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Lista de abreviaturas:

All: Astrocitoma difuso grado Il de malignidad de la OMS

All-IDHm: Astrocitoma difuso grado Il de malignidad de la OMS con mutacién de IDH

All-IDHwt: Astrocitoma difuso grado Il de malignidad de la OMS sin mutacién de IDH (del
inglés wild type)

Alll: Astrocitoma anaplasico (grado Il de malignidad de la OMS)

Alll-IDHm: Astrocitoma anaplasico (grado Il de malignidad de la OMS) con mutacion de
IDH

Alll-IDHwt: Astrocitoma anaplasico (grado Ill de malignidad de la OMS) sin mutacion de IDH
(del inglés wild type)

AD: Astrocitoma difuso o infiltrante

ADN: Acido desoxirribonucleico

ALT: Alargamiento alternativo de los telomeros (del inglés Alternative Lengthening of
Telomeres)

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

AsMes: Glioblastoma tipo astrocitico mesenquimal de Motomura

ATRX: Del inglés a-Thalassemia/mental Retardation-syndrome-X-linked (gen)

ATRX: Proteina codificada por el gen ATRX

ATRXm: Mutacion de ATRX, ATRX mutado

BCNU: Carmustina

CGM: Células gigantes multinucleadas

CISH: Hibridacion in situ cromogénica (del inglés Chromogenic In Situ Hybridisation)

CLS: Glioblastoma subtipo clasico

CLS-Vk: Glioblastoma subtipo clasico de Verhaak

DD: Diagnéstico diferencial

DOC: Glioblastoma tipo oligodendrocito diferenciado de Motomura (del inglés Differentiated
Oligodendrocyte)

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor) (gen)

EGFR: Proteina codificada por el gen EGFR

EGFRa: Amplificacién de EGFR, EGFR amplificado

EGFRuvlIl: Mutacion o forma delecionada variante Il de EGFR (gen)

EGFRVIII: Variante Ill de EGFR (proteina)

FISH: Hibridacion in situ fluorescente (del inglés Fluorescence In Situ Hybridization)

G-CIMP: Perfil hipermetilador de GB (del inglés Glioma-CpG Island Methylator Phenotype)
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GB: Glioblastoma

GB-C: Glioblastoma tipo clasico de nuestra clasificacion

GB-IDHm: Glioblastoma con mutacion de IDH

GB-IDHwt: Glioblastoma sin mutacion de IDH (del inglés wild type)
GB-M: Glioblastoma tipo mesenquimal de nuestra clasificacion
GB-NC: Glioblastoma no clasificable de nuestra clasificacion
GB-P: Glioblastoma tipo proneural de nuestra clasificaciéon

GBCG: Glioblastoma de células gigantes

GBCO: Glioblastoma con componente oligodendroglial

GBCP: Glioblastoma de células pequenas

GBE: Glioblastoma epitelioide

GBME: Glioblastoma con metaplasia epitelial

GDLM: Glioma difuso de la linea media con mutacion H3 K27M

Gl: Gliomas infiltrantes

GS: Gliosarcoma

HUGTIP: Hospital Universitario Germans Trias i Pujol

IDH: Isocitrato deshidrogenasa (IDH1 y IDH?2) (gen)

IDHm: Mutacién de IDH1 o IDH2, IDH1 o IDH2 mutado

IDHwt. Ausencia de mutacion de IDH1 o IDHZ2 (del inglés wild type)
IDH1: Isocitrato deshidrogenasa 1 (gen)

IDH1-R132H: Forma mutada de la proteina IDH1 pR132H

IDH1m: Mutacién de IDH1, IDH1 mutado

IDH2: Isocitrato deshidrogenasa 2 (gen)

IDH2m: Mutacién de IDH?2, IDH2 mutado

IHQ: Inmunohistoquimica

KPS: indice de Karnofsky (del inglés Karnofsky Performance Status)
MES: Glioblastoma subtipo mesenquimal

MES-Ph: Glioblastoma subtipo mesenquimal de Phillips

MES-Vk: Glioblastoma subtipo mesenquimal de Verhaak

MGMT: O6-Metilguanina-DNA-metiltransferasa (gen)

MGMT: Proteina codificada por el gen MGMT

Mixed: Glioblastoma tipo mixto de Motomura

MSP: PCR especifica de metilacion (del inglés Methylation-Specific PCR)
NEU: Glioblastoma subtipo neural

NEU-Vk: Glioblastoma subtipo neural de Verhaak

Oll: Oligodendroglioma grado Il de malignidad de la OMS

Olll: Oligodendroglioma anaplasico (grado Ill de malignidad de la OMS)
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OA: Oligoastrocitoma

OAIl: Oligoastrocitoma grado |l de malignidad de la OMS

OAlll: Oligoastrocitoma anaplasico (grado Il de malignidad de la OMS)

OD: Oligodendroglioma

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OPC: Glioblastoma tipo precursor del oligodendrocito de Motomura (del inglés
Oligodendrocyte Precursor)

p53: Proteina codificada por el gen TP53

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction)

PDGFRA: Receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas A (del inglés Platelet
Derived Growth Factor Receptor Alpha) (gen)

PDGFRA: Proteina codificada por el gen PDGFRA

PDGFRAa: Amplificacion de PDGFRA, PDGFRA amplificado

PEG: Perfiles de expresién génica

pGB: Glioblastoma primario

PGFA: Proteina glial fibrilar acida

PH: Patrén histolégico

PH-A: Patrén histolégico tipo A

PH-B: Patrén histolégico tipo B

PH-C: Patron histoldgico tipo C

PH-D: Patrén histolégico tipo D

pPMGMT: Promotor de MGMT

pPMGMTmet: Metilacién del promotor de MGMT, promotor de MGMT metilado

pMGMTnomet: Ausencia de metilacion del promotor MGMT, promotor de MGMT no
metilado

PMV: Proliferacion microvascular

PRL-Ph: Glioblastoma subtipo proliferativo de Phillips

PRN: Glioblastoma subtipo proneural

PRN-Ph: Glioblastoma subtipo proneural de Phillips

PRN-Vk: Glioblastoma subtipo proneural de Verhaak

PsP: Pseudoprogresion

PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (del inglés Phosphatase and Tensin
homolog) (gen)

PTEN: Proteina codificada por el gen PTEN

PTENm: Mutacién de PTEN

PTERT: Promotor de TERT

PTERTm: Mutacion del promotor de TERT, promotor de TERT mutado
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gPCR: PCR cuantitativa

QT: Quimioterapia

RB: Retinoblastoma

RMN: Resonancia magnética nuclear

RPA: Analisis de particiones recursivas (del inglés Recursive Partitioning Analysis)

RT: Radioterapia

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con trascripcion reversa (del inglés Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)

RTK: Receptores de las tirosin-cinasas

SG: Supervivencia global

sGB: Glioblastoma secundario

SINA: Sinaptofisina

SLP: Supervivencia libre de progresion

SNC: Sistema nervioso central

TCGA: Del inglés The Cancer Genome Atlas

TERT: Telomerasa transcriptasa reversa (del inglés Telomerase Reverse Transcriptase)
(gen)

TERT: Proteina codificada por el gen TERT

TMA: Micromatriz de tejido, matriz de tejido

TMZ: Temozolomida

TP53m: Mutacion de TP53, TP53 mutado

VIM: Vimentina

XAP: Xantoastrocitoma pleomorfo
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Introduccion

I. Introduccion






I.1. Glioblastoma: caracteristicas morfolégicas y clinicas

1.1.1. Definicién y frecuencia del GB

Los gliomas son tumores primarios del sistema nervioso central (SNC) que remedan a la
glia. Segun el grado de infiltracion del parénquima cerebral circundante se distinguen dos
grandes grupos de gliomas: los gliomas infiltrantes o difusos (Gl), que infiltran el tejido
cerebral vecino sano de manera difusa, y los gliomas bien delimitados o circunscritos, que
lo hacen de una manera mas limitada. Los Gl son, en la gran mayoria de los casos,
irresecables y su historia natural viene marcada por la recidiva tumoral. Ademas, los gliomas
de menor grado de malignidad tienden a progresar a un grado mayor de malignidad (Burger
2007, Sahm 2012, Wesseling 2011).

Los GI constituyen, en la poblacion adulta y como conjunto, la segunda neoplasia primaria
del SNC en frecuencia (siendo la primera el meningioma). En el SNC representan el 28% de

todos los tumores primarios y el 80% de los tumores primarios malignos (Ostrom 2014).

Los Gl se han clasificado tradicionalmente en tres tipos histoldgicos (astrocitomas,
oligodendrogliomas y oligoastrocitomas) teniendo en cuenta la célula glial normal a la que
remeda la célula neoplasica (astrocitos, oligodendrocitos, o ambos, respectivamente). Para
cada tipo histoldgico, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), organismo que lidera la
clasificacion histologica de todas las neoplasias humanas, asigna un grado de malignidad
que va del Il (no existen Gl de grado ) al IV, de menor a mayor agresividad. Asi, y durante
décadas, entre los Gl se han distinguido el astrocitoma difuso (grado Il de malignidad) (All),
el astrocitoma anaplasico (grado Ill de malignidad) (Alll), el oligodendroglioma (grado Il de
malignidad) (Oll), el oligodendroglioma anaplasico (grado Ill de malignidad) (Olll), el
oligoastrocitoma (grado Il de malignidad) (OAIl) y el oligoastrocitoma anaplasico (grado Il
de malignidad) (OAIlIll). El glioblastoma (GB) corresponde al astrocitoma infiltrante grado IV
de malignidad. También se ha aplicado el término GB (concretamente como GB con
componente oligodendroglial) al oligoastrocitoma grado IV de malignidad. No existen

tumores oligodendrogliales puros con un grado IV de malignidad (Louis 2007).

La nueva clasificacion de los tumores del SNC de la OMS, aparecida en 2016 (Louis 2016),
ha supuesto un cambio importante en el abordaje del diagndstico de los tumores del SNC.
Bajo el concepto de un diagndstico integrado, y en un intento de alcanzar una mayor

objetividad, algunos tumores del SNC se definen ya no sélo por su fenotipo (su aspecto al
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microscopio) sino también por su genotipo (sus alteraciones moleculares). Si nos referimos
concretamente a los Gl, las principales aportaciones de esta nueva clasificacién han sido: 1)
la practica desaparicién del grupo de los oligoastrocitomas (OA) como entidad; 2) la
incorporacioén de un grupo nuevo de Gl denominado “glioma difuso de la linea media con
mutacion H3 K27M”; y 3) el estudio de las mutaciones de los genes IDH (IDH1'y IDH?2), de
las mutaciones de ATRX y de la codelecion de 1p/19q para la catalogacion diagnédstica
definitiva de la lesidon tumoral (ver mas adelante). De este modo, la actual clasificacion de la
OMS 2016 distingue, dentro de los astrocitomas infiltrantes, el All y el Alll con mutacion de
IDH (All-IDHm y Alll-IDHm) y el All y el Alll sin mutacion de IDH (All-IDHwt y Alll-IDHwt, del
inglés wild type). Las mutaciones de ATRX (ATRXm)y de TP53 (TP53m) son caracteristicas
propias, aunque no necesarias para el diagnéstico de estirpe astrocitaria en un Gl. Para el
diagnéstico de Oll y Olll se requiere la presencia de mutacion en IDH (IDHm) y la codelecion
de 1p/19q. El grupo de los OA, como se ha mencionado anteriormente, desapareceria en su
practica totalidad y los tumores antes englobados bajo este concepto se reclasifican como
astrocitomas difusos (AD) u oligodendrogliomas (OD), en funciéon de las alteraciones
moleculares detalladas arriba. La OMS contempla la posibilidad de casos donde el estudio
molecular no pueda llevarse a cabo (por no disponer, por ejemplo, de suficiente material
tisular) y propone realizar el diagndstico morfolégico clasico en esas situaciones,
mencionando esta eventualidad como NOS (del inglés Not Otherwise Specified) (ej. All,
NOS). En los casos donde el aspecto morfoldgico y el perfil molecular no concuerden, el
diagnostico se realizara en base a los datos moleculares, aunque no todos los componentes
del grupo de expertos de la OMS secundarian esta decisidon (comunicacién personal del Dr
Wesseling). En el caso concreto del GB (que sigue correspondiendo a un AD grado IV de
malignidad), la nueva clasificacién de la OMS 2016 establece dos grupos claramente
diferentes que, al igual que el resto de los AD, se denominan GB con mutacion de IDH (GB-

IDHm) y GB sin mutacién de /IDH (GB-IDHwt) (Figura 1) (Louis 2016).

En el SNC el GB, en su conjunto, representa el 15% de todos los tumores primarios y el 45%

de los tumores primarios malignos en la poblacion adulta (Ostrom 2014).

22



Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant 9400/3
Gemistocytic astrocytoma, IDH-mutant 9411/3
Diffuse astrocytoma, IDH-wildtype 9400/3
Diffuse astrocytoma, NOS 9400/3
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant 9401/3
Anaplastic astrocytoma, IDH-wildtype 9401/3
Anaplastic astrocytoma, NOS 9401/3
Glioblastoma, IDH-wildtype 9440/3
Giant cell glioblastoma 9441/3
Gliosarcoma 9442/3 . . . L
Epithelioid glioblastoma 9440/3 Figura 1: Clasificacién actual de
Glioblastoma, IDH-mutant 9445/3* los gliomas infiltrantes en gliomas
Glioblastoma, NOS 9440/3 IDHm y IDHwt. En la nueva
Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant 9385/3* clasificacion de la OMS, los
astrocitomas difusos y los
Oligodendroglioma, IDH-mutant and oligodendrogliomas se agrupan
1p/19g-codeleted 9450/3 , ,
Oligodendroglioma, NOS 9450/3 en una misma categoria

diagndstica, a diferencia de lo

Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant que ocurria en las clasificaciones

and 1p/19g-codeleted 9451/3 i
Anaplastic oligodendroglioma, NOS 9451/3 anteriores, donde los tumores se
agrupaban por tipo histolégico
Oligoastrocytoma, NOS 9382/3 Louis 2016
Anaplastic oligoastrocytormma, NOS 9382/3 ( )

1.1.2. Caracteristicas histopatolégicas del GB

El ahora denominado GB ha sido conocido durante muchos afos como GB multiforme y, de
hecho, muchos autores todavia lo denominan asi. El término de GB multiforme fue acufiado
por Mallory en 1914 (Mallory 1914) y adaptado como parte del Iéxico neuropatoldgico por
Bailey y Cushing en 1926 (Bailey 1926). Su nombre hace referencia al aspecto macroscépico
e histologico heterogéneo de la lesion, que, incluso en un mismo caso, puede mostrar varios

patrones morfoldgicos.

En su forma mas clasica, el GB se encuentra constituido por una poblacion heterogénea de
astrocitos neoplasicos de aspecto fibrilar y gemistocitico, con atipia nuclear, pleomorfismo y
actividad mitética. ElI componente fibrilar muestra ndcleos alargados, irregulares e
hipercromaticos, escaso citoplasma y procesos que forman una matriz laxa. Las células
gemistociticas presentan, tipicamente, un citoplasma amplio y eosindfilo, procesos escasos
y cortos y un nucleo excéntrico. En muchas ocasiones se observan células gigantes
multinucleadas (CGM) que, a pesar de su apariencia maligna, probablemente corresponden

a cambios celulares regresivos (Miller 2007).

Independientemente del componente neoplasico mas o menos heterogéneo, lo que define

histolégicamente al GB es o bien la presencia de proliferacion microvascular (PMV)
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acompafante, o bien la presencia de necrosis, o ambas a la vez, siempre en el contexto de
una neoplasia astrocitaria infiltrante. La PMV se define como la proliferacién de células
endoteliales y perivasculares formando agregados que simulan un glomérulo renal (de ahi
el nombre a veces empleado de proliferacién vascular glomeruloide). Otra forma menos
comun de PMV es la proliferacion en forma de células endoteliales hipertréficas en vasos de
mediano calibre (Louis 2016). La necrosis se ha diferenciado histéricamente en necrosis de
tipo infarto y necrosis con empalizada nuclear (denominada anteriormente necrosis con
pseudoempalizada), donde las células neoplasicas se disponen agrupadas en torno a un
centro necrético, con el nucleo orientado en sentido perpendicular al mismo. En el GB con

necrosis se puede observar uno o los dos patrones descritos a la vez (Figura 2) (Perry 2010).

