRCA2-RB1 fue de 8 afios, IC 95% (4,8-10,1)
y en pacientes sin co-delecion BRCA2-RB1 de 16,9 afios, IC 95% (12,6-NA), identificandose una
diferencia estadisticamente significativa p<0,001; HR, 3,24; IC 95% (1,86-5,65), (Figura 23).

Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 23. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con co-delecion BRCA2-RB1.

5.7.1.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Se observaron 50 eventos para SLRC entre los 140 pacientes sin co-delecion BRCA2-RB1 o
pérdida individualizada de RB1 o BRCA2, ningun evento entre los 2 individuos que solo
presentaron pérdida sBRCA2, 6 eventos entre los 21 pacientes que solo tenian alteracién a

nivel de RB1 y 31 eventos entre los 51 pacientes con co-delecién BRCA2-RB1.

La mediana de SLRC en pacientes con co-delecion BRCA2-RB1 fue de 5 afios, IC 95% (2,1-9,3)
y en pacientes sin co-delecion BRCA2-RB1 o pérdida individualizada de RB1 o BRCA2 fue de
15,5 afos, IC 95% (13-NA), identificdndose una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos, p<0,001; HR, 2,74; IC 95% (1,64-4,59).
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5.7.1.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Observamos 22 eventos para SLPM entre los 107 pacientes sin co-delecion BRCA2-RB1 o
pérdida individualizada de RB1 0 BRCA2, 1 evento entre los 2 individuos que solo presentaron
pérdida sBRCA2, 7 eventos entre los 19 pacientes que solo tenian alteracién a nivel de RB1y

17 eventos entre los 31 pacientes con co-delecion BRCA2-RB1.

La mediana de SLPM en pacientes con co-delecion BRCA2-RB1 fue de 9,3 anos, IC 95% (4,7-
10,7), sin alcanzarse la mediana de SLPM en pacientes sin co-delecion BRCA2-RB1 o pérdida
individualizada de RB1 o BRCAZ2 e identificandose una diferencia estadisticamente significativa

entre ambos grupos, p<0,001; HR, 5,53; IC 95% (2,66-11,52).
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5.8 MODELOS PRONOSTICOS INTEGRANDO MUTACIONES SOMATICAS Y
GERMINALES EN PACIENTES CON Y SIN MUTACIONES EN BRCA

Se realiz6 un modelo multivariable, que introdujo todas las variables significativas
identificadas en el analisis univariable, asi como las variables de emparejamiento de este

estudio de casos y controles.

5.8.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

El modelo multivariable para SCE identificé las mutaciones gBRCA2, p=0,006; HR, 3,79; IC 95%
(1,46-9,87), la co-delecién somatica BRCA2-RB1, p=0,003; HR, 4,18; IC 95% (1,62-10,81) y la
amplificacion de MYC, p=0,024; HR, 2,38; IC 95% (1,12-5,07), como factores moleculares de
prondstico independientes. La puntuacion de Gleason 28 respecto a la <7, p=0,002; HR, 3,85;
IC 95% (1,64-9,04) y el estadio metastasico en el momento del diagndstico, p<0,001; HR, 15,1;

IC 95% (5,49-41,52), también se asociaron de forma independiente con un SCE mas corta, (

Tabla 8).
IC-95%

SCE p HR Inferior Superior
gBRCA1 vs No 0,669 1,32 0,37 4,69
gBRCA2 vs No 0,006* 3,79 1,46 9,87
sRB1del vs No 0,946 0,95 0,20 4,41
SBRCA2-RB1 co-del vs No 0,003* 4,18 1,62 10,81
Amplificaciéon MYC vs No 0,024* 2,38 1,12 5,07
Ganancia MYC vs No 0,371 1,63 0,56 4,80
Gleason 28 vs <7 0,002* 3,85 1,64 9,04
PSA >Mediana vs <Mediana 0,717 1,15 0,54 2,44
T3/T4 vs T1/T2 0,676 0,85 0,41 1,79
N1 vs NO 0,566 1,34 0,49 3,67
M1 vs MO <0,001* 15,10 5,49 41,52
>65 vs <65 afos 0,382 1,02 0,98 1,06

Tabla 8. Modelo prondstico multivariable para Supervivencia Cancer Especifica.
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5.8.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

El modelo multivariable para SLRC identificé las mutaciones gBRCA2, p=0,010; HR, 3,57; IC
95% (1,35-9,44),la co-delecién somatica de BRCA2-RB1, p=0,034; HR, 2,75; IC 95% (1,08-6,98)
y la amplificacion de MYC, p=0,050; HR, 2,47; IC 95% (1,00-6,07), como factores moleculares
de pronéstico independientes, La puntuacién de Gleason =8 respecto a la <7, p=0,006; HR,
3,09; IC 95% (1,39-6,86), el valor de PSA al diagndstico por encima de la mediana frente al
valor por debajo de la mediana, p=0,046; HR, 2,2; IC 95% (1,01-4,79) y el estadio metastasico
en el momento del diagndstico, p<0,001; HR, 14,3; IC 95% (5,28-38,74), también se asociaron

de forma independiente con un SLRC mas corta, (Tabla 9).

1C-95%

SLRC p HR Inferior Superior
gBRCA1 vs No 0,057 3,61 0,96 13,54
gBRCA2 vs No 0,010* 3,57 1,35 9,44
SRB1del vs No 0,728 0,76 0,16 3,59
SBRCA2-RB1 co-del vs No 0,034* 2,75 1,08 6,98
Amplificacion MYC vs No 0,050* 2,47 1,00 6,07
Ganancia MYC vs No 0,175 2,07 0,72 5,96
Gleason 28 vs <7 0,006* 3,09 1,39 6,86
PSA >Mediana vs <Mediana 0,046* 2,20 1,01 4,79
T3/T4vs T1/T2 0,505 0,77 0,36 1,66
N1 vs NO 0,494 0,67 0,21 2,12
M1 vs MO <0,001* 14,30 5,28 38,74
>65 vs <65 afios 0,525 0,99 0,95 1,03

Tabla 9. Modelo prondstico multivariable para Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion.