Al igual que el resto de astrocitomas, el GB muestra, a nivel inmunohistoquimico (IHQ),
positividad variable para marcadores tales como proteina glial fibrilar acida (PGFA), Olig2 y
proteina S100. El indice de proliferacion celular (o indice de Ki67) es muy variable y se
encuentra en torno al 15-20%. Muchos de los GB-IDHm son inmunopositivos con el
anticuerpo anti-IDH1-R132H, que reconoce la forma mutada p.R132H de la proteina IDH1,

la forma mas frecuente de IDHm (ver mas adelante).

Figura 2: Imagen histolégica caracteristica de un glioblastoma. Se observa una proliferacion
astrocitaria de caracteristicas neoplasicas con proliferacion microvascular (flecha fina) y necrosis con
empalizada nuclear (flecha gruesa)
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1.1.3. Tipos de GB

Los GB se han clasificado clasicamente en GB secundarios y GB primarios, segun deriven
de la progresion o no de un glioma previo de menor grado. Ademas, existen diferentes
variantes morfolégicas y patrones histolégicos de GB que conviene conocer (Louis 2007 y
Louis 2016).

1.1.3.1. GB primarios y secundarios: GB-IDHwt y GB-IDHm

La mayoria de los GB se originan de novo, es decir, debutan clinica y radiolégicamente con
un grado IV de malignidad. Son los conocidos como GB primarios (pGB, o GB tipo 2). No
obstante, existe un pequefio grupo de GB, que representaria segun las diferentes series
alrededor del 5% del total de los casos, en el que el GB se desarrolla como progresién de
un AD previo de menor grado (Il o Ill). A estos GB se los denomina GB secundarios, GB
progresivos o GB tipo 1 (sGB). La definicién de sGB es, pues, un GB que se ha desarrollado
en un paciente donde existe evidencia anatomopatoldgica o radiolégica de una lesion previa
de menor grado. Los sGB aparecen en edades mas tempranas (mediana de edad de 45
anos frente a 62 afos para los pGB) y muestran una supervivencia superior (7,8 meses

frente 4,7 meses, en las series mas antiguas) (Ohgaki 2004).

Muchos son los estudios que han descrito la existencia de diferencias a nivel molecular entre
estos dos grupos de GB. Tradicionalmente, se han descrito como caracteristicas propias de
los pGB la amplificacion de EGFR (EGFRa) y las mutaciones de PTEN (PTENm), mientras
que los sGB se caracterizan por TP53m (ver mas adelante) (Ohgaki 2007). De todos modos,
estos patrones moleculares no permiten separar claramente los dos tipos de GB. Tampoco
existen diferencias a nivel histolégico entre los pGB y los sGB vy, por tanto, hasta hace
relativamente poco el unico criterio diferencial ha sido la evidencia o no de una lesién previa

de menor grado.

En la actualidad, con la segregacion del GB en GB-IDHm y GB-IDHwt, la clasificacion de los
GB en pGB y sGB ha quedado desplazada, pues los sGB se corresponderian, en su mayoria,
con los GB-IDHm y los pGB con los GB-IDHwt. De esta forma, las caracteristicas clinicas y
moleculares que antes mencionabamos para los sGB y los pGB son, en rasgos generales,
aplicables a los GB-IDHm y los GB-IDHwt, respectivamente (Tabla 1). Con esta nueva
definicién de sGB (como GB-IDHm) su frecuencia ascenderia al 10% del total de los casos
de GB (frente al 5% descrito con anterioridad) (Ohgaki 2013).

25



GB-IDHwt GB-IDHm

Sinénimo GB primario GB secundario
Lesion precursora No identificable All, Alll
Proporcion de GB 90% 10%
Edad mediana al diagnéstico 62 afos 44 afios
Relacion hombre/mujer 1,42/1 1,05/1
Tiempo de historia clinica 4 meses 15 meses
Supervivencia (mediana) 15 meses 31 meses
Localizacion Supratentorial  Preferentemente frontal
Necrosis Extensa Limitada
PTERTmM 72% 26%
TP53m 27% 81%
ATRXm Excepcional 71%
EGFRa 35% Excepcional
PTENm 24% Excepcional

Tabla 1: Principales caracteristicas de los GB-IDHwt y los GB-IDHm. (pTERTm: mutacion del
promotor de TERT, TP53m: mutacién de TP53; ATRXm: mutacion de ATRX; EGFRa: amplificacién
de EGFR; PTENm: mutacién de PTEN) (adaptado de Louis 2016)

Los GB-IDHm son GB que acontecen en pacientes mas jovenes, que afectan
preferentemente I6bulos frontales y que muestran un prondstico significativamente mejor al
resto de GB (Louis 2016). Morfolégicamente son indistinguibles de los GB-IDHwt, aunque
los GB-IDHm suelen tener menos necrosis y presentan, con mayor frecuencia, un
componente de aspecto oligodendroglial (Nobusawa 2009). Bajo el punto de vista molecular,
los GB-IDHm se caracterizan por una alta frecuencia de TP53m y ATRXm, a diferencia de
los GB-IDHwt, que muestran EGFRa, PTENm, mutacion del promotor de TERT (pTERTm)
y pérdida completa del cromosoma 10 (Louis 2016). Mas del 90% de los GB-IDHm
corresponden al subtipo transcriptémico proneural (Verhaak 2010). Ademas, los GB-IDHm
muestran un fenotipo hipermetilador, comun a todas las neoplasias con IDHm (Noushmehr

2010) (los aspectos moleculares de los GB se trataran con mas detalle con posterioridad).
1.1.3.2. Variantes y patrones histologicos de GB

La actual clasificacion de la OMS reconoce, ademas de las dos entidades de GB (GB-IDHm
y GB-IDHwt), tres variantes morfologicas que se engloban dentro de los GB-IDHwt: el GB de

células gigantes, el gliosarcoma y el GB epitelioide. Existen, ademas, otros muchos patrones

histolégicos que no se incluyen como variantes en la clasificacion actual, como el GB de
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células pequenas, el GB con componente oligodendroglial, o el GB con metaplasia epitelial,

entre otros.

1.1.3.2.1. GB de células gigantes

El GB de células gigantes (GBCG) representa menos del 1% de los GB. Constituye una
entidad clinico-patoldgica que se caracteriza histolégicamente por un numeroso componente
de CGM bizarras, un componente de células astrocitarias de menor tamano, fusiformes y
sincitiales, y una rica trama de fibras de reticulina (Figura 4a). Desde el punto de vista
radioldgico son tumores bien delimitados y superficiales que asientan, en la mayoria de los
casos, en los I6bulos temporales o parietales, por lo que la reseccion quirurgica suele ser
extensa, y acontecen preferiblemente en poblacion joven (media de edad de 51 afios) (Louis
2016). Es probablemente por todo ello que en algunos estudios el GBCG parece tener un
mejor prondstico que el GB tipo convencional (Kozak 2009). Los analisis moleculares de este
tipo de GB revelan, ademas de la ausencia de IDHm, una alta tasa de TP53m y de PTENm

y una baja frecuencia de EGFRa (Louis 2016).

1.1.3.2.2. Gliosarcoma

El gliosarcoma (GS) representa un 2% de los GB y puede aparecer como una lesion de novo
o tras la recurrencia (habitualmente después de tratamiento con radioterapia). El GS
corresponde también a una entidad clinico-patologica caracterizada histolégicamente por un
patron de crecimiento bifasico, con un componente glial y un componente mesenquimal de
origen metaplasico, ambos de naturaleza maligna. El componente glial puede presentar
cualquiera de los patrones del GB. El componente sarcomatoso presenta una morfologia
muy variada con diferenciacién fibroblastica, cartilaginosa, ésea, muscular o adiposa (Han
2010). En todos los casos, en estas areas mesenquimales se observa una pérdida en la
expresion de PGFA y un marcado depésito de matriz extracelular evidente con la tincién de
reticulina que contrasta con el patrén pobre en reticulina e inmunopositivo para PGFA del
componente glial (Figura 3). Desde el punto de vista radiolégico son tumores bien
delimitados y superficiales que asientan, en la mayoria de los casos, en los Iébulos
temporales (Louis 2016). Aunque algunas series atribuyen al GS un prondstico mas
favorable (Lutterbach 2001), la gran mayoria de los estudios no encuentran diferencias en
supervivencia entre éstos y el resto de GB (Louis 2016). Bajo el punto de vista molecular,
son GB-IDHwt en los que se ha descrito una menor frecuencia de metilacién del promotor

de MGMT (pMGMTmet) y de EGFRa cuando se comparan con el grupo general de GB (Lee
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2012). Ademas, los GS se caracterizan por PTENm y TP53m y por deleciones en CDKN2A
(Louis 2016).

Componente glial Componente sarcomatoso

Reticulina

PGFA

|,/ VIR AR

Figura 3: Imagen histolégica de las diferentes variantes de GB. Gliosarcoma. En la imagen se
muestran las dos areas diferenciadas del tumor: un componente glial, con negatividad para reticulina
y positividad para PGFA, y un segundo componente sarcomatoso, rico en fibras de reticulina y
negativo para PGFA

1.1.3.2.3. GB epitelioide

El GB epitelioide (GBE) es una variante de GB-IDHwt que ha sido introducida por primera
vez en la reciente actualizacién de la clasificacion de la OMS de 2016. Se define como un
AD de alto grado (con actividad mitética, necrosis y PMV) caracterizado por una poblacion
tumoral de aspecto uniforme, con células epitelioides y discohesivas, que muestran un
crecimiento en sabana. Estas células tienen una membrana celular bien definida, un
citoplasma eosindfilo, escasos procesos celulares y un nucleo lateralizado (Figura 4b) (Louis
2016). Este tipo de lesiones afectan con mas frecuencia a adultos jévenes y nifios y muestran
una elevada tendencia a la diseminacién leptomeningea, presente hasta en un tercio de los
casos (Momota 2011). Los pacientes con GBE presentan un peor pronostico que los que
sufren cualquier otro tipo de GB (supervivencia media de 6,3 meses) (Louis 2016). El GBE
puede coexistir con un xantoastrocitoma pleomorfo (XAP), que es un tumor astrocitario del
grupo de los denominados gliomas bien circunscritos. Bajo el punto de vista molecular, hasta
el 50% de los GBE presentan la mutacion V600 de BRAF (Kleinschmidt-DeMasters 2013),
de modo similar a lo que sucede en el XAP. Se ha descrito la presencia de EGFRa, delecion
de CDKNZ2A y pérdida de PTEN en algunos casos de GBE (Broniscer 2014).
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Figura 4: Imagen histolégica de las diferentes variantes de GB. (a) GB de células gigantes (b) GB
epitelioide

1.1.3.2.4. Patrones de GB

A diferencia de las variantes, los patrones de GB no son entidades clinico-patoldgicas
definidas, con diferente prondstico o presentacion clinica, sino que constituyen meras

variaciones en el aspecto histolégico del tumor.

El GB de células pequenas (GBCP) es un patrén morfolégico que se observa en
aproximadamente el 10% de los casos de GB. Las caracteristicas histologicas propias de
este tipo de GB son su citologia de apariencia benigna y su marcada actividad proliferativa.
Las células neoplasicas son monoétonas, con un citoplasma dificilmente discernible y un
nucleo oval, pequefo y con poca hipercromasia. Son frecuentes la presencia de halos claros
perinucleares y una vasculatura delicada, en “red de gallinero”, caracteristicas histoldgicas
que se observan también en los tumores oligodendrogliales. Ademas, pueden presentar
microcalcificaciones, de igual modo que los OD (Figura 5a). La designaciéon de GBCP se
aplica a aquellos tumores donde este patron se observa de manera predominante segun la
OMS (Louis 2016), o en mas del 80% del tumor o de forma pura segun algunos autores. No
obstante, hasta el 11%-36% de los GB muestran focos de células pequefas que no
alcanzarian esta proporcion (Burger 2001, Perry 2004). La importancia principal de este
patrén estriba en su similitud con el Olll. El estudio de la codelecién de 1p/19q, presente
hasta en el 80% de los Olll y ausente, por definicién, en el GB, asi como la determinacion
de EGFRa, descrita hasta en el 83% de los casos de GBCP y ausente en los Olll, constituyen

herramientas diagndsticas de gran utilidad en este contexto (Perry 2004).
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El GB con componente oligodendroglial (GBCQO) constituyé un nuevo patrén de GB
introducido por primera vez en la clasificacion de la OMS del afio 2007. Correspondia a dos
situaciones diferentes: a un OAIlll con necrosis y a un GB con ocasionales focos de aspecto
oligodendroglial (Louis 2007) (Figura 5b). La inclusion de esta entidad en la clasificacion de
la OMS se baso6 en los resultados de dos estudios diferentes en los que se mostraba que
estos casos presentan un pronéstico a medio camino entre el OAlll y el GB (Miller 2006, van
den Bent 2006). Algunos trabajos aparecidos recientemente demuestran que, desde el punto
de vista molecular, los GBCO corresponden a un grupo heterogéneo de lesiones en el que
se habrian incluido casos de Olll y de GB. Estos trabajos proponen una clasificacion de los
GBCO (y de todos los gliomas de alto grado en general) basada en la determinacién de la
IDHm y la codelecién de 1p/19q, distinguiendo tres grupos moleculares con diferente
pronéstico: los casos con codelecion de 1p/19q (los de mejor pronéstico, que segun la nueva
clasificacion de 2016 corresponderian a Olll), los casos con IDHm sin codelecion (los ahora
denominados GB-IDHm) y los casos no mutados (los de peor prondstico, o GB-IDHwt)
(Figarella-Branger 2015, Sahm 2014). De este modo, el GBCO ha desaparecido de la
terminologia actual junto con el grupo de los OA, y asi se refleja en la nueva clasificaciéon de
la OMS.

Algunos GB pueden mostrar focos de metaplasia epitelial (GBME), en forma de
diferenciacion escamosa o glandular, con disminucion de la expresién de PGFA en este
componente y adquisicion de la expresion de marcadores epiteliales (citoqueratinas) (Figura
5c¢). Este hecho es mas frecuente entre los GS. A nivel molecular, los GBME muestran una
elevada frecuencia de deleciones de CDKN2A (Rodriguez 2008).

Por ultimo, la nueva clasificacion de la OMS reconoce la denominada gliomatosis cerebri

(incluida en la clasificacion de 2007 como una entidad diagndstica) como un simple patrén

de crecimiento del GB o, incluso, de Gl de menor grado (Louis 2016).
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Figura 5: Imagen histolégica de los diferentes patrones de GB. (a) GB de células pequenas. (b) GB
con componente oligodendroglial. (c) GB con metaplasia epitelial e inmunopositividad para
citoqueratinas (d)

1.1.3.2.5. Glioma difuso de la linea media con mutacién H3 K27M

El glioma difuso de la linea media con mutaciéon H3 K27M (GDLM) es una nueva entidad

dentro de los Gl, introducida por primera vez en la clasificacion de la OMS en el afio 2016.

La OMS la define como un Gl de alto grado (por definicién corresponde a un grado IV de

malignidad), que ocupa la linea media (el tronco del encéfalo, talamo o médula espinal), de
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diferenciacion predominantemente astrocitaria y con mutacion K27M en los genes H3F3A o
HIST1H3B/C (Louis 2016).

El GDLM es mas frecuente entre la poblacion pediatrica, aunque también puede observarse
en adultos y, en algunos casos, en otras localizaciones, tales como la region pineal o el
hipotdlamo (Solomon 2016). La entidad anteriormente conocida como glioma pontino

intrinseco difuso se englobaria ahora en este grupo de lesiones (Buczkowicz 2015).