5.8.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

El modelo multivariable para SLPM identificd las mutaciones gBRCA2, p<0,001; HR, 6,79; IC
95% (2,37-19,51) y la co-deleciéon somdtica de BRCA2-RB1, p<0,001; HR, 6,7; IC 95% (2,43-
18,49) como factores moleculares de prondstico independientes. El estadio tumoral T3 / T4
frente T1 /T2, p=0,028; HR, 2,36; IC 95% (1,1-5,06) también se asocié de forma independiente

con una SLPM mas corta, (Tabla 10).
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1C-95%
SLPM p HR Inferior Superior
gBRCA1 vs No 0,958 1,04 0,28 3,86
gBRCA2 vs No <0,001* 6,79 2,37 19,51
SRB1del vs No 0,941 0,94 0,20 4,47
sBRCA2-RB1 co-del vs No <0,001* 6,70 2,43 18,49
Amplificacién MYC vs No 0,421 1,42 0,60 3,37
Ganancia MYC vs No 0,705 1,26 0,39 4,10
Gleason 28 vs <7 0,093 1,85 0,90 3,77
PSA >Mediana vs <Mediana 0,104 1,80 0,89 3,67
T3/T4vs T1/T2 0,028* 2,36 1,10 5,06
N1 vs NO 0,512 0,65 0,18 2,34
M1 vs MO No aplicable
>65 vs <65 afos 0,328 0,98 0,93 1,03

Tabla 10. Modelo prondstico multivariable para Supervivencia libre de Progresion Metastasica.

5.9 CO-DELECION BRCA2-RB1Y AMPLIFICACION MYC. ANALISIS POR
SUBGRUPOS.

Se llevd a cabo la elaboracidon de un modelo prondstico derivado del analisis multivariable, en
dicho modelo se incluyeron las mutaciones gBRCA2 y la co-delecién BRCA2-RB1, ya que como
se muestra en la seccion anterior dichas variables fueron prondsticas para SCE, SLRC y SLPM,
incluyendo también la amplificacién de MYC, prondstica para SCE y SLRC. Para simplificar la
representacion de los resultados y dado que uno de los objetivos secundarios de este estudio
era laidentificaciéon de factores moleculares que modificaran el prondstico de los tumores con
mutaciones germinales en BRCA2, elegimos ver el efecto de los otros dos factores prondsticos
independientes, tanto la co-delecién BRCA2-RB1 como la amplificacion de MYC, mediante un

analisis estratificado segln la existencia o no de mutaciones germinales deletéreas en BRCA2.

Tras una mediana de seguimiento de 9,1 afios, en los 73 pacientes con mutaciones gBRCA2
elegibles para andlisis de SCE y SLRC, se observaron 35 muertes cancer especificas y 35
progresiones de enfermedad resistente a la castracidn. En el caso de los pacientes portadores
de mutaciones gBRCA2 no metastasicos al diagndstico, N=52 (71,2% del total de portadores
gBRCA?2) tras una mediana de seguimiento de 8,8 afos, se observaron 23 individuos con
progresién metastasica (44,2%).
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En pacientes no portadores de mutaciones gBRCA2, tras una mediana de seguimiento de 16,3
anos, en los 141 pacientes analizados para SCE y SLRC, se observaron 52 muertes cancer
especificas y 52 progresiones de enfermedad resistente a la castracidn.

En el caso de los pacientes no portadores gBRCA2 no metastasicos al diagndstico, N=109
(67,7% del total de no portadores gBRCA2) tras una mediana de seguimiento de 16,8 afios, se

observaron 24 individuos con progresion metastdsica (22,0%).

5.9.1 gBRCA2 - CO-DELECION BRCA2-RB1

5.9.1.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Entre los 73 pacientes portadores gBRCAZ2 analizados se observaron 35 eventos para SCE, 17
eventos entre los 31 portadores de co-delecién BRCA2-RB1 y 18 eventos entre los 42 no

portadores de co-delecion BRCA2-RB1.

La mediana de SCE para portadores de mutaciones gBRCAZ2 sin co-delecién BRCA2-RB1 fue de
11,3 aios, IC 95% (7,2-15,4) y en pacientes gBRCA2 con co-delecion BRCA2-RB1 fue de 6,3
afios, IC 95% (2,3-10,6), evidenciandose una diferencia estadisticamente significativa,

p=0,041; HR, 1,75; IC 95% (1,32-3,57), (Figura 24).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 24. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con mutaciones gBRCA2 con y sin co-delecion BRCA2-
RB1.

5.9.1.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Entre los 73 pacientes portadores gBRCAZ2 analizados se observaron 35 eventos para SLRC, 18
eventos entre los 31 portadores de co-delecion BRCA2-RB1 y 17 eventos entre los 42 no

portadores de co-delecion BRCA2-RB1.

La mediana de SLRC desde el diagndstico para portadores de mutaciones gBRCA2 sin co-
delecién BRCA2-RB1 fue de 9 anos (8,7-NA) y en pacientes gBRCA2 con co-delecién BRCA2-
RB1 de 3,9 afios (1,7-11,3) observandose una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos, p=0,030; HR, 1,82; IC 95% (1,45-3,57), (Figura 25).
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Figura 25. Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion en pacientes con mutaciones gBRCA2 con y sin co-
deleciéon BRCA2-RB1.

5.9.1.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se analizaron 52 pacientes portadores gBRCA2, observandose 23 eventos entre los 52

portadores de mutaciones gBRCA2. 9 eventos entre los 18 portadores de co-delecién BRCA2-

RB1y 14 eventos entre los 34 no portadores de co-delecién BRCA2-RB1.

La mediana de SLPM desde el diagndstico para
delecion de BRCA2-RB1 fue de 8,8 afios (8,4-NA)
BRCAZ2-RB1 de 8,5 aiios (3,6-NA), sin apreciarse di

portadores de mutaciones gBRCA2 sin co-
y en pacientes gBRCA2 con co-delecion de

ferencias significativas entre ambos grupos,

p=0,540; HR, 1,33; IC 95% (0,52-3,45), (Figura 26).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia libre Progresion Metastasica
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Figura 26. Supervivencia libre de Progresion Metastasica en pacientes con mutaciones gBRCA2 con y sin co-
deleciéon BRCA2-RB1.

5.9.2 NO gBRCA2 - CO-DELECION BRCA2-RB1
5.9.2.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Entre los 141 pacientes no portadores gBRCA2 analizados se observaron 52 eventos para SCE,
13 eventos entre los 19 portadores de co-delecion BRCA2-RB1 y 39 eventos entre los 122 no

portadores de co-delecion BRCA2-RB1.

La mediana de SCE desde el diagndstico para no portadores gBRCA2 sin co-delecion BRCA2-
RB1 fue de 17,6 aiios, IC 95% (NA-NA) y en pacientes no portadores gBRCA2 con co-delecidn
BRCA2-RB1 de 9,8 afios, IC 95% (5,9-13,8), evidenciandose una diferencia estadisticamente
significativa, p<0,001; HR, 2,94; IC 95% (1,52-5,56), (Figura 27).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 27. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes sin mutaciones gBRCA2 con y sin co-delecion BRCA2-
RB1.

5.9.2.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Entre los 141 pacientes no portadores gBRCA2 analizados se observaron 52 eventos para
SLRC, 12 eventos entre los 19 portadores de co-delecion BRCA2-RB1 y 40 eventos entre los

122 no portadores de co-delecién BRCA2-RB1.

No se alcanza la mediana de SLRC desde el diagndstico para no portadores gBRCAZ2 sin co-
delecién BRCA2-RB1 y en pacientes no portadores gBRCA2 con co-delecién BRCA2-RB1 fue de
7,2 aios, IC 95% (1,9-10,7), observandose una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos, p=0,002; HR, 2,78; IC 95% (1,43-5,56), (Figura 28).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion
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Figura 28. Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion en pacientes sin mutaciones gBRCA2 con y sin co-
deleciéon BRCA2-RB1.

5.9.2.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se analizaron 109 pacientes no portadores gBRCA2, observandose 24 eventos entre los 109
no portadores de mutaciones gBRCA2. 8 eventos entre los 14 portadores de co-delecion

BRCA2-RB1 y 16 eventos entre los 95 no portadores de co-delecion BRCA2-RB1.

No se alcanza la mediana de SLPM desde el diagndstico para no portadores gBRCAZ2 sin co-
delecion BRCA2-RB1 y en pacientes no portadores gBRCAZ2 con co-deleciéon BRCA2-RB1 fue de
9,5 afios, IC 95% (0,4-NA), observdndose una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos, p<0,001; HR, 8,33; IC 95% (3,33-20), (Figura 29).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia libre Progresion Metastasica
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Figura 29. Supervivencia libre de Progresidon Metastasica en pacientes sin mutaciones gBRCA2 con y sin co-
deleciéon BRCA2-RB1.

5.9.3 gBRCA2-AMPLIFICACION MYC

5.9.3.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Entre los 73 pacientes portadores gBRCAZ2 analizados, se observaron 35 eventos para SCE, 24
eventos entre los 35 pacientes con amplificacion de MYCy 11 eventos entre los 38 individuos

sin amplificacién de MYC.

La mediana de SCE desde el diagndstico para portadores gBRCAZ2 sin amplificacion de MYC fue
de 13,4 afos, IC 95% (10-16,8) y en pacientes portadores gBRCA2 con amplificacién de MYC
de 6,0 afios, IC 95% (4,1-7,9), evidenciandose una diferencia estadisticamente significativa,

p<0,001; HR, 2,94; IC 95% (1,52-5,56), (Figura 30).
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Kaplan Meier-plot para Supervivencia Cancer Especifica
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Figura 30. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes con mutaciones gBRCA2 con y sin amplificacion de
MYC.

5.9.3.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Entre los 73 pacientes portadores gBRCAZ2 analizados se observaron 35 eventos para SLRC, 23
eventos entre los 35 pacientes con amplificacién de MYCy 12 eventos entre los 38 individuos

sin amplificacion de MYC.

La mediana de SLRC desde el diagndstico para portadores gBRCA2 sin amplificacion de MYC
fue de 15,5 afios, IC 95% (8,8-NA) y en pacientes portadores gBRCA2 con amplificacién de MYC
de 3,3 affos, IC95% (1,7-8,7), observandose una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos, p<0,001; HR, 3,85; IC 95% (1,79-7,69), (Figura 31).
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Figura 31. Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion en pacientes con mutaciones gBRCA2 con y sin
amplificacion de MYC.

5.9.3.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se analizaron 52 pacientes portadores gBRCA2 para SLPM, observandose 23 eventos para
SLPM, 12 eventos entre los 20 pacientes con amplificacion de MYCy 11 eventos entre los 32

individuos sin amplificacién de MYC.

La mediana de SLPM desde el diagndstico para portadores gBRCA2 sin amplificacion fue de
MYC de 8,8 afios, IC 95% (8,4-NA) y en pacientes portadores gBRCA2 con amplificacién de MYC
de 6,3 aios, IC 95% (2,1-10,6), sin apreciarse una diferencia estadisticamente significativa

entre ambos grupos, p=0,138; HR, 1,89; IC 95% (0,82-4,54), (Figura 32).
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Figura 32. Supervivencia libre de Progresidon Metastasica en pacientes con mutaciones gBRCA2 con y sin
amplificacion de MYC.

5.9.4 NO gBRCA2-AMPLIFICACION MYC
5.9.4.1 SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA

Entre los 141 pacientes no portadores gBRCA2 analizados se observaron 52 eventos para SCE,
11 eventos entre los 14 pacientes con amplificacion de MYC y 41 eventos entre los 127

individuos sin amplificacién de MYC.

La mediana de SCE para no portadores de gBRCAZ2 sin amplificacién de MYC fue de 17,6 afios,
IC 95% (NA-NA) y en pacientes no portadores gBRCA2 con amplificacion de MYC de 4,8 aios,
IC 95% (0,0-10,0), apreciandose una diferencia estadisticamente significativa entre ambos

grupos, p<0,001; HR, 5,26; IC 95% (2,63-10,31), (Figura 33).
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Figura 33. Supervivencia Cancer Especifica en pacientes sin mutaciones gBRCA2 con y sin amplificaciéon de MYC.

5.9.4.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE RESISTENCIA A LA CASTRACION

Entre los 141 pacientes no portadores gBRCA2 analizados se observaron 52 eventos para

SLRC, 9 eventos entre los 14 pacientes con amplificacién de MYC y 43 eventos entre los 127

individuos sin amplificacién de MYC.

No se alcanzé la mediana de SLRC para no portadores de gBRCA2 sin amplificacion de MYCy
en pacientes no portadores gBRCA2 con amplificacién de MYC fue de 1,5 aios, IC 95% (0,8-

NA), observandose una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos,

p<0,001; HR, 5,00; IC 95% (2,38-10,75), (Figura 34).
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Figura 34. Supervivencia libre de Resistencia a la Castracion en pacientes sin mutaciones gBRCA2 con y sin
amplificacion de MYC.

5.9.4.3 SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION METASTASICA

Se analizaron 109 pacientes no portadores gBRCA2, observandose 24 eventos para SLPM
entre los 109 no portadores de mutaciones gBRCA2. 3 eventos entre los 7 pacientes con

amplificacion de MYCy 21 eventos entre los 102 individuos sin amplificacién de MYC.