El aspecto histologico del GDLM es muy variable e incluye lesiones con poca celularidad y
ausencia de mitosis, PMV o necrosis y lesiones con la morfologia tipica de un GB (Louis
2016). En todos los casos se observa una mutacién K27M afectando a H3.3 (codificada por
H3F3A) o a H3.1 (codificada por HIST1H3B o HIST1H3C) como rasgo que define la entidad.
Esta mutacion puede detectarse mediante estudio IHQ con un anticuerpo especifico para la
proteina mutada. La mayor parte de los casos de GDLM son inmunopositivos para p53 y

muestran pérdida de la expresion proteica de ATRX (Solomon 2016).

1.1.4. Caracteristicas clinicas y radiologicas del GB

Como en muchas otras lesiones que afectan al SNC, la presentacion clinica de los GB varia
segun la localizacién de la lesion. Los AD, como grupo, asientan frecuentemente en los
hemisferios cerebrales. En el caso de los GB éstos muestran una especial predileccion por
los lobulos temporales, frontales y parietales y es muy caracteristica la afectacion
frontotemporal. Los GB-IDHwt muestran una distribucién anatomica muy variada, mientras
que los GB-IDHm asientan con mayor frecuencia en los lobulos frontales (Lai 2011). En
conjunto, los GB suelen estar centrados en la sustancia blanca subcortical y tienen una gran
tendencia a infiltrar el cortex cerebral suprayacente, estructuras profundas y, en ocasiones,
el hemisferio contralateral. Hasta el 2,4% de GB son multifocales desde el punto de vista
histolégico (Batzdorf 1963).

Los GB pueden afectar a pacientes de todas las edades, aunque son mas frecuentes en la
poblacion adulta, con un pico de incidencia entre los 75 y los 84 afos y una mediana de
edad de 64 afos. La relacion hombre/mujer se sitia en torno a 1,6 (Ostrom 2014). En los
casos de GB-IDHm, la edad mediana de presentacion se sitia en torno a los 44 afos y la

relacion hombre/mujer es de 1,05 (Nobusawa 2009).

32



Los sintomas mas frecuentes son la aparicion de crisis comiciales, alteraciones en el
comportamiento, déficits motores y sintomas secundarios al aumento de la presion
intracraneal. En el caso del GB, como constituye un tumor de alto grado con una alta tasa
de crecimiento, la historia clinica suele ser de corto tiempo de evolucion (aproximadamente

4 meses) y rapidamente progresiva, particularmente en los GB-IDHwt (Ohgaki 2007).

El aspecto en la resonancia magnética nuclear (RMN) del GB es el de una lesién infiltrante
en secuencias T2-FLAIR, donde la hiperintensidad refleja la presencia de edema vasogénico
generado en respuesta a la infiltracion del parénquima cerebral por las células tumorales. A
este componente infiltrativo se afiade, en el caso de los astrocitomas de alto grado (llI-1V),
una captacion tras la administracion de contraste que en el GB puede ser en anillo, donde
el centro del anillo es una porcién de baja densidad que se corresponde con el centro
necrotico de la lesion. La periferia del anillo, en cambio, es la parte que capta contraste y
corresponde al frente tumoral viable, con marcada vascularizacion y disrupcion de la barrera
hematoencefalica. Si el GB atraviesa el cuerpo calloso, la imagen radiolégica de la afectacion
de los centros semiovales provoca la conocida “imagen en mariposa”. Ademas de la lesién
en si, las pruebas de imagen suelen revelar signos secundarios al efecto masa que la
tumoracién provoca en el parénquima cerebral, tales como el desplazamiento de la linea
media, la compresion ventricular o el borramiento de los surcos (Perry 2010). La RMN
constituye también la prueba de imagen de eleccion para la valoracion de la respuesta al
tratamiento (Wen 2010). Algunas técnicas mas sofisticadas, como la espectroscopia o las
secuencias de difusion y perfusion, asi como la tomografia por emision de positrones (PET)
con aminoacidos, pueden ayudar en el diagndstico diferencial (DD) radiolégico del GB con
gliomas de bajo grado o con otro tipo de lesiones como abscesos, metastasis o linfomas
(Pope 2016).

1.1.5. Pronéstico y tratamiento del GB

Por su naturaleza infiltrativa, los Gl en general, y el GB en particular, son tumores
irresecables, en los que la progresion a un grado mayor de malignidad (en los casos de
gliomas de grado Il y lll) y la recidiva tumoral tras la cirugia y el tratamiento adyuvante son
la regla. Asi, pues, el GB se considera una neoplasia incurable, con una supervivencia
mediana de 15 meses tras el tratamiento estandar (ver mas adelante) (Stupp 2009). Muchos
tumores responden mal al tratamiento convencional y aquellos en los que se consigue un
control de la enfermedad a menudo no gozan de una respuesta duradera. No obstante, hasta

el 5% de los pacientes con GB estan vivos a los 5 afios (Ostrom 2014).
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En cuanto al pronéstico, son factores pronésticos clinicos reconocidos para los gliomas de
alto grado (grados Ill y IV) la edad, el estado general (medido con el indice de Karnofsky o
KPS, con la puntuacién en la escala disefiada por el Eastern Cooperative Oncology Group
o0 ECOG, o con el estado general segun la escala de la OMS o WHO-PS, del inglés World
Heath Organization Performance Status), el estado cognitivo (MMSE, del inglés Minimental
Status) y la radicalidad de la cirugia. En base a estos y otros factores (como el tiempo
transcurrido entre el inicio de los sintomas y el diagnostico, el grado de malignidad Il o IV y
la dosis de radioterapia recibida) se cred una clasificacion prondstica (que vendria a sustituir
a los métodos de estadificacion clasicos que se aplican a las neoplasias de otros drganos)
denominada RPA (del inglés Recursive Partitioning Analysis) (Curran 1993) que permite
comparar los resultados obtenidos con los diversos esquemas de tratamiento utilizados en
los diferentes estudios. Esta clasificacion ha sido modificada con posterioridad (RPA-
EORTC) y validada para el tratamiento estandar con radioterapia y temozolomida
(Mirimanoff 2006). Para los pacientes con GB se reconocen 3 clases diferentes (lll, IV y V),

como se indica en el esquema adjunto (Tabla 2).

Clase RPA-EORTC Definicion

e Edad inferior a 50a
e WHO-PS=0

e Edad inferior a 50a
e WHO-PS=162

o bien
v
e Edad igual o superior a 50a
e Reseccion quirdrgica completa o parcial
e MMSE igual o superior a 27
v e Edad igual o superior a 50a

e MMSE inferior a 27 6 biopsia

Tabla 2: Grupos prondsticos de GB segun la escala RPA-EORTC. En la tabla se detallan los factores
prondstico incluidos en la clasificacion RPA-EORTC y validados para casos de GB con tratamiento
estandar. Los casos de GB pueden corresponder a una clase lll, IV o V de la RPA-EORTC (segtn la
combinacién de los diferentes factores prondsticos). Las clases | y Il se reservan para los gliomas de
grado Ill (WHO-PS: estado general; MMSE: estado cognitivo)

No existen factores morfologicos establecidos que permitan predecir diferencias en el
pronéstico del GB, aunque algunos autores han descrito la presencia de necrosis como un

factor de mal pronéstico (Homma 2006).
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En relacion a los factores moleculares, y aunque existen muchos trabajos en la literatura que
proponen un gran numero de marcadores, los uUnicos factores con reconocida utilidad
prondstica en el GB son el estado de la metilaciéon del promotor de MGMT (obMGMTmet) y la
IDHm (Berghoff 2013). Algunos trabajos apuntan que el indice de proliferacién celular (Ki67)
y la pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 10 constituirian, también, factores

prondsticos en el GB, aunque de menor peso (Thuy 2015).

El tratamiento del GB a dia de hoy incluye la cirugia, con la reseccion tumoral maxima
posible. En los casos irresecables debe obtenerse al menos una muestra del tumor para el

diagnéstico histologico definitivo (Stupp 2014).

Tras la cirugia, el tratamiento estandar en pacientes de hasta 70 afos de edad (y también
en pacientes de mas de 70 afos con un buen estado general) es, desde el afio 2005,
radioterapia (RT) con temozolomida (TMZ) concomitante y adyuvante (Stupp 2005, Stupp
2009). La pMGMTmet constituye, ademas de un factor de buen prondstico, un marcador
predictivo de respuesta a la TMZ. Aun asi, los pacientes sin metilacién del promotor de
MGMT (pMGMTnomet), ante la ausencia de una opcién terapéutica mejor, son tratados con
esta misma pauta (Hegi 2005). En los ancianos (considerados segun diferentes grupos como
aquellos pacientes mayores de 65 o 70 afios), si su estado general no permite el tratamiento
combinado con RT y TMZ, se recomienda tratamiento unicamente con RT en aquellos
pacientes con pMGMTnomet y tratamiento con TMZ en los casos con pMGMTmet (Weller
2014).

I.2. Principales alteraciones moleculares en GB

En los ultimos afios hemos asistido a un gran progreso en el conocimiento de las alteraciones
moleculares que subyacen al origen y la progresién de los gliomas. Prueba de ello es la
clasificacion de la OMS 2016 que, como ya se ha mencionado, integra el genotipo de los

tumores en el diagndstico de los Gl.

En este apartado se detallaran, primero, las alteraciones moleculares en el conjunto de los
Gl para abordar después, y con mas detenimiento, aquellas que son mas frecuentes en el
grupo de los GB.
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1.2.1. Principales alteraciones moleculares en el conjunto de los gliomas infiltrantes

En la Figura 6 se muestra un esquema del estado actual de la situacién que, aunque
simplificado, puede servir, a modo de referencia, para lo que a partir de ahora se expondra.

Célula precursora | | Célula precursora |

y

| Mutacion de IDH1/IDH2 |
Amplificacion: =

EGFR, CDK4, MDM2, CDKG, m‘;‘;g‘r‘] ‘;Z ‘;;2)3( |

CCDN1/3, MDM4, PDGFRA Mutacion del pTERT

Mutacion de CIC y FUBP1
Delecion: 1

Codelecion de 1p/19q

CDKN2A/B, RB1
Pérdida de 10g (monosomia)

| Astrocitoma difuso (Al) | | Oligodendroglioma (OI1) |
Mutacion:
EGFR, TP53, PTEN, pTERT l l
| Astrocitoma anaplasico (Alll) | Oligodendroglioma
T anaplasico (Olll)
| Metilacion del pMGMT | \
|
| GB primario (GB-IDHwt) | | GB secundario (GB-IDHm) ‘

Figura 6: Principales alteraciones moleculares en los diferentes grupos de gliomas infiltrantes.
(pTERT: promotor de TERT, pMGMT: promotor de MGMT)

En esta figura observamos claramente las dos vias de desarrollo del GB: la via de los pGB,
sin IDHm (GB-IDHwt), y la via de los sGB, con IDHm (GB-IDHm).

En este esquema se muestra, también, que las alteraciones moleculares que presentan la
mayoria de los casos de All y Alll (en la actual clasificacién de la OMS considerados como
All-IDHm y Alll-IDHm) pueden verse en casos de GB, pero unicamente en los sGB o GB-
IDHm. Por tanto, aunque pueden estar presentes, estas alteraciones son muy infrecuentes
en el grupo de GB en general, a diferencia de lo que pasa con las alteraciones moleculares
que se observan en el grupo de los pGB o GB-IDHwt, el grupo mayoritario de GB.
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Las alteraciones propias de los OD no se observan en los GB que, por definicién, son
tumores astrocitarios. Estas alteraciones corresponden a la codelecién de 1p/19q y las

mutaciones de CIC y FUBP1 que, por tanto, no se comentaran mas que de manera somera.

No se incluird en el texto ninguna referencia a los gliomas no infiltrantes (también
denominados circunscritos o bien delimitados) como el astrocitoma pilocitico, el astrocitoma
subependimario de células gigantes o el XAP. Estos tumores presentan unas alteraciones
moleculares completamente diferentes a las observadas en los Gl, con afectacién de las
vias de sefalizacion de MAPK y mTOR (Louis 2016).

1.2.1.1. Mutacioén de IDH

Como se constata en la Figura 6, las mutaciones de IDH (IDHm) se observan en los Gl de

todos los tipos histoldgicos y todos los grados de malignidad.

En el afio 2008, Parsons y col describieron, por primera vez, la existencia de mutaciones en
el gen IDH1 (isocitrato deshidrogenasa 1) (IDH1m) en los Gl. En un estudio de secuenciacion
masiva que exploraba el genoma de una serie de GB, estos autores observaron que una
pequeia proporcion de los mismos (18 de los 149 casos) tenian IDH1m, y que esta alteracién
se daba sobre todo en pacientes jévenes y en el grupo de los sGB. Ademas, los casos que
tenian IDH1m presentaban una mayor supervivencia libre de progresiéon (SLP) y una mayor

supervivencia global (SG) (Parsons 2008).

IDH1 es una enzima citosélica implicada en el metabolismo del citrato. La IDH1m reduce la
actividad enzimatica de IDH1. Esta reduccion provoca una disminucion en la produccion de
a-cetoglutarato, reduciendo, asi, la degradacién de HIF-1 y, en consecuencia, promoviendo
el crecimiento tumoral y la angiogénesis. Por otro lado, la reduccion de la actividad
enzimatica de IDH1 aumenta la produccion de D-2-hidroxiglutarato, lo que, en ultima
instancia, altera la metilacion del ADN e induce el denominado perfil hipermetilador de los
gliomas (G-CIMP, del inglés Glioma CpG Island Methylator Phenotype) (ver mas adelante)
(Waitkus 2016) (Figura 7).
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Figura 7: Alteraciones celulares asociadas a la IDHm. En esta imagen se observa el doble
mecanismo oncogénico relacionado con la IDHm: por un lado, la disminucién en la degradacion de
HIF-1y, por otro, la hipermetilacion del ADN (Waitkus 2016)

Entre el 2 y el 5% de los Gl (sobre todo Olll) tiene mutado el gen IDH2 (IDH2m), otra
isoenzima de IDH, en este caso de localizacion mitocondrial. Las IDH1m e IDH2m son

mutuamente excluyentes (Arita 2015).

Las IDHm no son exclusivas de los tumores del SNC. Se han descrito IDHm en el 10-55%
de los casos de condrosarcoma central, colangiocarcinoma intrahepatico, leucemia mieloide
aguda, linfoma T angioinmunoblastico, melanoma maligno y carcinoma anaplasico de
tiroides, entre otros tumores (Ohgaki 2013). Dentro de las neoplasias primarias del SNC, las
IDHm son practicamente exclusivas de los GI, y uUnicamente se han descrito casos
esporadicos de astrocitomas pilociticos, XAP o tumores neuroectodérmicos primitivos
(denominados tumores embrionarios en la clasificacion de la OMS 2016) con estas
alteraciones. Las proliferaciones gliales reactivas tampoco presentan mutaciones de estos
genes (Yan 2009). En el grupo de los Gl, los gliomas grado Il y Ill muestran IDHm con una
elevada frecuencia (70-90%), asi como también los sGB (85%), mientras que esta frecuencia
es baja (5%) en los pGB (Yan 2009).

En los Gl, las IDH1m afectan al codéon 132 y en el 90% de los casos corresponden a la
mutacion p.R132H, en la cual se produce un cambio de aminoacido de una arginina a una
histidina en la proteina (IDH1-R132H). Las IDH2m afectan al codén 172, siendo la mas
frecuente la p.R172K (Yan 2009).
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El estudio de las IDHm se realiza por secuenciacion génica (Sanger o pirosecuenciacion).
No obstante, existen varios anticuerpos comercializados, siendo el mas ampliamente
empleado el anticuerpo que reconoce la proteina IDH1-R132H (la forma mutada mas
frecuente). Este anticuerpo puede utilizarse en tejido incluido en parafina y muestra una
excelente correlacién con la presencia de la mutacidn por secuenciacion (Capper 2009, Kato
2015).

Las IDHm constituyen uno de los eventos moleculares mas iniciales en el desarrollo de los
Gly, como puede observarse en el esquema (Figura 6), se asocian a la codelecion de 1p/19q
y a las mutaciones de CIC y FUBP1 en los OD, y a las TP53m y ATRXm en los tumores
astrocitarios. Como se ha mencionado al comentar los GB-IDHm, las IDHm se asocian
también a la pMGMTmet, al perfil hipermetilador (G-CIMP) y al subtipo proneural de la
clasificacion de los gliomas mediante perfiles de expresién génica (PEG) (ver mas adelante)
(TCGA 2015). En cambio, los casos de GB con EGFRa, PTENm o pTERTm no muestran

practicamente nunca mutaciones de IDH (Huse 2014, Yan 2009).

La determinacion de las IDHm en las lesiones del SNC constituye, a dia de hoy, una
herramienta diagnéstica necesaria para la clasificacion de todo Gl. La OMS obliga a
determinar el estado de /IDH en todos los tipos histologicos y todos los grados de malignidad
y a clasificar el caso como IDHm o IDHwt (Louis 2016) (Figura 1). Para ello, se recomienda
el estudio IHQ con el anticuerpo anti-IDH1-R132H, y, en caso de que éste resulte negativo
o no concluyente, proseguir el estudio con la secuenciaciéon de IDH1y IDH2. Unicamente los
casos en los que en la secuenciacion no se detecten mutaciones podran catalogarse como
GI-IDHwt, con una salvedad: en los casos de GB en pacientes de mas de 55 afios que no
tengan historia de una lesién de menor grado previa (es decir, que no exista sospecha de
un sGB) y que no ocupen la linea media (es decir, que no sean sospechosos de corresponder
a un GDLM) se podra hacer el diagndstico de GB-IDHwt con una tincion para IDH1-R132H

negativa, sin necesidad de secuenciar los genes IDH (Louis 2016).

La determinacién del estado de IDH puede constituir una herramienta de gran utilidad
también en el DD con otros tipos de gliomas (no infiltrantes) o con procesos no tumorales.
Es preciso recordar, sin embargo, que hasta el 10-30% de los casos de glioma de grado Il/11I
y hasta el 90% de los casos de GB pueden no tener IDHm, por lo que la ausencia de

mutaciones no excluye el diagnéstico de GlI.

Las IDHm constituyen un factor de buen prondstico en todos los tipos histolégicos y grados

de malignidad de los Gl (Yan 2009). En el grupo de los gliomas de grado Il, la ausencia de

39



IDHm define un grupo de lesiones que, segun estudios de PEG, comparten alteraciones
moleculares con los GB y presentan un peor prondstico (TCGA 2015). Entre los gliomas de
grado lll la situacién es similar y desde hace tiempo se sabe que, por ejemplo, los Alll-IDHwt
siguen un curso mas agresivo que los GB-IDHm (Hartmann 2010). Este es el principal motivo
por el cual la actual clasificacién de la OMS ha segregado los GIl-IDHwt de los GI-IDHm vy
por el que probablemente en breve se efectuen nuevas actualizaciones que hagan referencia

a la gradacion de los Gl, pues las IDHm podrian constituir un factor de grado (Louis 2016).

Aunque las IDHm no se consideran, a dia de hoy, un factor predictivo de respuesta a
tratamiento, en la actualidad se estan desarrollando inhibidores de IDH1m y vacunas anti-
IDH1m que podrian tener una utilidad terapéutica en los tumores con esta alteracion
molecular (Rohle 2013, Schumacher 2014).

1.2.1.2. Mutacion de ATRX

Las mutaciones de ATRX (ATRXm) se observan de manera practicamente exclusiva en los

gliomas de estirpe astrocitaria con IDHm (Figura 6).

Las ATRXm se describieron por primera vez en tumores neuroendocrinos pancreaticos
(Jiao 2011) y, posteriormente, en astrocitomas (Kannan 2012) y GB en edad pediatrica
(Schwartzentruber 2012).

El gen ATRX (del inglés a-Thalassemia/mental Retardation-syndrome-X-linked), situado en
Xq21.1, codifica una proteina nuclear, ATRX, que ayuda a mantener la integridad del
teléomero durante la sintesis del ADN (Clynes 2013). Las ATRXm se asocian al denominado
alargamiento alternativo de los telomeros (ALT, del inglés Alternative Lengthening of
Telomeres), uno de los mecanismos que utilizan las células neoplasicas para asegurar su
inmortalidad (Heaphy 2011).

Como puede observarse en la Figura 6, las ATRXm se correlacionan con las IDHmy TP53m
y son mutuamente excluyentes con la codelecion de 1p/19q (TCGA 2015). Asi, esta
alteracion se observa de manera practicamente especifica en los tumores de estirpe
astrocitaria. Entre los astrocitomas, los All, los Alll y los sGB tienen ATRXm en
aproximadamente el 60-70% de los casos, mientras que esta alteracion es muy infrecuente
(4%) en los pGB (Jiao 2012).
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La gran mayoria de las mutaciones detectadas hasta la fecha truncan la proteina y reducen
su concentracion, por lo que la pérdida de expresion IHQ de ATRX se ha constituido como
la estrategia diagnéstica de eleccién para la de deteccidn de la ATRXm en la practica clinica
diaria (Tanboon 2016). No obstante, conviene recordar que la IHQ para ATRX es
especialmente sensible a la calidad del material tisular, fundamentalmente a las condiciones
de fijacion (Wiestler 2013).

Las ATRXm constituyen un marcador diagnéstico de gran utilidad en el DD entre, por
ejemplo, un astrocitoma pilocitico (sin ATRXm) y un AD (con ATRXm), o entre un AD y un
OD (sin ATRXm). La actual clasificacion de la OMS considera la pérdida de la expresion
IHQ de ATRX como un marcador caracteristico, pero no necesario para la clasificacion de

un Gl como un tumor astrocitario (Louis 2016).

Algunos estudios apuntan que las ARTXm constituirian un factor de buen prondstico en los
gliomas con IDHm (Wiestler 2013), mientras que otros trabajos no han conseguido
reproducir estos resultados (Liu 2012). No existe evidencia hasta la fecha del valor
predictivo de las ATRXm en gliomas, aunque su asociacion al ALT sugiere que los casos
mutados podrian ser susceptibles a futuros tratamientos con inhibidores de la proteina
cinasa ATR (Flynn 2015).

1.2.1.3. Mutacion de TP53

Las mutaciones de TP53 (TP53m) se observan de manera practicamente exclusiva en los

gliomas de estirpe astrocitaria (Figura 6).

TP53 es uno de los genes mas frecuentemente mutados en las diferentes neoplasias
humanas (Petitiean 2007). La forma mutada de la proteina p53 contribuye a la oncogénesis
por diversos mecanismos, como la incapacidad de inducir el arresto del ciclo celular o la
apoptosis en células que han adquirido mutaciones deletéreas o muestran una inestabilidad

genética aumentada (Muller 2013).
En los AD, TP53 esta inactivado bialélicamente, bien por mutacién de un alelo seguido de

recombinacion mitética, bien por duplicacién del alelo mutado, o por mutacién de los dos
alelos (Suzuki 2015).
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Mas del 50% de los All, los Alll y los sGB tienen TP53m, siendo esta alteracion menos
frecuente en los OD y los pGB (Yan 2009). Los GBCG muestran TP53m en la practica
totalidad de los casos (Meyer-Puttlitz 1997).

Las TP53m se asocian a las IDHm y ATRXm y son mutuamente excluyentes con la
codelecion de 1p/19q (TCGA 2015).

La proteina p53 mutada tiene una vida media superior a la forma no mutada, motivo por el
cual puede detectarse mediante IHQ (Connelly 1992). Unicamente debe valorarse como
positiva una tincién intensa en un porcentaje sustancial de células neoplasicas, definida por
algunos autores como positividad en mas del 50% de las células tumorales (Rodriguez 2008)
o en mas del 10% de las células tumorales (Takami 2015, Gillet 2014). No obstante, debe
tenerse en cuenta que la correlacién entre TP53m y la inmunotincion para p53 dista de ser
exacta (Watanabe 1997).

En la actualidad, el estudio de la expresién proteica de p53 se utiliza Unicamente con fines
diagnosticos y constituye uno de los marcadores de eleccién en el DD entre un AD y una
proliferacién astrocitaria reactiva (Yaziji 1996). De igual modo que con el estudio de ATRXm,
la actual clasificacion de la OMS considera TP53m como un rasgo caracteristico de Gl de

estirpe astrocitaria, pero no necesario para el diagnostico (Louis 2016).

Sobre el papel pronéstico de TP53m, diferentes estudios lo han considerado como un
marcador de buen o de mal prondstico (Birner 2002, Soini 1994), mientras otros defienden
que no existiria asociacion entre las alteraciones de p53 y la supervivencia (Newcomb 1998).

Las TP53m no constituyen un marcador con valor predictivo de respuesta a tratamiento.

1.2.1.4. Codelecion de 1p/19q y mutaciones en CIC y FUBP1

La codelecion de 1p/19q es, por definicion, una caracteristica propia y exclusiva de los OD,

tal y como establece la actual clasificacion de la OMS (Louis 2016) (Figuras 1 y 6).

La codelecion de 1p/19q constituye la pérdida completa (de todo el brazo) y combinada (a
la vez) del brazo corto del cromosoma 1 (1p) y el brazo largo del cromosoma 19 (19q). Este
fendbmeno se produce como consecuencia de una translocaciéon no balanceada entre estos
cromosomas, con pérdida posterior de uno de los cromosomas hibridos (el que contiene 1p
y 19q) (Jenkins 2006). La mayoria de los OD con codelecién de 1p/19q (60%) tienen

mutaciones en el gen C/C (un ortdlogo del gen capicua de Drosophila, situado en 19q) y en
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menor grado (29%) en FUBP1 (situado en 1p). Estas mutaciones son especificas de los
casos con codelecion 1p/19q (TCGA 2015).

La codelecién de 1p/19q se asocia a las IDHm y a las pTERTm, y existe una correlaciéon
inversa entre la misma y las TP53m y ATRXm (TCGA 2015).

El estudio de 1p/19q puede realizarse por diferentes técnicas, de las cuales las mas
empleadas son el analisis de la pérdida de heterocigosidad mediante estudio de

microsatélites y la hibridacion in situ fluorescente (FISH).

La codeleciéon de 1p/19q constituye una herramienta diagnéstica, prondstica y predictiva de

respuesta a tratamiento en el contexto de los OD (Weller 2012).

Puesto que el presente trabajo versa sobre el GB, que por definicién es un tumor astrocitario
desprovisto de las alteraciones moleculares propias del OD, no nos extenderemos mas en

este apartado.

1.2.2. Principales alteraciones moleculares mas propias de los GB

De todas las alteraciones moleculares mas propias de los GB (las que aparecen en la Figura
6 como alteraciones propias del GB-IDHwt), se detallardn a continuacion unicamente
aquellas que tienen una mayor relevancia clinica. El resto de alteraciones se comentaran
mas superficialmente al analizar las principales vias de sefializacion celular que se

encuentran alteradas en el GB.

1.2.2.1. Metilacion del promotor de MGMT

La metilacién del promotor de MGMT (pMGMT) se observa en los Gl de todos los tipos
histolégicos y todos los grados de malignidad (a pesar de que, en un intento de

simplificacion, unicamente consta en la Figura 6 en relacion a los GB-IDHwt).

La MGMT (O6-metilguanina-ADN-metiltransferasa) es una enzima que repara el dafio
citotoxico producido por los agentes alquilantes. La hipermetilacién del promotor de MGMT
(PMGMTmet) provoca el silenciamiento del gen, con la consiguiente reducciéon de la
concentracion de este enzima y un aumento de la sensibilidad a la quimioterapia (QT) con

agentes alquilantes como las nitrosoureas o TMZ (Esteller 2000).
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La pMGMTmet ocurre en aproximadamente el 35-50% del total de los GB y es mas frecuente
entre los sGB (75%) que entre los pGB (45%). En el resto de grupos de Gl (grados Il y IlI)
las frecuencias oscilan entre el 40 y el 70%, siendo mas alta en los OD que en los
astrocitomas (Weller 2010). Una vez mas, esta alteracion molecular no es exclusiva de los
Gl, y puede observarse también en neoplasias extraneurales, como el carcinoma de pulmon,

rinén o vejiga urinaria (Esteller 1999).

La pMGMTmet se relaciona con las IDHm y, por ello, es mas frecuente en los sGB y en los
gliomas de grado Il/lll. En los gliomas con IDHm, la pMGMTmet se encuentra intimamente
ligada al hecho de que estos tumores son de fenotipo G-CIMP y muestran metilacién en un
amplisimo numero de genes, incluyendo MGMT. Asi, hasta el 85% de los Gl con IDHm y sin
codelecion de 1p/19q tienen pMGMTmet, mientras que esta cifra alcanza aproximadamente
el 100% en los tumores con codelecion (Ceccarelli 2016). En los pGB la pMGMTmet se
produciria por un mecanismo aun desconocido, pero diferente de la existencia de un fenotipo
hipermetilador (Bady 2012).

Existen diferentes técnicas que interrogan el estado del pMGMT, cada una de ellas con sus
ventajas e inconvenientes. Las técnicas mas frecuentemente utilizadas, y las mas
recomendadas para la practica clinica diaria, son la PCR especifica de metilacion (MSP, del
inglés Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction) y la pirosecuenciacién (también
especifica de metilacion) (Weller 2010). Existen anticuerpos comercializados para el estudio
IHQ de MGMT, pero no se ha encontrado una correlacion entre la expresion proteica y la

metilacion del gen o la respuesta al tratamiento QT (Balafia 2011, Preusser 2008).

El conocimiento del estado del pMGMT no aporta valor al diagnéstico histoldgico, pero si
constituye un marcador prondstico y predictivo de respuesta al tratamiento con

radioquimioterapia en el grupo de los GB.

La pMGMTmet es un factor de buen prondstico en todos los tipos histoldgicos y todos los
grados de malignidad de GI. En los gliomas de grado Il y Ill, y en los sGB, este hecho
probablemente se deba a su relacion con las IDHm y con el fenotipo G-CIMP. En los GB-

IDHwt la pMGMTmet constituye un factor prondstico independiente (Wick 2013).

Dos ensayos clinicos en poblacion anciana con GB (definida segun los diferentes autores
como pacientes con mas de 65 o de 70 anos) han constatado que aquellos que tienen
tumores con pMGMTmet muestran mayor SG cuando se tratan con TMZ, en tanto que los

qgue no tienen metilacion presentan supervivencias mas largas cuando se tratan con RT
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(Wick 2009, Malmstrom 2012). Asi pues, el conocimiento del estado del pMGMT puede
ayudar a la toma de decisiones terapéuticas en ancianos con GB, que son pacientes mas
fragiles en los que el tratamiento combinado con RT y QT no siempre es factible. En el resto
de pacientes, y aunque la pMGMTmet es un marcador predictivo de respuesta a la
radioquimioterapia, el tratamiento combinado con RT y TMZ es la norma vy, tal y como se
constato en el estudio EORTC/NCIC 26981/22981, los pacientes con tumores pMGMTnomet
también se benefician, aunque en menor medida, de afadir TMZ al tratamiento con RT
(Stupp 2005). Por ello, la determinacion del estado del pMGMT no es necesaria, a dia de
hoy y segun la mayoria de los autores, para la toma de decisiones terapéuticas en los
pacientes no ancianos con GB. Cabe mencionar aqui, unicamente a modo de apunte, que
los estudios de PEG en GB han sugerido que la pMGMTmet constituiria un factor predictivo

de respuesta unicamente en el subtipo clasico de GB (ver mas adelante) (Brennan 2013).

1.2.2.2. Alteraciones en EGFR

Las alteraciones en EGFR se encuentran practicamente limitadas a los Gl de alto grado,

predominantemente al grupo de los GB (Figura 6).