No se alcanza la mediana de SLPM para no portadores de gBRCAZ2 sin amplificacion de MYCy
en pacientes no portadores gBRCA2 con amplificacién de MYC fue de 4,7 aios, IC 95% (2,6-
NA), observandose una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos,

p<0,001; HR, 7,81; IC 95% (2,11-28,57), (Figura 35).
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Figura 35. Supervivencia libre de Progresion Metastasica en pacientes sin mutaciones gBRCA2 con y sin

amplificacién de MYC.
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El analisis llevado a cabo en nuestra serie confirma que la presencia de las mutaciones gBRCA2
en cancer de préstata estd asociado a un peor prondstico en términos de supervivencia cancer
especifica, supervivencia libre de resistencia a la castracidén y supervivencia libre de progresién
metastdsica, respecto a aquellos pacientes no portadores de dichas mutaciones. Estos
resultados confirman los ya descritos previamente considerandose el primer factor genético
heredable que ha demostrado tener un impacto sobre el prondstico del cdncer de
préstatal®3118-1221 por otra parte, la co-delecién somética de BRCA2-RB1 y la amplificacion de
MYC identifican un subtipo letal de cancer de prdstata tanto en pacientes portadores de

mutaciones gBRCA2 como en no portadores.

6.1 RESULTADOS EN LA LINEA GERMINAL

En nuestro andlisis la mediana de supervivencia cancer especifica desde el diagndstico de
cancer de prdstata en pacientes con mutaciones en gBRCA2 fue de 9,1 afios, reduciéndose en
8,5 afios respecto a la mediana de los no portadores, (p=0,002; HR, 2,10). Estos datos son
similares a los reportados en otras series en las que la mediana de supervivencia cancer
especifica de portadores de mutaciones gBRCA2 fue de 8,6 afios frente a 15,7 afios en no
portadores, (p=0,007,HR, 3,21)1*21, Previamente a la publicacién de estos datos, Gallagher et
al.'¥¥1 reportaron datos de una serie de 832 pacientes con céncer de préstata localizado, todos
de origen étnico Ashkenazi, incluyendo 20 y 6 pacientes con las mutaciones fundacionales
gBRCA2 6174delTy gBRCA1 185delAG, respectivamente. Este estudio describié una mediana
de supervivencia cancer especifica de 13,8 anos para los portadores de mutaciones gBRCA2,
significativamente mas corta que la de los no portadores, (p=0,001; HR, 5,48). En nuestra serie
la mediana de supervivencia cancer especifica de portadores de mutaciones gBRCA2 con
enfermedad localizada al diagndstico fue de 11,3 afios, sin alcanzarse la mediana de

supervivencia cancer especifica en no portadores con enfermedad localizada al diagnéstico.

En el estudio islandés reportado por Tryggvadottir et al.[??®! se analiz6 si la mutacion
fundacional islandesa gBRCA2 999del5 tenia algun efecto sobre el fenotipo y el prondstico de
la enfermedad. Analizaron un grupo de 89 pacientes que incluyé a 30 portadores de la

mutacién y 59 controles emparejados por edad y fecha desde el diagndstico, reportando una
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mediana de supervivencia cancer especifica de 2,1 afos en portadores, mientras que en
nuestro estudio la mediana de supervivencia cancer especifica fue de 9,1 afios, atribuyéndose
esa diferencia en parte a la mayor frecuencia de afectacién ganglionar y / o estadio
metastasico en pacientes con la mutacién fundacional islandesa, ascendiendo ese porcentaje
hasta el 55,2% de los pacientes analizados, mientras en nuestro estudio el 28,8% de los
portadores tenian enfermedad metastasica y el 11% afectacién ganglionar al diagndstico, sin
apreciarse a su vez grandes diferencias respecto a los datos reportados en el estudio
PROREPAIR-BE3!, Los datos de la mutacidn fundacional islandesa son similares a los reportados
por Thorne et al.'?%! que analizaron un grupo de 40 pacientes con mutaciones gBRCA2 y 97
no portadores, informando de una mediana de supervivencia global de 3,5 afios para estos
pacientes con tan solo 2 fallecimientos no asociados al cadncer de prostata y observdandose una
HR de 4,97 para supervivencia cancer especifica, frente a la de 2,10 en nuestra serie, aunque
en este caso podria explicarse por el reducido nimero de variables probado en el modelo
multivariable asi como el bajo porcentaje de pacientes metastdsicos al diagndstico en el grupo

control, 4%, frente a un 17,4% en el grupo de portadores de mutaciones gBRCA2.

Otros estudios publicados no analizan las muertes debidas especificamente al cancer de
prostata y carecen de grupo control para la comparacién, como el publicado por Narod et
al.l18 de 67 pacientes portadores de mutaciones gBRCA2 y 37 mutaciones gBRCAI,
observandose que, a los 5 afios del diagnodstico, el 58% de los pacientes con mutaciones
gBRCA2 y el 36% de los portadores de mutaciones gBRCA1 habian fallecido sin especificarse

la causa.

Entre las publicaciones mas recientes, destaca el trabajo publicado por Castro et al.?3! en
pacientes con cancer de proéstata metastasico resistente a la castracion. Este estudio
demostré una supervivencia cancer especifica en portadores de mutaciones gBRCA2 de 1,4
afios frente a 2,8 afios en no portadores, (p=0,027; HR 2,11), identificando las mutaciones
gBRCA2 como un factor prondstico independiente para supervivencia cancer especifica
también en cdncer de prdstata metastdsico resistente a la castracién. La magnitud de la
diferencia mostrada en el valor del HR es similar a la obtenida en este trabajo (HR 2,10). Es
importante destacar que ninguno de los portadores de esta serie habia recibido un inhibidor

de PARP y/o una quimioterapia basada en platino, que podrian haber tenido un efecto de
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confusidn en los datos de supervivencia, como ya se ha sugerido en series con mayor
exposicion a estos tratamientos?27:228, De hecho, en este tipo de comparaciones hemos de
tener en cuenta ademas del posible impacto de los tratamientos administrados a lo largo del
curso evolutivo de la enfermedad; incluso la secuencia en la que estos tratamientos son
administrados como se ha sugerido en el estudio PROREPAIR-BI33]. Esta heterogeneidad
supone una limitacion a la hora de interpretar y comparar los resultados, aunque a la fecha,
no se ha identificado ningun biomarcador que nos permita seleccionar la secuencia mas

apropiada de tratamientos en cancer de préstata avanzado.