Mas del 40% de los GB presentan amplificacion de EGFR (EGFRa) (Burger 2001, Ohgaki
2007) y el 50% de los casos con EGFRa muestran una variante de EGFR, la denominada
variante Il (EGFRuvIll), que se caracteriza por la delecion de una porcion del gen (del exén
2 al exén 7) que, en ultima instancia, resulta en una proteina con actividad constitutiva,

independiente de su union a ligando (Aldape 2004, Sugawa 1990).

La EGFRa es una alteracion mas propia de los pGB y su frecuencia en sGB es muy baja
(8%), siendo relativamente frecuente en los GBCP (70-83%) y rara en los GS y los GBCO
(0-6%) (Karsy 2012). De igual modo, la EGFRvIII es mas prevalente entre los GBCP que
entre el resto de GB (Perry 2004). Los gliomas de menor grado (Il y lll) muestran alteraciones
de EGFR con una frecuencia inferior al 3% y la mayoria de los tumores que las tienen son
IDHwt y presentan otras alteraciones moleculares mas propias de los GB, concretamente de
los pGB (TCGA 2015).

Las alteraciones de EGFR pueden verse en otras neoplasias, como por ejemplo en el
adenocarcinoma de pulmon, pero las alteraciones que afectan a EGFR en el GB, como la
EGFRa a altos niveles (con mas de 20 copias del gen) o las alteraciones en el dominio
extracelular (EGFRVIII), son diferentes a las que se observan en las neoplasias no gliales
(Janne 2005).
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La EGFRa suele analizarse mediante FISH. La determinacion IHQ del aumento de la
expresion de la proteina (EGFR) no se recomienda en el caso de los Gl por la dificultad en
la interpretacién de los resultados y porque no existe una buena correlacién entre la
expresion proteica y el resultado de la FISH (Dei Tos 2005, Kersting 2006). Para detectar
la forma EGFRUvIll puede estudiarse los transcritos de ARN generados como consecuencia
de la delecion, mediante RT-PCR (del inglés Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) o puede analizarse su expresiéon IHQ con el uso de anticuerpos especificos
(Aldape 2004). Segun diferentes autores, la correlacion entre estas dos aproximaciones es
aceptable (Wikstrand 1995).

El estudio de la EGFRa puede ser de gran ayuda en el DD histoldgico entre un Olll y un
GBCP, o entre un GB y un AD de menor grado (principalmente un Alll-IDHwt). En ambos
casos, la presencia de EGFRa favoreceria el diagnéstico de GB (Masui 2016). La presencia
de EGFRUVIII es una alteracion que unicamente presentan las células neoplasicas vy, entre

las neoplasias, es practicamente especifica del GB (Maire 2014).

La relevancia pronéstica de la EGFRa en los GB es un tema muy debatido, aunque la
mayoria de los autores coinciden en que no parece constituir un factor pronéstico, quizas
por su estrecha relacidén con el propio diagnostico de GB (Horbinski 2011, Chen 2015).
Algunos trabajos defienden que el poder prondstico de la EGFRa dependeria de la edad,
siendo un factor de mal pronéstico en los pacientes jovenes y de buen prondstico en los
ancianos (Smith 2001). En cuanto al papel prondstico de EGFRVIII, también existen
diferentes opiniones en la literatura. Algunos autores describen que la presencia de la
EGFRuvlil se asocia a una disminucion de la SG en los pacientes con GB (Heimberger 2005,
Jeuken 2009), mientras que otros afirman que no existirian diferencias en SG entre los
pacientes con y sin EGFRVIII (Chen 2015).

Quizas el mayor interés clinico de las alteraciones de EGFR en Gl seria su papel potencial
como biomarcador predictivo de respuesta a terapias dirigidas. En ese contexto, los
inhibidores de las tirosin-cinasas no han demostrado, hasta la fecha, una utilidad terapéutica
en los pacientes con GB que presentan alteraciones de EGFR (Kesari 2005, Rich 2004).
Existen, sin embargo, vacunas contra EGFRvIIl que han conseguido resultados

prometedores en estudios preliminares (Schuster 2015).
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1.2.2.3. Mutacién del promotor de TERT

Las mutaciones del promotor de TERT (pTERTm) constituyen un hallazgo caracteristico de
los OD y de los pGB (Figura 6).

La inmortalidad celular se ha considerado histéricamente como una caracteristica propia de
los tumores malignos. Esa inmortalidad ha atraido mucha atencién en los ultimos afios con
el descubrimiento de alteraciones en el gen TERT (del inglés Telomerase Reverse
Transcriptase). Estas alteraciones provocarian, en ultima instancia, una sobreexpresion de
la proteina TERT, con el consiguiente mantenimiento de la longitud de los teldmeros, que en
condiciones normales se acortan con cada ciclo de divisién celular. La gran mayoria de las

neoplasias humanas expresan altos niveles de TERT (Ducrest 2002).

Aunque se han descrito mutaciones del gen TERT y variaciones en el patrén de metilacion
de su promotor, la alteracién mas frecuente es la mutaciéon somatica del promotor del gen
(pTERTm), presente en melanomas, liposarcomas, carcinomas de tiroides y de vejiga,

hepatocarcinomas y diferentes tumores del SNC (Aldape 2015).

Entre los tumores del SNC, pTERTm se observa principalmente en los Gl, aunque también,
y con menor frecuencia, en ependimomas, meduloblastomas del adulto y meningiomas
(Killela 2013, Koelsche 2013).

El porcentaje de casos con mutaciones varia segun el tipo histolégico y el grado de
malignidad, pero representa el 60% de todos los casos de glioma, con lo que constituye el
gen mas frecuentemente mutado en los Gl (Eckel-Passow 2015). Tienen mayores niveles
de pTERTm los GB (entre el 50-75%) y los OD, sean de grado Il o lll (aprox. 75%), que los
All o los Alll (32% y 25%, respectivamente). Este hecho podria explicarse por la existencia
de ATRXm en este ultimo grupo, otro mecanismo implicado en el mantenimiento de la
longitud de los teldomeros como ya hemos explicado. Es por ello también que, entre los GB,
los pGB muestran frecuencias de pTERTm superiores a los secundarios (70-80% y 5-28%

segun diferentes series, respectivamente) (Koelsche 2013, Nonoguchi 2013).
Por todo lo mencionado anteriormente es facil entender que las pTERTm se correlacionan

de manera directa con la codelecion de 1p/19q en los OD, e inversamente con las ATRXm
y TP53m en los AD (Koelsche 2013).
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La determinacién de la pTERTm puede hacerse mediante secuenciacion, ya que en la
mayoria de los casos la mutacion se produce en uno de dos puntos de maxima frecuencia
(hot spots) que, ademas, son mutuamente excluyentes (Huang 2013). Existen anticuerpos
comercializados que permiten detectar la expresion IHQ de TERT, pero los estudios
publicados a este respecto, aunque escasos, parecen indicar una baja sensibilidad de la

técnica (Vinagre 2013).

El estudio de la pTERTm puede constituir un factor util en el diagndstico de los Gl en
circunstancias especiales, como en la distincion entre un OD (sobre todo en casos sin
codelecion de 1p/19q) y un tumor astrocitario de bajo grado, favoreciendo el diagnéstico de
OD en caso de pTERTm. Puede también ser de ayuda en la distincion entre un Alll-IDHwt y

un GB-IDHwt, favoreciendo esta segunda opcion (Masui 2016).

La pTERTm parece tener un valor pronéstico en GB-IDHwt. En un trabajo publicado
recientemente, los autores proponen un algoritmo pronéstico para los casos de GB en base
a las alteraciones de TERT, EGFR e IDH1, donde el peor prondstico lo conferiria la presencia
de pTERTm (Labussiére 2014). No existe evidencia hasta la fecha del valor predictivo de la

PTERTm en gliomas.

1.2.3. Principales alteraciones de las vias de senalizacion en GB

El TCGA (del inglés The Cancer Genome Atlas) es una iniciativa conjunta del Instituto
Nacional de Cancer y del Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano cuyo
objetivo es crear un atlas de las principales alteraciones moleculares que subyacen a los
diferentes tipos de neoplasia. En 2008 el TCGA publico los resultados del analisis gendmico
(en términos de alteraciones en la secuencia y la metilacion génica, asi como en el nUmero
de copias de ADN) de 206 casos de GB. Este trabajo sirvié para reafirmar un concepto ya
conocido: la mayor parte de las alteraciones moleculares que subyacen a los GB se
concentran principalmente en tres vias de sefializacion. Estas vias son la de RTK/RAS/PI3K,
la de p53 y la de retinoblastoma (RB), que se ven alteradas con una frecuencia del 88, 87 y
78%, respectivamente. En cada via de sefalizacion los diferentes componentes muestran

frecuencias distintas y diferente tipo de alteraciones (TCGA 2008).

Estos datos han sido ampliados recientemente a una serie mayor de casos (543 GB),

obteniéndose unos resultados similares (Brennan 2013) (Figura 8).
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Figura 8: Principales alteraciones genéticas (naturaleza y frecuencia) en las tres vias de sefializacion
mas implicadas en el GB. (En rojo se marcan las alteraciones activadoras y en azul las inactivadoras)
(Brennan 2013)

Como se observa en el esquema anterior, la mayor parte de los GB muestran una alteracion
en la via de p53 (86% de los casos) y de RB (79% de los casos), bien por mutacién o por
alteracion en el numero de copias de ADN. Estas alteraciones no afectan unicamente a TP53
y a RB1, sino que también se observan deleciones en los principales activadores (como
CDKNZ2A) o amplificaciones en los represores mas importantes (como CDK4 o MDM?2) de
estas vias. Ademas de los circuitos supresores, los GB también muestran activacion de las
vias oncogénicas, como las que afectan a los receptores de las tirosin-cinasas (RTK). Hasta
el 57% de los casos muestran EGFRa y el 10% amplificacion de PDGFRA (PDGFRAa).
Aunque menos frecuente, también se ha descrito la amplificacién de MET. Un mismo caso
de GB puede mostrar alteraciones en diferentes RTK, habitualmente en diferentes
subpoblaciones tumorales (Snuderl 2011). La mayoria de los GB presentan activacion de las
vias PI3K-AKT-mTOR y RAS-MAPK. Estas alteraciones incluyen mutaciones en los genes
que codifican PIK3 (PISKCA y PI3KR1) asi como deleciones o mutaciones silenciadoras en
PTEN. El 15-40% de los GB muestran mutaciones de PTEN y esta alteracidon es
practicamente exclusiva de los pGB, siendo muy infrecuente (alrededor del 5%) en los sGB.

Las deleciones homozigotas de PTEN son muy infrecuentes en los GB (menos del 2% de
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los casos), asi como también es infrecuente la represion por alteraciones epigenéticas o por
regulacion por miRNA, fenédmenos todos ellos que si se describen en los gliomas de menor
grado (Aldape 2015). Un hallazgo importante de este trabajo fue la descripcion de
mutaciones del gen NF1 en casos de GB esporadicos, y no solo en aquellos gliomas

asociados a la neurofibromatosis tipo 1.

1.3. Subtipos transcriptomicos y epigenémicos de GB

1.3.1. Perfiles de expresion génica en GB

La aplicacién de plataformas de analisis masivo de casos con micromatrices (microarrays)
de expresion, una tecnologia disponible desde finales de 1990, ha permitido identificar
patrones o perfiles de expresiéon génica (PEG) y codificarlos en subtipos tumorales, dentro

de los tipos histolégicos ya establecidos, en un gran numero de neoplasias humanas.

Los primeros estudios de PEG en gliomas se centraron en establecer los correlatos
moleculares de grupos tumorales diferentes, definidos clinica y/o morfolégicamente, tales
como tumores con diferentes grados de malignidad de la OMS, pGB frente sGB, o tumores
astrocitarios frente a oligodendrogliales (Kim 2002, Rickman 2001, Shai 2003). Estudios
posteriores han permitido identificar perfiles moleculares distintivos en el grupo de los Gl y
subtipos especificos de PEG dentro del grupo concreto de los GB (Freije 2004, Li 2009,
Phillips 2006, Verhaak 2010).

En el afio 2006, Philips y col (Phillips 2006) analizaron la expresion diferencial de 35 genes
relacionados con el curso clinico de la enfermedad en una serie de 76 gliomas de alto grado
(I1-1V) y describieron tres subtipos transcriptomicos de gliomas de alto grado: el subtipo
proneural (PRN-Ph), el proliferativo (PRL-Ph) y el mesenquimal (MES-Ph). En este trabajo,
los autores resaltan que estos tres subtipos presentan diferentes caracteristicas clinicas,
morfolégicas y moleculares. Asi, en su serie, la mayor parte de los gliomas de grado lll y de
los GB sin necrosis, asi como los tumores con un componente oligodendroglial, pertenecian
al subtipo PRN-Ph. Los pacientes con gliomas PRN-Ph tenian una edad media inferior (40
anos) y mostraban una supervivencia superior a los de los otros dos subtipos. Son
marcadores de tumores PRN-Ph Olig2, DLL3 y BCAN; de tumores PRL-Ph PCNAy TOP2A;
y de tumores MES-Ph, CHI3L1/YKL40, CD44 y VEGF. En los gliomas PRN-Ph no se

observaban alteraciones en PTEN ni EGFR y la via de sefalizacion desregulada en estos
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casos era la via Notch-Sonic-Hedgehog. Los casos PRL-Ph y MES-Ph mostraban pérdida
de PTEN y podian tener EGFRa. La principal via de sefializacion alterada era la via de AKT
en ambos casos y los pacientes con GB de subtipo MES-Ph presentaban la supervivencia
mas baja de toda la serie. Phillips y col describieron la existencia de un paralelismo entre los
3 subtipos de GB y las diferentes fases de la neurogénesis (de ahi el nombre para cada uno
de ellos). El subtipo PRN-Ph se asemejaba al estado de neurona madura, el PRL-Ph al de
célula “en transito” y el MES-Ph a la célula madre neural. Ademas, los tumores PRN-Ph y

PRL-Ph podian, en la recidiva, evolucionar a un subtipo MES-Ph (Figura 9).
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Figura 9: Principales caracteristicas de los tres subtipos de GB segun Phillips y col (Phillips 2006)

Un segundo trabajo relevante en este campo fue el publicado en 2010 por Verhaak y col, en
el contexto del proyecto del TCGA (Verhaak 2010). En este caso se analizé la expresion de
840 genes diferentes, no elegidos previamente por su poder prondstico, en 200 casos de
GB. Empleando una metodologia similar a la utilizada por Phillips y col (de agrupamiento por
consensus clustering), estos autores describieron cuatro subtipos transcriptomicos de GB:
proneural (PRN-Vk), neural (NEU-Vk), clasico (CLS-Vk) y mesenquimal (MES-Vk), y
correlacionaron estos subtipos con alteraciones en el numero de copias y en las mutaciones
somaticas de un grupo determinado de genes 10). EI PRN-Vk

(Figura subtipo
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mostraba TP53m, IDH1my PDGFRAa. Ademas, este subtipo de GB presentaba un aumento
de la expresién de genes asociados al desarrollo de los oligodendrocitos, como PDGFRA,
NKX2-2, SOX2 y OLIG2. El subtipo NEU-Vk se caracterizaba por la expresion de
marcadores neuronales como NEFL, GABRA1, SYT1 y SLC12A5. Las alteraciones de
EGFR, en forma de EGFRa y EGFRUVIII, y |la delecién de CDKN2A eran propias del subtipo
CLS-VK, con expresion elevada, pues, de EGFR y expresion baja de p16/INK4A. Los
marcadores de célula madre neural, como NES, asi como los componentes de la via de
sefalizacion Notch-Sonic-Hedgehog, eran muy prevalentes entre los tumores de este
subtipo. Por ultimo, los GB del subtipo MES-Vk presentaban mutaciones en NF1, TP53y
PTEN vy altos niveles de expresién de YKL-40, MET, CD44 y MERTK. Verhaak y col
describieron que determinados patrones morfoldgicos de GB se relacionan con los diferentes
subtipos transcriptémicos: el GBCO con el subtipo PRN-Vk, el GBCP con el CLS-Vk y el GS
con el MES-Vk. En el estudio del TCGA los GB de subtipo PRN-Vk presentaban un mejor
prondstico. Este hecho (también observado en la serie de Phillips y col) se ha atribuido,
posteriormente, a la alta asociacién entre el subtipo PRN y las IDHm, un factor de reconocido
buen pronéstico en GB. De hecho, se ha demostrado que los GB subtipo PRN que no tienen
IDHm no presentan un prondéstico mejor que el resto de los subtipos de GB (Brennan 2013).
El GB PRN-Vk era el unico subtipo que no se beneficiaba de un tratamiento intensivo con
QT (definido como QT y RT concurrente o mas de 3 ciclos de QT), aunque hay que tener en
cuenta que se trata de un estudio retrospectivo. En esta misma linea, y en base a la elevada
expresion de genes relacionados con la angiogénesis en el subtipo MES-VKk, Verhaak y col
postulaban que este grupo de GB podria beneficiarse del tratamiento con factores
antiangiogénicos. No obstante, el analisis de los datos moleculares de los pacientes incluidos
en el ensayo AVAGLIO (de inglés Avastin in GB), que exploraba la eficacia de afadir
bevacizumab al tratamiento estandar con RT y TMZ, ha revelado que seria el grupo de GB
subtipo PRN sin IDHm el Unico que se beneficiaria de esta estrategia terapéutica (Sandmann

2015).
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Algunos autores han clasificado series de casos de GB utilizando ambos esquemas, el
planteado por Phillips y el empleado por Verhaak. En estos trabajos se ha observado que, a
pesar de no existir una concordancia del 100%, existe una buena correlacion entre los
subtipos MES-Ph y MES-VKk (el subtipo mas concordante), y los subtipos PRN-Ph y PRN-Vk
(Huse 2011) (Figura 11).
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Con posterioridad a los estudios de Phillips y Verhaak se han publicado nuevos trabajos que
han ampliado el conocimiento sobre las alteraciones moleculares, morfolégicas, radiolégicas
y clinicas de los diferentes subtipos transcriptomicos de GB, preferentemente de los subtipos
PRN y MES, que son los mas robustos (Brennan 2013, Cooper 2010, Gutman 2013, Joseph
2014, Lv B 2015, Mahabir 2014, Saito 2014, Sonabend 2014).