En este sentido, la heterogeneidad en los tratamientos y sus secuencias de administracién
pueden contribuir a explicar los resultados contradictorios presentados en los ultimos afios
por tres series retrospectivas que han evaluado la respuesta de los portadores de mutaciones
germinales en los genes implicados en los mecanismos de reparacion del DNA a la abiraterona,
enzalutamida y/o docetaxel, tratamientos todos ellos que aumentan la supervivencia del

cancer de prostata en las fases avanzadas de la enfermedad[228-2301,

Por otra parte, el andlisis de la cohorte exploratoria en nuestro estudio no muestra un papel
prondstico para las mutaciones gBRCA1. Datos previamente publicados han establecido que
las mutaciones hereditarias en genes implicados en los mecanismos de reparacion del DNA
mas alld de BRCA2 también predisponen al desarrollo de cancer de préstatal?31-234, pero no
en todos estos genes el mayor riesgo de desarrollo de cdncer de préstata va unido a una mayor
agresividad o impacto prondstico adverso, tanto en la enfermedad localizada como en la
enfermedad avanzadal®3%°l, Por otra parte, el pequefio tamafio muestral de esta cohorte
exploratoria en la que los pacientes con mutaciones gBRCA1 no presentan diferencias en
supervivencia cancer especifica, supervivencia libre de resistencia a la castracion vy
supervivencia libre de progresion metastasica, respecto a los no portadores, condiciona la
interpretacion definitiva de los resultados, dado que los valores atipicos pueden haber influido
notablemente. A pesar de no observarse grandes diferencias en las caracteristicas clinico-
patoldgicas de los pacientes con mutaciones gBRCA1 respecto a los no portadores (con la
excepcion de un mayor porcentaje de pacientes metastdsicos al diagnéstico en los portadores
de mutaciones gBRCA1, p=0,003), la similitud en el papel bioldgico y epidemioldgico con las

mutaciones gBRCA2 observadas en otras enfermedades neoplasicas, conlleva que al igual que
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ha ocurrido previamente con otras publicaciones no podamos aclarar definitivamente el valor

prondstico de las mutaciones gBRCA1 en cancer de prostatalt123],

6.2 RESULTADOS EN LA LINEA SOMATICA

6.2.1 BRCA2yRB1

Desde hace afios conocemos que la delecién del cromosoma 13g es un evento frecuente en
el cancer de préstata localizado, relacionado con la agresividad clinica?3®-238], Trabajos mads
recientes, indican que esta delecidn puede estar presente en hasta el 21% de los pacientes
con cancer de prostata localizado, asociandose con un estadio tumoral mds avanzado al
diagndstico y recaida bioquimica precoz[?®l. Por otra parte, Hieronymus et al. demostraron
gue la magnitud de alteraciones del nimero de copias del genoma es un factor prondstico
independiente en cdncer de prostata para la recaida después de la prostatectomia radical, asi
como para el desarrollo de metdstasis/?®?. En este contexto, la caracterizaciéon molecular a
nivel somatico de las alteraciones en el nUmero de copias de BRCA2 en los pacientes incluidos
en nuestro andlisis, nos permitid identificar una perdida sBRCA2 en el 43,8% de los casos y en
el 11,8% de los controles, siendo esta alteracidn significativamente mas frecuente en
pacientes con mutaciones gBRCA2, p<0,001, aunque por debajo de la descrita en otras series

mas pequefias de pacientes con mutaciones gBRCA21240.241]

La pérdida somatica del segundo alelo apoya la hipdtesis de que la pérdida de funcion
completa de BRCA2 por alteracidon de ambos alelos, puede ser uno de los mecanismos que
desencadena el proceso de carcinogénesis en los pacientes portadores de mutaciones
gBRCA2. No obstante, teniendo en cuenta que no todos los pacientes con mutaciones gBRCA2
presentan pérdida de BRCAZ2 a nivel somatico, no podemos descartar que haya mecanismos
complementarios como el silenciamiento epigenético del alelo no alterado, que no ha sido

posible analizar en nuestras muestras.

En nuestros datos no se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes con pérdida monoalélica y la pérdida bialélica de BRCA2 para las diferentes
supervivencias analizadas. De hecho, tanto la pérdida bialélica de BRCA2 como la pérdida
monoalélica aportan un peor prondstico a los pacientes en términos de supervivencia cancer
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especifica, supervivencia libre de resistencia a la castracidén y supervivencia libre de progresién
metastasica respecto a los individuos no portadores de dichas alteraciones, hallazgos

coincidentes a los reportados recientemente por Jonsson et al.[1%0!

Por otra parte, disponemos de estudios que han demostrado que la pérdida de RB1 en cancer
de préstata estd asociada con la progresion a fases de resistencia a la castracion y el desarrollo
de metastasis(6364136138139,197] Hallazgos en la misma linea que los descritos en nuestra serie,
donde se evidenciaron diferencias significativas para supervivencia cancer especifica,
supervivencia libre de resistencia a la castracion y supervivencia libre de progresion
metastdsica entre los pacientes con pérdida bialélica o monoalélica de RB1 y los pacientes sin
pérdida de RB1. En otro contexto, el reciente estudio de Abida et al.l?*?) sugiere que las
alteraciones de RB1 se asocian a peor prondstico en pacientes con cancer de prostata
metastasico resistente a la castracion tratados con inhibidores selectivos del receptor

androgénico.

Resultados previos de nuestro grupo ya sugerian una alta frecuencia de las deleciones en el
gen RB1 en los pacientes con mutaciones gBRCA2?*3 lo que constituia una de las hipétesis
iniciales de este trabajo. Estos resultados han sido apoyados por trabajos posteriores como el
de Annala et al.[??°! donde se asocian estas alteraciones gBRCA2 con mayor frecuencia de
deleciones heterocigotas de RB1. En nuestra serie observamos una pérdida somatica de RB1
en el 54,8% de los portadores de alteraciones gBRCA2 y en el 21,3% de los no portadores de
mutaciones gBRCA2, siendo esta diferencia estadisticamente significativa, p<0,001 vy
observdndose una mayor frecuencia de mutaciones somaticas en RB1 en el grupo de controles
respecto a la descrita previamente en otros trabajos?**, lo que puede ser fruto del
emparejamiento llevado a cabo en nuestro estudio por factores de riesgo, incluidos el estadio

tumoral al diagnéstico y el grado de Gleason.

En modelos preclinicos de cancer de préstata humano, Chakraborty et al.?*° han demostrado
recientemente que la pérdida de una sola copia de BRCA2 y su vecino cromosdmico RB1 en
lineas celulares podria ser suficiente para aumentar la agresividad de estos modelos. De forma
similar el andlisis in silico de los datos de secuenciacion masiva de diversas series!64246]

sugieren que la co-pérdida de BRCA2-RB1 puede estar asocia a un peor prondstico en el cancer
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de prdstata localizado. El andlisis mediante FISH llevado a cabo en nuestra serie, nos permitié
determinar con éxito el nimero de copias de BRCA2 y RB1, mostrando datos coherentes con
los hallazgos descritos previamente en las que se observa una co-deleciéon casi uniforme de
BRCA2 con RB1, resultando en una alta co-linealidad de ambas variables por lo que se opté
por explorar la existencia de la co-delecién BRCA2-RB1 como una Unica variable. Efectuando
este analisis la supervivencia cdncer especifica en pacientes con co-delecion de BRCA2-RB1
fue de 8 anos y en pacientes sin co-delecion de BRCA2-RB1 de 16,9 afios, identificandose un
efecto prondstico estadisticamente significativo e independiente (p<0,001; HR, 3,24), tanto
en pacientes con y sin mutaciones gBRCA2. Aunque no explorado en nuestra serie,
Chakraborty et al.!?**! mostraron en modelos preclinicos que la co-pérdida de ambos genes,
podria aumentar la sensibilidad a los inhibidores de PARP con respecto a la no pérdida o
pérdida individual de cada uno de ellos. Esto no solo ofrece una potencial estrategia de
tratamiento para esta variante agresiva del cancer de préstata, sino que realza el posible valor

de este hallazgo mas alla de su valor prondstico.

6.2.2 AMPLIFICACION MYC

La amplificacion de MYC se ha observado en un 8-10% de los tumores de prostata
localizados!®41282471 siendo considerada un factor prondstico desfavorable tras tratamiento
inicial con intencién radicall’?®248. En nuestra serie observamos datos similares en la
frecuencia de la amplificacion de MYC en los pacientes no portadores de mutaciones (9,4%),
mientras esta frecuencia en los pacientes con mutaciones gBRCA2 aumentaba hasta un 47,9%.
Dichos valores son ligeramente inferiores a los reportados por los trabajos de Castro et al. y
Taylor et al. donde se analizaron series muy pequefias con 12 y 8 tumores con mutaciones

gBRCA2 respectivamentel127:243],

En ambos casos, tanto en portadores de mutaciones gBRCA2 como en no portadores, el
analisis univariable sugiere que la amplificacion de MYC estaba asociada con peor prondstico
en términos de supervivencia cancer especifica, supervivencia libre de resistencia a la
castracion y supervivencia libre de progresién metastasica, respecto a aquellos pacientes no
portadores de dicha amplificacion. En el analisis mutivariable la amplificacion de MYC

permanece como factor prondstico tanto en portadores como no portadores a efectos de
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supervivencia cancer especifica y supervivencia libre de resistencia a la castracién, sin
embargo no permanece como factor pronostico independiente en la supervivencia libre de
progresion metastasica, esto podria ser debido a que la amplificacién de MYC en nuestro
estudio es muy superior en pacientes metastdasicos que en los no metastasicos de inicio y que
el efecto prondstico en los pacientes metastasicos este influenciado por la disminucién del
tamano muestral en este subgrupo, dado que la amplificacion de MYC ya ha sido asociada a
una menor supervivencia libre de progresién metastdsica en otra series

previamentel127,174249],

Este hecho, podria contribuir a explicar el mal prondstico inherente de los pacientes con
mutaciones gBRCA2, siendo relevante desde el punto de vista clinico, para la identificacion de
nuevas dianas terapéuticas, ya que se han desarrollado diversas estrategias de tratamiento
dirigidas frente a MYC, entre las que destaca el uso de inhibidores frente a las proteinas de la
familia de bromodominio BET interrumpiendo las interacciones BRD4 / ARy la subsiguiente
transcripcién dirigida por el AR de MYC, demostrando eficacia en modelos preclinicos de

cancer de prostata resistente a la castracion[20.251,

6.2.3 PTEN

Existe cierta variabilidad en la tasa informada de deleciones reportadas del gen PTEN en
cancer de prdstata, no disponemos de ensayos validados analiticamente para su
determinacidn, lo cual contribuye a esta diversidad. En las series quirurgicas que utilizan FISH
como método deteccion de la pérdida de PTEN se ha informado la pérdida de al menos un
alelo de PTEN en hasta un 68% de los tumores primarios!?®>-2>°, No obstante, estudios
posteriores han reportado la delecién homocigota de PTEN en alrededor del 15-20% de los
tumores analizados!?°%2%7], Estos Ultimos datos son mas similares a los obtenidos en nuestra
serie, en la que observamos la pérdida de PTEN en un 34,2% de los casos y en un 26,8% de los
controles, no obstante, en fases mas avanzadas de la enfermedad se han descrito hasta un
30% de deleciones profundas (probablemente homocigotas) en los pacientes con cancer de
prostata resistente a la castracion analizados, con mutaciones truncadas y fusiones de genes
en un 10% adicional®®. Las diferencias en la frecuencia de pérdida de PTEN entre las series

de enfermedad localizada y enfermedad avanzada podrian sugerir que este evento en la
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mayoria de los casos esta ya presenta en el tumor primario. De hecho, Ferraldeschi et al.
demostraron que existe una concordancia del 90% en el estatus de PTEN entre la muestra del
tumor primario y la enfermedad metastésical?®®l. Se han desarrollado diversos estudios que
utilizan inmunohistoquimica y FISH para medir de forma reproducible la proteina PTEN y la
pérdida génica usando biopsias de tejido tumoral de diagndstico y células tumorales
circulantes en plasmal?°725%-2611 existiendo alta correlacidn entre su determinacion en el
tumor primario, en las lesiones metastésicas o plasmal?>>262 |o que contribuiria a validar la
utilidad de la determinacidon de PTEN en las muestras diagndsticas de cancer de prdstata

localizado para su posible aplicacion en fases avanzadas

En estadios iniciales de cancer de prostata se ha descrito la pérdida homocigota de PTEN como
un factor de mal prondstico asociado a la recaida bioquimica después de la
prostatectomial?>®263-2661 3si como un indicador independiente de muerte cancer especifica
en pacientes tratados quirtirgicamente o en vigilancia actival®*7.2%7], El metanalisis publicado
por Wang et al. reafirmd la fuerte asociacién entre la delecién homocigota de PTEN con un
mayor grado de Gleason y una mayor afectacién extraprostdtica en pacientes con cancer de
préstata localizado tratados mediante prostatectomia radical?®®l. En base a estos datos
puede considerarse PTEN como un factor prondstico establecido. Nuestros resultados no
confirman su valor prondstico independiente cuando otras alteraciones genéticas son
consideradas en el andlisis multivariable, si bien es cierto que las asociaciones en el andlisis
univariable presentan tendencias similares a las descritas en la literatura,
independientemente de ello Ferraldeschi et al. reportaron que la pérdida de PTEN era un
factor pronostico en pacientes con cancer de prdstata resistente a la castracion y podria ser
un factor predictivo asociado a una respuesta menos duradera a abiraterona!?®®l, En 2020 se
han presentado datos preliminares del ensayo fase lll IPATential 150 que ratifican el posible
valor predictivo de la perdida de PTEN para el uso de la combinacién de abiraterona con