En conclusioén, los estudios de PEG en GB han definido subtipos de GB que parecen tener

diferente prondéstico y podrian mostrar una respuesta diferente a los tratamientos.

1.3.2. Perfiles de metilacion en GB

En el afo 2010, Noushmehr y col, una vez més en el ambito del TCGA, publicaron la
existencia de un subtipo metilador o hipermetilador de GB, el denominado G-CIMP (del
inglés Glioma-CpG Island Methylator Phenotype), que muestra metilacion en las islas CpG
de un gran numero de genes (Noushmehr 2010). Los casos de GB G-CIMP corresponden
en su mayoria (87,5%) a casos del subtipo PRN y se relacionan de manera muy directa con
los tumores que presentan /IDHm (GB-IDHm): todos los casos con IDHm son GB G-CIMP
y la practica totalidad de los casos de GB G-CIMP tienen IDHm. El perfil G-CIMP es muy
prevalente entre los Gl de bajo grado (lI-11l) (45% en los casos de AD y 93% entre los OD)
y representa aproximadamente el 8% del total de los casos de GB (Brennan 2013). Los GB
G-CIMP presentan una supervivencia superior a los GB subtipo PRN no-G-CIMP y al resto
de subtipos transcriptémicos (Noushmehr 2010). Este dato se encuentra en consonancia
con la constatacion de una mayor supervivencia para los casos de GB subtipo PRN con
IDHm.

Un segundo trabajo relevante en el campo de la epigendmica es el publicado en 2012 por
Sturm y col, que analizé casos de GB en poblacion adulta y pediatrica (Sturm 2012). En
este trabajo, que combinaba la informacion gendmica con la epigenémica, se distinguian
seis subtipos de GB, cuatro de ellos del subtipo PRN. Dos de estos cuatro subtipos PRN
se asociaban a las mutaciones de histona 3 (H3F3) G34 y K27. El tercero correspondia al
grupo de GB-IDHm y el ultimo, denominado RTK |, se caracterizaba por sobrerregulacion
de PDGFRA y deleciéon de CDKNZ2A. A los subtipos no PRN los autores los designaron
como subtipo RTK IlI/CLS, caracterizado por EGFRa y de nuevo deleciéon de CDKNZ2A, y
subtipo MES. Los seis grupos de GB mostraban diferencias en la localizacion tumoral, la
edad de presentacion y el prondstico. Asi, de nuevo, Unicamente el subtipo GB-IDHm
presentd el buen prondstico inicialmente atribuido a los casos PRN, mientras que los

subtipos H3F3 y RTK |, a pesar de ser tumores PRN, tenian el mismo mal prondstico que
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los GB no PRN (Figura 12).
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Figura 12: Principales caracteristicas de los seis subtipos de GB segtn Sturm y col (Sturm 2012)

Los gliomas asociados a mutaciones en H3F3 (entre los que se encuentran los GDLM) son

tumores que habitualmente afectan a nifios y adolescentes, asi que, en un intento de

simplificacién final, la clasificacion por PEG y perfiles de metilacion del GB revelaria cuatro

o cinco subtipos mas o menos bien definidos en la poblacién adulta: los GB PRN G-CIMP,

los GB PRN no-G-CIMP, los GB NEU (no presentes en todos los esquemas de

clasificacion), los GB CLS y los MES. Con todo ello, al esquema de las principales

alteraciones moleculares en los diferentes tipos y grados de malignidad de los Gl, se ha

podido anadir, en los ultimos afios, esta nueva informacion tal y como se observa, por

ejemplo, en la Figura 13, publicada por Ohgaki y col (Ohgaki 2013).
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1.3.3. Estudios inmunohistoquimicos de PEG en GB

Al igual que en otras areas de la patologia, en el campo de los Gl existen trabajos que, con
técnicas menos sofisticadas, mas econdmicas y aplicables a tejido incluido en parafina,
tratan de reproducir la clasificacion de los Gl en subtipos de PEG. Todas estas
aproximaciones se basan en los datos obtenidos de los estudios de Phillips y de Verhaak

que hemos comentados anteriormente (Phillips 2006, Verhaak 2010).

Una de estas aproximaciones ha sido la descrita por Colman y col (Colman 2010) quienes,
con el analisis mediante RT-PCR de una bateria menor de genes (9, de los cuales dos estan
relacionados con el subtipo PRN y 7 con el MES), obtienen, para cada uno de los tumores
del estudio, un resultado numérico que cataloga el caso como de buen prondstico (con mas
carga PRN) o de mal pronéstico (con mas MES). Los autores encuentran que existen
diferencias significativas en SLP y SG entre los pacientes de ambos grupos. Este esquema
de clasificacion del GB ha sido utilizado en algunos de los estudios clinicos que ensayan
nuevos farmacos para el tratamiento del GB (RTOG0525, RTOG0825).

En 2016, Purkait y col ensayan la clasificacion de 114 casos de GB en cuatro subgrupos que
denominan tipo PRN, tipo CLS, tipo MES y tipo NEU. Para ello analizan la EGFRay PDGFRa
(mediante FISH), las TP53m y IDHm (por secuenciacién génica) y la expresiéon de NF-1y
YKL40 (por RT-PCR) y definen cada uno de los subgrupos en base a la presencia o ausencia
de estos marcadores (Figura 14). Los autores describen la frecuencia y las diferencias en

edad, sexo, localizacién y SG en sus subgrupos. En su serie, los pacientes con GB PRN
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muestran las SG mas largas. Cuando segregan estos GB PRN en GB-IDHm y GB-IDHwt,
los pacientes con GB-IDHm sobreviven mas tiempo que los que tienen tumores PRN IDHwt
(Purkait 2016).

Table 1 Criteria used for molecular subclassification of GBMs

Molecular subtypes Criteria used
Classical like (CL) Presence of EGFR amplification
Proneural like (PN) Presence of IDH-1 mutation and/or PDGFRA amplification and/or TP53 mutation only, without NF-1/YKL-40
alterations
Mesenchymal like Presence of YKL 40 up-regulation and/or NF-1 down-regulation 4+ TP53 mutation
(MES) Absence of EGFR/PDGFRA amplification
Absence of IDHI mutation
Neural like (NEU) Absence of all the above mentioned genetic alterations (EGFR, IDH-1, TP53, PDGFRA, YKL40 and NF-1)

Figura 14: Algoritmo de clasificacién empleado por Purkait y col para definir los diferentes subgrupos
de GB (Purkait 2016)

Cuatro son los principales trabajos publicados que utilizan la IHQ para clasificar los Gl en
subgrupos de tumores que remedarian los subtipos transcriptémicos descritos (Le Mercier
2012, Motomura 2012, Popova 2014, Conroy 2014). Cabe decir que ninguno de estos cuatro

trabajos analiza la expresion génica (PEG) de los casos que incluye en su estudio.

El estudio de Le Mercier (Le Mercier 2012) propone una clasificacion de los GB basada en
la expresiéon IHQ de PDGFRA, p53 y EGFR. En su serie de 100 casos de GB, los tumores
con expresion de PDGFRA y/o p53 fueron catalogados como GB tipo PRN y los que no
mostraban ninguno de estos marcadores, pero si de EGFR, como GB tipo CLS. El resto
fueron catalogados como “otros” (Figura 15). Los autores argumentan que este sistema de
clasificacion permite definir grupos pronésticos de GB, pues los GB tipo PRN presentaban
una supervivencia superior a los GB tipo CLS y esta diferencia se mantenia en los analisis
multivariantes. Ademas, en su serie, los pacientes con GB tipo PRN no parecian beneficiarse
de la adicién de QT al tratamiento con RT, tal y como ya habian apuntado Verhaak y col con
anterioridad (Verhaak 2010).

PDGFRA
or
p53

negat Hositys Figura 15: Algoritmo de
clasificacién empleado por Le
Mercier y col para definir los
diferentes subgrupos de GB (Le
Mercier 2012)
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positive
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y
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Un segundo trabajo en esta linea es el estudio de Motomura y col, aparecido también en
2012 (Motomura 2012). Los autores clasifican 79 casos de GB en base a la expresion
diferencial de 16 marcadores IHQ que escogen a partir de los resultados publicados por
Verhaak y col (Verhaak 2010). Los marcadores IHQ empleados en este estudio son Olig2,
IDH1-R132H, p53, PDGFRA y PDGFB, como marcadores de subtipo PRN; sinaptofisina,
como marcador de subtipo NEU; p16, EGFR, Hes-1 y nestina, como marcadores de subtipo
CLS; y VEGF, YKL-40, podoplanina (D2-40) y CD44, como marcadores de subtipo MES. A
éstos afiaden el analisis de la expresion de PGFA y Ki67. Con el resultado obtenido de la
medicion de cada uno de estos marcadores en cada uno de los 79 casos de GB, los autores
aplican una metodologia de consensus clustering y describen cuatro subgrupos de GB.
Estos cuatro subgrupos los denominan tipo oligodendrocito diferenciado (DOC, del inglés
Differentiated Oligodendrocyte), tipo precursor del oligodendrocito (OPC, del inglés
Oligodendrocyte Precursor), tipo mixto (Mixed) y tipo astrocitico mesenquimal (AsMes).
Establecen un paralelismo entre sus subgrupos y tres de los subtipos de Verhaak (OPC con
PRN-Vk, Mixed con CLS-Vk y AsMes con MES-VK), y encuentran diferencias en
supervivencia entre el subgrupo AsMes (el supuestamente MES) y el OPC (el PRN).
Ademas, definen un patrén histolégico diferencial para cada uno de sus subgrupos (este

trabajo se comenta con mas detenimiento en el apartado de discusion).

Popova y col (Popova 2014) analizan la expresiéon de EGFR, p53, CD44, MERTK, PDGFRA,
Olig2 e IDH1-R132H, utilizando matrices de tejido (TMA), en 180 casos de Gl de diferente
tipo histolégico y diferente grado de malignidad. Los autores clasifican los tumores en tipo
PRN, tipo CLS, tipo MES y “otros” segun la expresion diferencial de estos marcadores
(Figura 16) y describen la frecuencia de estos subgrupos en los diferentes tipos histolégicos
y los diferentes grados de malignidad. Ademas, analizan la relacion existente entre los
diferentes marcadores IHQ entre si en cada uno de los cuatro subgrupos definidos. Setenta
y dos de los 180 casos que incluye el estudio son GB y en este grupo no encuentran ninguna

correlacion significativa entre las diferentes combinaciones de marcadores IHQ.
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Figura 16: Algoritmo de clasificacién empleado por Popova y col para definir los diferentes subgrupos
de Gl (Popova 2014) (Los tumores se asignan a un tipo CLS si tienen niveles elevados de EGFR y
negatividad para p53, MES si muestran positividad para CD44 y/o MERTK o PRN si tienen PDGFRA,
pb53, Olig2 o IDH1, tal y como se muestra en la figura)

Por ultimo, el estudio de Conroy y col (Conroy 2014) analiza la expresion proteica de 23
marcadores y la EGFRa en una serie de 123 casos de GB que también incluyen en TMA.
Los autores utilizan un modelo de consensus clustering con so6lo 10 de los marcadores y
describen cuatro subgrupos IHQ/FISH (tipo PRN, tipo CLS, tipo MES y “otros”) que
correlacionan con los subtipos transcriptémicos de la literatura. Conroy y col comprueban su
estrategia de clasificacion con el analisis de la expresion de 9 genes, asociados al subtipo
PRN o MES, de manera similar a lo que mencionamos en relaciéon al trabajo de Colman y
col. En los 20 casos en que realizan este doble analisis observan una completa concordancia
entre los resultados obtenidos con el estudio de los genes (PRN versus MES) y los obtenidos
con el estudio IHQ. Finalmente, de los 23 marcadores IHQ iniciales, seleccionan Unicamente
5 y establecen un modelo de clasificacion en el que la positividad para IDH1-R132
identificaria a los GB tipo PRN, EGFR a los GB tipo CLS y PTEN, VIM y YKL40 a los de tipo
MES. Estos autores validan su estrategia en una serie de 44 casos adicionales de GB (Figura
17).

59



IDH1R132H mutation
+

l ]

PN subtype High EGFR Figura 17: Algoritmo de
expression clasificacién empleado por
+ - Conroy y col para definir los
I — l — diferentes subgrupos de GB
CLAS subtype “VES markers: (Conroy 2014)
PTEN/VIM/YKL40

+ -
Other /
Unclassified

MES subtype

En resumen, y aunque los diferentes grupos han utilizado diferentes esquemas de
clasificacion y diversos marcadores, el estudio IHQ de la expresion de determinadas
proteinas (inferidas de los estudios de PEG publicados hasta la fecha) parece definir
subgrupos de GB que remedarian los subtipos transcriptomicos. Por tanto, esta estrategia

podria tener una aplicacion en la practica clinica diaria.

.4. GB en la poblacion pediatrica

Los GB constituyen una neoplasia mucho menos frecuente, en términos absolutos, en la
poblacion infantil (Ostrom 2014), pero la supervivencia a 2 afos del GB en edad pediatrica
es de aproximadamente el 12%, lo que lo convierte en una de las principales causas de

muerte relacionadas con neoplasia en este grupo de edad (Broniscer 2004).

Un gran numero de estudios indican que el mecanismo molecular que subyace al origen del
GB es diferente en la poblacion pediatrica que en la poblacién adulta (Paugh 2010, Jones
2016). Asi, las principales alteraciones moleculares en los GB de pacientes por debajo de
los 19 afios son la PDGFRAa y las mutaciones en H3F3A, alteraciones mas infrecuentes en
adultos (Sturm 2012). Los GB en poblacién pediatrica pueden mostrar ATRXm y TP53m,
pero no suelen presentar IDHm (Paugh 2010). Estas son algunas de las diferencias a nivel
molecular, pero existen muchas otras. Estas diferencias son también evidentes entre los
gliomas de menor grado, por lo que, a dia de hoy, los gliomas pediatricos y los gliomas en
adultos se consideran dos enfermedades biolégicamente distintas que deben ser estudiadas

de manera individualizada.