inhibidores de AKT!99],

6.2.4 REORDENAMIENTO TMPRSS2-ERG

En relaciéon al reordenamiento dirigido por andrégenos TMPRSS2-ERG, previamente nuestro

grupo habia realizado la caracterizacién de este reordenamiento en 29 tumores con
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mutaciones germinales de BRCA de nuestra serie (25 BRCA2 y 4 BRCA1), encontrando un
reordenamiento con amplificaciéon de ERG en 19 de los 29 casos analizados (65,5%)2%. La
frecuencia de este reordenamiento en casos de cancer de prdstata emparejados por el grado
de Gleason, estadio tumoral y rango de PSA fue de casi el 40% en estos datos iniciales, lo que
esta en linea con la frecuencia descrita en la literatura y con los datos finales reportados en
este andlisis, donde el 41,4% de los pacientes con mutaciones gBRCA2 presentaron
reordenamiento TMPRSS2-ERG, a pesar no disponer de tejido tumoral suficiente para realizar
las determinaciones en toda la cohorte tanto de casos como de controles, ya que no se
priorizé esta determinacién y solo se realizd tras la realizacion de las anteriores
determinaciones somaticas, lo que limita parcialmente la interpretacion de los resultados

obtenidos.

Respecto a la importancia prondstica de la presencia del reordenamiento TMPRSS2-ERG en el
tumor primario, podemos considerar que actualmente sigue siendo objeto de debate, con
estudios en uno y otro sentido en la enfermedad localizada!?’?l. En concreto, en nuestro
analisis no se observaron diferencias en supervivencia cancer especifica, supervivencia libre
de resistencia a la castracion y supervivencia libre de progresidn metastasica entre aquellos
pacientes con reordenamiento TMPRSS2-ERG y aquellos en los que no se evidencid, tanto en
los casos como en los controles analizados. Sin embargo, la amplificacién de ERG en el
contexto del gen de fusidn (reordenamiento tipo Edel2+) si se ha asociado con peor
prondstico, pudiendo ser uno de los primeros eventos oncogénicos en cancer de prostata,
Ademas, los datos presentados por Attard et al. sugieren que los pacientes con cancer de
prostata resistente a la castracién metastasicos Edel2+ en el tumor primario, son los que mas
se beneficiarian del tratamiento con abiraterona pre-quimioterapia?®l. Por el contrario, la
sobreexpresiéon de ERG se ha asociado con la resistencia a taxanos en los resultados
preliminares de Galletti et al. debido a que la sobreexpresién de ERG afectaria a la capacidad
de los taxanos de unirse a los microtubulos y por lo tanto dificultaria el mecanismo de accién

antitumoral del docetaxel o del cabazitaxel en estos tumores(271,
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6.3 LIMITACIONES GENERALES DEL ESTUDIO

A diferencia de los estudios previamente publicados que analizan las mutaciones gBRCA1/2
que generalmente han empleado un disefio de estudio de cohortes33121.122] en este caso se
empleo un disefio de casos y controles. Las variables de emparejamiento seleccionadas fueron
todas factores prondsticos establecidos al diagndstico inicial, como el grado de Gleason =8, la
existencia de metastasis, valor del PSA y tratamiento local recibido. Estos factores no eran
controlados en los estudios previos y podian actuar como potenciales factores de confusién
sobretodo para los objetivos secundarios de este proyecto, que conllevan el analisis de
alteraciones somaticas. De hecho disponemos de datos que indican que aun con similares
valores de PSA al diagndstico, la afectacién ganglionar o de metastasis a distancia asi como un
grado de Gleason 28 al diagndstico, son factores mas frecuentes en los portadores de
mutaciones en BRCA que desarrollan cancer de prdstata que en los no portadores de dichas
aberraciones*?!l, demostrando que las mutaciones germinales en BRCA2 son un factor
pronodstico para el desarrollo de metastasis y la supervivencia cancer especifica,
independientemente de otros factores prondsticos clasicos como el nivel de PSA al
diagndstico o el estadio tumoral TNM. Inicialmente se realizé un emparejamiento de casos y
controles con una ratio 1:2. No obstante, tras la seleccion inicial, 7 pacientes con mutaciones
gBRCA2, 33 no portadores y 1 paciente de la cohorte exploratoria con mutaciones gBRCA1
fueron excluidos, principalmente por no ser posible el andlisis del tejido tumoral (baja calidad
del tejido y ausencia o escaso tejido tumoral disponible). En la mayoria de los casos y controles
eliminados de este analisis las muestras tumorales disponibles correspondian a biopsias-
cilindro de la prdéstata con escaso numero de cilindros afectos, con un porcentaje de
afectacién tumoral bajo en los mismos o en el que el tejido tumoral ya habia sido devastado.
Este hecho remarca la importancia que en el futuro pueda tener tanto la obtencién de mayor
material diagndstico, como su preservacién para futuros andlisis moleculares. La exclusion de
estos casos y controles obligd a que el emparejamiento de algunos casos fuera 1:1 en vez de

1:2.

El analisis de las alteraciones somaticas tanto en portadores de mutaciones en BRCA como en
los controles no mutados, es un aspecto fundamental de este estudio. Para ello utilizamos las

biopsias diagndsticas o muestras tumorales del tratamiento inicial (resecciones transuretrales
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prostaticas o prostatectomia radical). Si bien nuestro estudio se centra en el efecto de estas
alteraciones desde el diagndstico, podria estar limitado si estas alteraciones son adquiridas a
posteriori durante la progresion de la enfermedad, ya que la frecuencia de estas alteraciones
podria aumentar de forma notoria en la enfermedad resistente a castracién®31¢ con
respecto a la enfermedad localizada®>%%. Alrededor del 20-25% de los tumores de pacientes
con cancer de préstata resistente a la castracion metastasico presentan alteraciones en genes
implicados en los mecanismos de reparacién del DNAI3363-65116,1752421 'n, diendo representar
las mutaciones germinales hasta la mitad de estos casos!*'”). En todos los estudios realizados
tanto en enfermedad localizada como en enfermedad avanzada, BRCA2 es el gen mas
frecuentemente alterado, tanto en linea germinal como sométical336365116175]  Ensayos
clinicos recientes en cdncer de préstata resistente a la castracién metastdsico como el
PROfound??”], no sélo nos muestra las dificultades de analizar las alteraciones somaticas en
el tejido tumoral diagndstico, sino que cuando es posible analizarlo la frecuencia de
alteraciones en genes implicados en los mecanismos de reparacion del DNA es similar en la
muestra histérica del tumor primario (27% de alteraciones) que en una biopsia reciente de la
enfermedad metastdsica (32%). Estos datos son confirmados por Mateo et al.[*%% mostrando
gue estas alteraciones son un evento temprano en la evolucién de determinados tumores de
prostata, al analizar biopsias diagnosticas de tumores localizados, emparejadas con biopsias
realizadas en la fase de resistencia a la castracion y encontrar que en la mayoria de los casos
los defectos en los genes implicados en los mecanismos de reparacién del DNA ya estan en el

tumor primario.