Por todo ello, en el presente trabajo se han incluido unicamente casos de pacientes adultos

con GB (mayores de 18 afios de edad)
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I1.1. Hipétesis del trabajo

En base a los datos publicados en la literatura, la segregacion del glioblastoma (GB) en
subtipos moleculares basados en perfiles de expresion génica (PEG) podria tener una
utilidad clinica, estableciendo grupos de tumores con diferente supervivencia y diferente

respuesta a la terapia.

Creemos que esta clasificacion de los GB por PEG podria reproducirse, de una
manera mas simple y econémica, mediante el empleo combinado de algunas de las

técnicas empleadas habitualmente en los departamentos de anatomia patolégica.

I.2. Objetivos del trabajo

11.2.1. Objetivo principal

Nuestro objetivo principal es analizar una serie de 14 marcadores moleculares (mediante
IHQ, FISH o PCR) para elaborar un modelo que nos permita clasificar nuestra serie de GB
en subgrupos que remeden los subtipos transcriptémicos de GB descritos, y evaluar si esta

clasificacion puede tener una utilidad clinica en términos de diferencias en la supervivencia.

11.2.2. Objetivos secundarios

Como objetivos secundarios pretendemos:

1. Conocer la frecuencia de estas alteraciones moleculares en nuestra serie de casos

y compararlas con la literatura

2. Estudiar como se relacionan entre si estas alteraciones moleculares

3. Analizar si existe relacion entre cada una de las alteraciones moleculares y la

supervivencia de los pacientes

4. Describir las caracteristicas morfolégicas de los casos de nuestra serie y evaluar si

existe relacion entre las caracteristicas morfoldgicas y las alteraciones moleculares

5. Describir las caracteristicas clinicas, morfolégicas y moleculares de los diferentes

subgrupos de GB obtenidos
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lll. Materiales y métodos






l1l.1. Seleccidén de los casos del estudio

Nuestro estudio incluye el analisis retrospectivo de 64 casos de GB correspondientes a 64
pacientes adultos tratados en el Hospital Germans Trias i Pujol (HUGTIP, Badalona,
Barcelona) entre los afios 1997 y 2006. El tejido tumoral analizado corresponde al material
obtenido durante la intervencion quirurgica en el momento del diagndstico. De los casos
operados en ese periodo de tiempo, se eligieron aquellos en los que la cantidad de tumor

extraido fuera suficiente para poder realizar los analisis pertinentes.

En ninguno de los pacientes habia evidencia histoldgica ni radiolégica de un tumor cerebral
previo, es decir, el estudio no incluye ningun caso de los denominados sGB. El resto de
caracteristicas clinicas (edad, sexo, tipo de cirugia, KPS, tratamiento QT/RT recibido y SG)
y las caracteristicas radioldgicas (lateralidad, localizacidon y multifocalidad) de los pacientes

se describen en el apartado de resultados.

El Comité Etico de Investigaciones Clinicas (CEIC) del HUGTIP aprobé el protocolo del
estudio. Los pacientes dieron su consentimiento para la utilizacion del tejido tumoral sobrante
tras el diagndstico de su enfermedad. Se anonimizaron los datos de filiacion y se asigné un
cédigo especifico para cada paciente al que se vincularon los diferentes datos moleculares

obtenidos en el estudio.

Il.2. Caracteristicas histopatolégicas de los tumores

Dos patélogos del HUGTIP revisaron los casos incluidos en el estudio y confirmaron en todos
ellos el diagndstico histologico de GB segun los criterios establecidos por la OMS en 2007
(Louis 2007). Se asigno la variante o patron de GB (definidos por la OMS y descritas en el
apartado de introduccion) a los casos en donde procediera. A partir de este punto los
denominaremos a todos ellos “variantes” de GB, por simplificar y no confundir con los
patrones histologicos que describiremos mas abajo. Los tumores catalogados como GB con
metaplasia epitelial (GBME) fueron reevaluados con posterioridad para descartar la inclusion
en este grupo de casos de GB epitelioides (GBE), una nueva entidad en la clasificacion de
la OMS de 2016 (Louis 2016). Para la definicion de un GB como GBCP se utilizé el criterio
propuesto por Perry y col, que exigen mas del 80% de componente de células pequefias
(Perry 2004).
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En todos los casos se valord, ademas, el patron histologico predominante del tumor y la
presencia de diversas variables morfolégicas, como sigue. Se definieron tres patrones
histolégicos (PH) de GB basados en las descripciones de Motomura y col (Motomura 2012):
un primer patrén o PH-A (el mas frecuente entre los casos de GB tipo PRN de Motomura),
caracterizado por células tumorales de nucleos redondeados u ovalados, con procesos
citoplasmaticos finos y delicados, acompafadas o no de células mas pleomorficas o
multinucleadas; un segundo patron o PH-B (el asociado a los casos de GB MES), de aspecto
mas homogéneo, con células fusiformes o gemistociticas, con procesos citoplasmaticos mas
gruesos y de limites bien definidos; y un tercer patrén o PH-C (el mas prevalente entre los
casos de GB CLS), de aspecto similar al descrito anteriormente pero mas heterogéneo, con
elementos celulares bizarros, CGM y células de tamafo pequefio y nucleo irregular e
hipercromatico. Se definié un cuarto patrén histolégico (PH-D) para los casos de GBCP,
porque en las descripciones de Motomura y col no quedaba claro en cual de los PH se

englobarian estos casos (Figura 18).
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Figura 18: Imagen microscépica de los diferentes patrones histolégicos de GB descritos en este
trabajo. (a) Patron histolégico A. (b) Patrén histolégico B. (c¢) Patrén histologico C. (EI PH-D se
corresponderia con el aspecto tipico de un GBCP, del que ya se ha mostrado una imagen en el
apartado de introduccion)

En lo referente a las variables morfoldgicas, se valoré la presencia de necrosis isquémica,
necrosis con empalizada nuclear, proliferacién microvascular (PMV) y células gigantes
multinucleadas (CGM), asi como la existencia de un componente de células pequefas. En
la Tabla 3 se describen los criterios utilizados para la valoracién de cada una de estas

variables.
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Variable morfologica Definicion y sistema de valoracién

Necrosis sin empalizada

Presente/Ausente

Necrosis con empalizada nuclear

Presente/Ausente

Proliferaciéon en nimero y tamafo de las células endoteliales
Proliferacion microvascular y perivasculares

Presente/Ausente

Células con mas de un nucleo o con nucleos hiperlobados
Presentes (evidentes con el objetivo de 4x)/Ausentes
Células con escaso citoplasma y con minima atipia nuclear
Presentes (evidentes con el objetivo de 4x)/Ausentes

Necrosis isquémica

Necrosis en empalizada

Células gigantes multinucleadas

Células pequenas

Tabla 3: Definicién de las variables morfolégicas analizadas y sistema de valoracién empleado para
cada una de ellas

111.3. Estudio IHQ y de FISH sobre matrices de tejido

1ll.3.1. Preparacion de las matrices de tejido

De manera analoga a la descrita con anterioridad (Balafna 2011) se construyeron dos
matrices de tejido (TMA) con el material fijado en formol (tamponado al 10%) e incluido en
parafina de las 64 muestras tumorales. Se revisaron las laminillas tefiidas con hematoxilina-
eosina y se seleccionaron las zonas de tejido tumoral viable del centro de la lesion, para
minimizar la contaminacion de la muestra por tejido cerebral sano. Utilizando una estacion
manual para la generacion de TMA (MTA-1, Beecher Instruments, Silver Spring, Maryland,
EEUU) se obtuvieron tres cilindros de 0,6mm de diametro de los bloques correspondientes
a cada caso, que se dispusieron en dos bloques de parafina vacios o receptores. Los dos
TMA contenian, ademas de los casos problema, 12 cilindros de tejido control neoplasico y
no neoplasico. Entre ellos habia una muestra de cortex cerebral sin alteraciones histolégicas

y un caso de Alll.

Para valorar la representatividad de los diferentes casos, se obtuvo una primera seccién de
cada uno de los bloques de TMA, que se tifid con hematoxilina-eosina. Los estudios de IHQ
y de FISH se realizaron sobre secciones obtenidas de los TMA y para cada marcador se
evaluaron unicamente los casos donde se conservaba al menos el 50% del area de uno de

los tres cilindros obtenidos.
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1ll.3.2. Estudio inmunohistoquimico

Se realizé tincion IHQ para la deteccién de IDH1-R132H, p53, PTEN, CD44, Olig2, p16, D2-
40, PDGFRA, vimentina (VIM), proteina glial fibrilar 4cida (PGFA), sinaptofisina (SINA) y
Ki67 sobre secciones obtenidas de los TMA. En un segundo tiempo se analizé la expresion
IHQ de ATRX (ver mas adelante).

Para cada una de las determinaciones, se obtuvieron secciones de 4 u de los dos TMA, que
se dispusieron sobre portaobjetos con carga electroestatica y se hornearon durante 30 min
a 60°C para una adecuada adhesion del tejido al portaobjetos. A partir de este punto se
utilizaron dos sistemas automatizados de inmunotincién diferentes: el sistema Benchmark
XT (Ventana Medical System Inc., Tucson, Arizona, EEUU) para el estudio de IDH1-R132H,
p53, CD44, Olig2, p16, VIM, PGFA, Ki67 y ATRX, y el sistema En Vision™ (Dako En
Vision™+System HRP, Amarillo, Texas, EEUU) para PTEN, D2-40, PDGFRA y SINA. Ambos
sistemas consisten en un proceso automatizado propio donde cada paso utiliza una solucién
especifica e incuba a un tiempo y a una temperatura determinada. El proceso empieza con
la desparafinizacion de la muestra y la recuperacién antigénica. Para ello el sistema de
Ventana aplica una solucion que se denomina CC1 a un pH 8,4. Por el contrario, el sistema
de Dako aplica la solucién target retrieval a pH 8,4 o a pH 6 (Unicamente se utilizé pH 6 en
el caso de SINA). El siguiente paso es el bloqueo de la actividad peroxidasa enddgena.
Posteriormente la muestra se incuba con los diferentes anticuerpos primarios durante 30 min
(a 37°C en el caso de Benchmark XT y a temperatura ambiente para En Vision™) y 30 min
mas con un polimero conjugado con peroxidasa que actua a modo de anticuerpo secundario.
El procedimiento automatizado se completa con el revelado de la reaccion, utilizando como
cromégeno tetrahidrocloruro de 3,3 -diaminobenzidina (DAB). Las muestras se contratifien
con hematoxilina fuera ya del procesador en el caso de Benchmark XT (3 seg en
hematoxilina de Harris) y todavia dentro en el caso de En Vision™. Para acabar se
deshidrata el tejido con etanol a concentraciones crecientes y se montan las preparaciones

con cubreobjetos.
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En la Tabla 4 se detallan los anticuerpos primarios utilizados y las diluciones empleadas.

Antigeno Clon Fuente Dilucién
IDH1-R132H H-09 Dianova, Hamburgo, Alemania 1/40
p53 DO-7 Novocastra, Newcastle, Inglaterra 1/500
PTEN 6H2.1 Dako, Agilent Technologies, Glostrup, 1/100
Dinamarca
CD44 SP37 Ventana, Tucson, Arizona, EEUU (Prediluido)
Olig2 EP-112 Abcam, Cambridge, Reino Unido 1/100
p16 E6H4 Ventana, Tucson, Arizona, EEUU (Prediluido)
D2-40 D2—401 Dako, Agilent Technologies Glostrup, (Prediluido)
Dinamarca
PDGFRA sc-338 Santa Cruz, Dallas, Texas, EEUU 1/300
VIM Vo Dako, Agilent Technologies, Glostrup, 1/300
Dinamarca
PGFA 6F2 Dako, Agilent Technologies, Glostrup, 1/10000
Dinamarca
SINA Snp88 Biogenex, San Ramon, California, EEUU 1/800
Ki67 MIB-1 Dako, Agilent Technologies, Glostrup, 1/600
Dinamarca
ATRX PAO001906  Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU 1/300

Tabla 4: Proteinas analizadas y caracteristicas de los anticuerpos primarios utilizados

Todos los resultados fueron evaluados por dos patélogos. Los casos en los que hubo

discordancia se revisaron de manera conjunta y se consensud una unica puntuacion.

Se evalud la expresion proteica en la poblacion celular tumoral y se obvié cualquier tipo de
positividad cuyo patron morfolégico pudiera corresponder a otro tipo celular, como células
endoteliales, microglia, o células inflamatorias. La interpretacion de los patrones de tincion y
de los puntos de corte para los diferentes anticuerpos se basé en los trabajos publicados en
la literatura (esta informacion se detalla mas abajo). Esta interpretacion fue siempre una
estimacién visual de la proporcién de células positivas o de la intensidad de la tincion y no

se utilizaron sistemas de digitalizacién de imagen para analisis automatizados.
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Para IDH1-R132H se consideré como positivo cualquier caso que mostrase tincion

citoplasmatica con o sin tincion nuclear (Capper 2009).

Para la valoracién de la inmunotincién de p53 se cuantificé la proporcion de células
neoplasicas con positividad nuclear intensa, como sigue: 0: menos del 5% de células
positivas; 1: entre el 5 y el 10% de células positivas; 2: entre el 10 y el 25% de células
positivas; 3: entre el 25 y el 50% de células positivas; y 4: mas del 50% de células positivas.
Se definid como caso positivo para p53 aquel con tincién nuclear en mas del 10% de las

células tumorales (Takami 2015).

En el caso de PTEN, se valoré la intensidad de la tincion citoplasmatica de las células
neoplasicas en comparacién con la intensidad de la tinciéon en los endotelios de la misma
muestra. Se consideré como caso positivo para PTEN aquel en que la tinciéon tumoral era de

igual intensidad que la observada en los endotelios (Wiencke 2007).

Para CD44, Olig2, p16, D2-40, VIM y PGFA se evalud el porcentaje de células tumorales
positivas en una escala de 0 a 5, como sigue: 0: ninguna célula positiva; 1: positividad en el
5% o menos de las células tumorales; 2: positividad entre el 5 y el 25%; 3: positividad entre
el 25 y el 50%; 4: positividad entre el 50 y el 75%; y 5: positividad en mas del 75% de las
células tumorales. Los casos definidos como positivos debian presentar tincidon
citoplasmatica en el caso de CD44, D2-40, VIM y PGFA, y tincion nuclear para Olig2 en mas
del 50% de la poblacion tumoral (Motomura 2012). Para p16 la tinciéon debia ser nuclear y

citoplasmatica en mas del 5% de células tumorales (Purkait 2013).

Para PDGFRA, y como la totalidad de los casos mostraban inmunopositividad citoplasmatica
difusa en las células tumorales, se eligié una escala basada en la intensidad de tincién como
sigue: 1: leve; 2: moderada; 3: marcada. Se consideraron como casos positivos para

PDGFRA aquellos con una intensidad de tincion moderada o marcada.

Se analizé la expresion de SINA vy si existia algun tipo de positividad citoplasmatica el caso

se catalogé como positivo.
Para determinar el indice de positividad para Ki67 se contaron 100 células tumorales por

cilindro (hasta 300 células por caso). El resultado se expresé como el porcentaje de

positividad para cada tumor.
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En cuanto a la inmunotincion para ATRX, se clasificaron como casos negativos (con pérdida
de la expresion de ATRX) aquellos en los que menos de un 10% de la poblacién tumoral
mostraba tincion nuclear para ATRX (Wiestler 2013). Tal y como describe la literatura, se
consideraron como no valorables todos aquellos casos negativos en los que no se observd
tincién nuclear en los endotelios de la misma muestra (a modo de control interno positivo)
(Tanboon 2016).

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los diferentes puntos de corte para cada uno de los

marcadores IHQ empleados.