Otra limitacién de nuestro estudio puede venir dada por la metodologia de andlisis
citogenético, empleada para evaluar las alteraciones somaticas de BRCA2, RB1, PTEN, MYC, y
TMPRSS2-ERG. Mediante la caracterizacidon de alteraciones por FISH es posible detectar
alteraciones numéricas como deleciones o ganancias de copias de regiones cromosdmicas que
engloben a los genes de interés o cambios estructurales como reordenamientos. Sin embargo,
con respecto a las técnicas de secuenciacidn masiva de nueva generacidon, nuestra
metodologia podria detectar menos alteraciones, ya que no puede detectar mutaciones
puntuales o deleciones e inserciones de menor tamafio que si pueden ser identificadas
mediante secuenciacion. No obstante, un analisis simple de las series de datos de

secuenciacién somatica de la herramienta cBioPortal (www.cbioportal.org) muestra que en el
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cancer de prostata la gran mayoria de las alteraciones somaticas en los genes de interés en
nuestro estudio, corresponden con cambios a nivel cromosdmico, por lo cual sdlo
perderiamos una pequefia proporcién de casos. De hecho, la determinacidon de las
alteraciones bialélicas vs monoalélicas mediante secuenciacién se basa en modelos
matematicos probabilisticos al no ser posible diferenciar si las alteraciones medidas ocurren
en el alelo en cis- y/o en el alelo en trans-. La lectura de los resultados a nivel celular permite
observar si las alteraciones ocurren en 1 o en ambos alelos. Su interpretacidn requiere la
enumeracion detallada de las sefiales fluorescentes en, al menos, 100 células de cada muestra
tumoral, pero implica un posible sesgo del observador al interpretar visualmente los
resultados. En nuestra serie esto ultimo se controld mediante una doble lectura de las

muestras, en las que los observadores eran ciegos a las lecturas de otros observadores.

Existen eventos genéticos concurrentes como la presencia de mutaciones en SPOP, TP53 o
variantes histolégicas como las intraductales que no hemos analizado, muchos de estos
eventos se han asociado con cancer de prostata de mal pronostico y en algunos casos podrian
estar presentes con mayor frecuencia en tumores con alteraciones en los genes implicados en
los mecanismos de reparacion del DNA?7272273] De |a misma manera no hemos analizado la
magnitud de las alteraciones en el numero de copias o la inestabilidad gendmica del tumor de
una manera global, estas alteraciones podrian estar asociadas con deficiencias en los
mecanismos de reparacién del DNA como ya ha mostrado nuestro grupo en los pacientes con

alteraciones germinales de BRCA2[243],

Tras la reciente recomendacién publicada en las guias de la NCCN?74l para la deteccién de
mutaciones en la linea germinal y la implementacién de paneles de secuenciaciéon en la
practica clinica habitual con la finalidad de buscar anomalias genéticas, es probable que en un
futuro préximo aumente la identificacidon de pacientes con defectos genéticos en los genes
implicados en los mecanismos de reparacion del DNA en la linea germinal. Las implicaciones
clinicas tanto a nivel prondstico como a nivel predictivo de respuesta a tratamiento con
inhibidores de PARP82271 de las alteraciones en estos genes identificadas a nivel germinal y
los resultados de los analisis somaticos en estos tumores, argumentan fuertemente la

necesidad de llevar a cabo analisis genéticos tanto de linea germinal como somatica en todos

- 149 -



DISCUSION

los pacientes con cdncer de préstata avanzado que requieran tratamiento sistémico,
independientemente de la deteccidén basada en los antecedentes familiares.

Teniendo en cuenta la alta prevalencia de cancer de prdstata en los paises desarrollados[?7°],
la creciente necesidad de pruebas genéticas y la escasez de asesores genéticos, se hace cada
mas necesaria la implementacién de consultas genéticas centradas en el cancer de préstata,
dénde los pacientes puedan ser asesorados por un urélogo u oncélogo capacitado, en este

enfoque sumamente relevante de esta enfermedad(?”>!,

La caracterizacion clinica y molecular del cdncer de prdstata llevada a cabo en pacientes con
mutaciones germinales en BRCA2 se puede considerar fundamental desde el punto de visto
clinico. El mejor conocimiento de estos tumores con un prondstico desfavorable podria
modificar el manejo inicial, en la mayoria de pacientes con enfermedad avanzada,
permitiendo identificar aquellos con caracteristicas mas adversas dentro de este subgrupo,

abriéndose el horizonte para plantear nuevas estrategias terapéuticas.
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CONCLUSIONES

Este trabajo representa la serie mas larga de tumores de pacientes portadores de mutaciones
germinales en BRCA2 reunida para analizar el impacto clinico de las alteraciones somaticas en

cancer de préstata.

* Nuestro estudio confirma el valor prondstico independiente de las mutaciones germinales

en BRCA2 para supervivencia cancer especifica en cdncer de prostata.

e Se confirma el valor prondstico independiente para supervivencia libre de progresiéon
metastasica y supervivencia libre de resistencia a la castracion en pacientes con mutaciones

germinales en BRCA2.

e Las alteraciones somaticas en BRCA2, RB1 y MYC fueron significativamente mas frecuentes
en pacientes con mutaciones germinales en BRCA2 que en pacientes no portadores. La
mayoria de los casos con pérdida de BRCA2 presentaban también pérdida de RB1 (co-delecién

BRCA2-RB1).

* La co-delecidon somatica de BRCA2-RB1 y la amplificacién de MYC definen un subtipo
agresivo de cdncer de prdstata, con mal prondstico tanto en pacientes con mutaciones

germinales en BRCA2 como en no portadores.

* Los datos analizados no demuestran el valor prondstico de las mutaciones germinales en

BRCA1 para supervivencia cancer especifica en cancer de préstata, supervivencia libre de

progresidn metastasica y supervivencia libre de resistencia a la castracion.
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