Antigeno Definicion de positividad

IDH1-R132H Positividad citoplasmatica en las células tumorales

p53 Mas del 10% de cel. tumorales con positividad nuclear intensa
PTEN Igual intensidad de positividad en las cel. tumorales que en las cel. endoteliales
CDh44 Mas del 50% de cel. tumorales con positividad citoplasmatica
Olig2 Mas del 50% de cel. tumorales con positividad nuclear
p16 Mas del 5% de cel. tumorales con positividad citoplasmatica y nuclear
D2-40 Mas del 50% de cel. tumorales con positividad citoplasmatica
PDGFRA Positividad citoplasmatica de intensidad moderada o marcada en las células tumorales
VIM Mas del 50% de cel. tumorales con positividad citoplasmatica
PGFA Mas del 50% de cel. tumorales con positividad citoplasmatica
SINA Positividad citoplasmatica en las células tumorales
Ki67 Porcentaje de cel. tumorales con tincion nuclear
ATRX Mas del 10% de cel. tumorales con positividad nuclear

Tabla 5: Definicion de positividad para cada uno de los marcadores IHQ analizados

En los casos donde la puntuacion obtenida con cualquiera de los marcadores fue diferente
en los 3 cilindros del caso, se eligié siempre el valor mas prevalente; y en el caso de 3
puntuaciones diferentes se eligi6 el valor intermedio. En los casos con solo dos
puntuaciones, cuando éstas eran diferentes se revisaron de nuevo los cilindros y se asigné
una puntuacién unica final. Para PTEN, los 2 casos con sélo dos cilindros valorables y
diferente puntuacidn se consideraron como casos negativos, pues el evento a detectar era

la pérdida de la expresion proteica.
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Como hemos mencionado anteriormente, los TMA contenian tejidos control que se utilizaron,
segun el anticuerpo empleado y el tipo de tejido, como controles positivos 0 negativos. Se
analizé con especial atencién la expresién de cada uno de los marcadores IHQ en el caso

correspondiente a cortex cerebral no tumoral y en el Alll.

111.3.3. Estudio mediante FISH

Se estudié la amplificacion de EGFR y PDGFRA (EGFRa y PDGFRAa) mediante FISH
sobre secciones de los TMA. Para el estudio de EGFR se utilizé la sonda Vysis EGFR/CEP7
FISH probe kit (Abbott Molecular Inc, Des Plaines, IL, EEUU). Para el estudio de PDGFRAa
se disefi6 una sonda usando los clones RP11-626H04 y RP11-117E08 de la genoteca
humana 32K BAC (CHORI BACPAC Resources Center Oakland, CA, EEUU). EI ADN de
los clones se aislo mediante el Qiagen Kit Midi plasmid (Qiagen, Valencia, CA, EEUU) y se

marco con Sprectrum Green (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, EEUU).

Para ambos casos, se obtuvieron secciones de 4 u de los TMA que fueron desparafinadas
en xilol, rehidratadas con etanol a concentraciones decrecientes y procesadas con el
Histology FISH Accessory Kit (Dako, Glostrup, Dinamarca). El pretratamiento y la digestion
enzimatica de las muestras se realizaron segun las instrucciones del fabricante. Brevemente,
las muestras rehidratadas se incubaron 10 min a 96°C en tampdn de pretratamiento, se
lavaron 2x3 min en tampon de lavado y se digirieron con pepsina 6 min a 37°C. Se par¢ la
digestion con tampén de lavado (2x3 min). Las muestras se deshidrataron en series
crecientes de etanol y se dejaron secar al aire. Tras aplicar la sonda, las laminillas fueron
codesnaturalizadas 4 min a 85°C e hibridadas toda la noche a 37°C en hibridador
(ThermoBrite, Abbott Molecular Inc, Des Plaines, IL, EEUU). Posteriormente se realizé el
lavado de astringencia en 2xSSC/0,3% Tween-20, 2 min a 72°C. Las muestras fueron
deshidratadas de nuevo, se secaron al aire y se montaron en medio de montaje fluorescente
con 4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) como contratincién nuclear. Utilizando un
microscopio de fluorescencia Olympus BX51, se valoraron entre 50 y 100 nucleos no

superpuestos en cada uno de los cilindros del TMA.
Las muestras se consideraron amplificadas para EGFR cuando >10% de las células

tumorales presentaron una relacion EGFR/CEP7 >2 o bien innumerables sefales de la

sonda EGFR en alguno de los cilindros del caso (Korshunov 2004).
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En el caso de PDGFRA, al no disponer de sonda centromérica, las muestras se consideraron
amplificadas cuando >40% de las células tumorales presentaron 6-12 copias del gen o
cuando alguna célula neoplasica tenia = 12 copias del gen en alguno de los cilindros del
caso (Phillips 2013).

11l.4. Deteccion de la variante lll de EGFR

La forma delecionada EGFRVIII se determind a partir del ARN total extraido con el kit
Absolutely RNA® FFPE (Stratagene, San Diego, California, EEUU) de las secciones
obtenidas de uno de los bloques de parafina del caso con mas del 10% de celularidad
tumoral. La concentracion de ARN se obtuvo midiendo la absorbancia de la muestra a 260
nm en un espectrofotdmetro DS-11 (DeNovix, Wilmington, Delaware, EEUU). Se realizé la
retrotranscripcion a partir de 2 ug de ARN utilizando el kit “Ready-to-go you prime first-strand
beads” (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Se llevaron a cabo dos amplificaciones
de PCR utilizando como molde el ADN complementario (ADNc). En la primera se utilizan
cebadores que se unen a los exones 1y 2, y con ello se amplifica una banda correspondiente
al alelo no mutado. Dicha amplificacién sirve de control de la calidad de la muestra y de la
retrotranscripcion. Con la segunda amplificacion se detecta el alelo EGFRVIIl y para ello se
utilizan cebadores que se unen a los exones 1y 9 (Tabla 6). En cada amplificacion se incluyé
la muestra por duplicado, un control positivo de mutacion y un control negativo sin muestra.
Las condiciones de la PCR fueron: 5 min a 95°C, 38 ciclos de 20 seg a 95 °C- 30 seg a 55
°C- 30 seg a 72°C, y 5 min a 72°C. Las concentraciones finales de los reactivos fueron las
siguientes: Ecotaq (Ecogen, Barcelona) a 0.02 U/ul, MgCl, (Ecogen, Barcelona) a 2 mM,
dNTP (Epicentre, Madison, Wisconsin, EEUU) a 250 uM y cebadores a 0,4uM. El producto
de las PCR se resolvid por electroforesis en geles de agarosa (al 2%) y se consideraron
mutados los casos donde se obtuvo banda en ambas PCR, la del alelo mutado y la del no

mutado.

l11.5. Estudio del estado de metilacion del promotor del gen MGMT

Para el analisis del estado de metilacion del pMGMT, se obtuvo ADN a partir de las secciones
de uno de los bloques de parafina del caso (con mas del 10% de células tumorales) utilizando
el kit Nucleospin Il Tissue Kit (Machenery Nagel, Diren, Alemania). La concentracion de
ADN se calculé midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm en el espectrofotdmetro
DS-11 (DeNovix, Wilmington, Delaware, EEUU). Para cada muestra, se modificaron entre
200 y 400 ng de ADN con bisulfito utilizando el kit EZ-DNA Methylation—Gold kit® (Zymo

Research, Irvine, California, EEUU). A partir de este ADN modificado se realizé la PCR
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especifica de metilacion (MSP), es decir, se amplificaron separadamente con cebadores
especificos las secuencias de pMGMT metiladas y las no metiladas. En la Tabla 6 se
describen los cebadores empleados para cada caso. En cada analisis se incluyé la muestra
por duplicado, dos controles positivos (una muestra de ADN totalmente metilado y una de
ADN totalmente no metilado) y un control negativo sin muestra. Las condiciones de la PCR
fueron: 5 min a 95°C, 42 ciclos de 30 seg a 95 °C- 30 seg a 59 °C- 30 seg a 72°C, y 5 min a
72°C. Las concentraciones finales de los reactivos fueron las siguientes: HotStar Tag® Plus
(Qiagen, Hilden, Alemania) a 0.02 U/ul, MgCl, (Ecogen, Barcelona) a 2 mM, dNTP
(Epicentre, Madison, Wisconsin, EEUU) a 200 uM y cebadores a 0,4uM. Los productos de

las PCR se resolvieron por electroforesis en geles de acrilamida al 6%.

I1l.6. Estudio de secuenciaciéon de IDH-1y IDH-2

En los casos de pacientes con edad < a 55 afios y en aquellos con una supervivencia
superior a 2 afos se realizo el estudio de las mutaciones puntuales R132 de IDH1y R172
de IDH2.

A partir del ADN, extraido de la muestra de igual modo que para el estudio del pMGMT, se
amplificaron separadamente por PCR el ex6n 4 de los genes IDH1 e IDH2, donde se localiza
la mutacién puntual mas frecuente. En la Tabla 6 se detallan los cebadores utilizados. Las
condiciones de la PCR fueron: 5 min a 95°C, 38 ciclos de 20 seg a 95 °C- 30 seg a 55 °C-
30 seg a 72°C, y 5 min 72°C. Las concentraciones finales de los reactivos fueron las
siguientes: Ecotaq (Ecogen, Barcelona) a 0.02 U/ul, MgCl, (Ecogen, Barcelona) a 4 mM,
dNTP (Epicentre, Madison, Wisconsin, EEUU) a 200 uM y cebadores a 0,2 uM. Se valoré la
PCR por electroforesis en geles de agarosa al 2% y se purificaron los productos amplificados
con el kit Nucleospin Gel&PCR clean-up (Machenery Nagel, Duren, Alemania). Este
producto purificado sirvi6 como molde para realizar la reaccion de secuenciacion mediante
el kit BigDye® Terminator v3.1 Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, California,
EEUU) siguiendo las concentraciones de reactivos y las condiciones de PCR recomendadas
por el fabricante, con una temperatura de annealing de 58°C y utilizando el cebador IDH1-F.
Los productos de las secuenciaciones se precipitaron con etanol y se analizaron en el equipo

AbiPrism 3130x|I Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, EEUU).

76



Region
amplificada

Determinacion Secuencia de los cebadores Amplimero

F 5'- GGG CTC TGG AGG AAA AGA AAG -3°
Exones 1-2 72pb
R 5'- CTC CAT CTC ATA GCT GTC GG-3°

EGFRuvIll
F 5- GGG CTC TGG AGG AAA AGA AAG -3°
Exones 1-9 88pb
R 5°- GAT CTT CAA AAG TGC CCA AC -3
F5-TTTGTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT -3°
Prom9tor 92pb
no metilado R 5°- AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA CAA AAC A -3’
PMGMTmet
F 5'-GGG CTC TGG AGG AAA AGA AAG -3°
Promotor 80pb
metilado R 5°- CTC CAT CTC ATA GCT GTC GG -3°

) F 5-ACC AAA TGG CAC CAT ACG A-3’
IDH1 Exén 4 164pb
R 5"-GCA AAA TCA CAT TAT TGC CAA C-3°

) F 5-GCT GCA GTG GGA CCA CTA TT-3°
IDH2 Exén 4 293 pb
R 5- TGT GGC CTT GTA CTG CAG AG-3’

Tabla 6: Secuencia de los cebadores empleados para el estudio de EGFRVIII, del estado de
metilacion del promotor de MGMT (pMGMTmet) y de las mutaciones en los genes IDH1 e IDH2. (F:
foward, R: reverse, pb: pares de bases)

I1l.7. Analisis estadisticos

lll.7.1. Consensus clustering

De manera similar a la metodologia empleada por Motomura y col (Motomura 2012),
aplicamos un procedimiento de consensus clustering a nuestros datos moleculares (IHQ y
no IHQ) para identificar diferentes subgrupos de GB. El clustering permite agrupar elementos
en clases o grupos (clusters), de manera que los elementos (en nuestro caso GB) que
pertenecen a un mismo grupo son mas similares entre si que a los casos de otros grupos.
Esta similitud se refleja habitualmente en términos de una medida de distancia. El consensus
clustering es una herramienta de agrupamiento (o clustering) que permite estimar la
estabilidad estadistica de los grupos identificados (Abu-Jamous 2013). De entre los
diferentes procedimientos para realizar un agrupamiento de estas caracteristicas, uno de los
mas frecuentemente utilizados (y el empleado en el estudio de Motomura y col) es el k-
means clustering, que usa como medida la denominada distancia euclidea. Se evaluaron
todas las posibilidades entre 2 y 5 grupos y para ello se analizaron los valores obtenidos
para cada variable molecular en mas de 10.000 interacciones con el 80% de reanalisis de
un mismo elemento. Se escogié el numero de grupos que mostrd una mejor estabilidad de

agrupamiento con un menor numero de asignaciones ambiguas en las diferentes
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ejecuciones del clustering (la descripcion del modelo de consensus clustering empleada en

este trabajo se ampliara en el apartado de resultados).

lll.7.2. Resto de anadlisis estadisticos

El resto de analisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando el programa Statistical
Package for Social Science (SPSS 18.0, IBM, Nueva York, EEUU). Una diferencia se

considero estadisticamente significativa cuando el “valor p” era igual o inferior a 0,05.

La edad y la actividad proliferativa (Ki67) se consideraron como variables cuantitativas y el
resto de variables, incluyendo la puntuacién obtenida para las diferentes determinaciones
moleculares (IHQ y no IHQ), como cualitativas. Las variables edad y KPS se agruparon en

rangos con valor prondstico (edad = o <50 afos, KPS = o <70).

Se evaluaron las variables morfolégicas y moleculares de manera descriptiva y se estudiaron
las relaciones estadisticas de independencia entre las diferentes variables cualitativas
mediante el test de Chi cuadrado o el test exacto de Fisher cuando fue necesario. Para el
estudio de la comparacion de medias de las variables cuantitativas se utilizaron los test no
paramétricos de U de Mann-Whitney (para dos grupos) y de Kruskal-Wallis (para mas de

dos grupos).

Se definié como supervivencia global (SG) el intervalo de tiempo transcurrido entre la fecha
de la intervencion quirurgica y la fecha de la muerte o el ultimo control del paciente. Los
enfermos en los que se perdio el seguimiento se consideraron pacientes censurados. El
resto habia fallecido en el momento del analisis de los datos de este estudio. La SG se
evalué mediante el método de Kaplan-Meier y para comparar la diferencia entre las curvas
de supervivencia se utilizo el test log-rank. Los analisis multivariantes se hicieron con el

modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox-Mantel.
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Resultados

IV. Resultados






IV.1. Caracteristicas clinicas y radiolégicas de los pacientes

La edad mediana de nuestros pacientes en el momento del diagndstico fue de 64 afios
(rango de edad entre 20 y 77 afios) y en el 84,4% de los casos la edad coincidia con el pico
esperado en los GB (entre 55 y 85 afios) (Louis 2016). La relacidn hombres/mujeres fue de
1,06. Todos los tumores eran supratentoriales y superficiales (area cortical/subcortical). En
9 de los 64 casos (14%) la lesion era multifocal (definida radiolégicamente como dos 0 mas
focos con captacion de contraste separados por una distancia minima de 1cm) (Patil 2012).
Veintisiete de los casos ocupaban el lado izquierdo y 37 el derecho. En cuanto a la
distribucion por l6bulos, 23 casos asentaban en el I6bulo frontal y 19 en el temporal, como

localizaciones mas frecuentes.

En 8 de los casos (12,5%) la cirugia consistié en biopsia de la lesion tumoral y el resto
fueron resecciones: parcial en 40 casos (62,5%) y completa (definida como ausencia de
enfermedad residual en la RMN) en los 16 restantes (25%). El KPS postquirdrgico oscilaba
entre el 50 y 100%. Tras la cirugia, 63 de los 64 pacientes recibieron tratamiento con QT
basada en carmustina (BCNU) (en 26 casos) o en temozolomida (TMZ) (en 36 casos). Un
unico paciente recibié tratamiento intracavitario con obleas de BCNU (Gliadel®). Sesenta
pacientes recibieron RT (incluyendo el Unico paciente que no recibié QT), 58 con dosis de
60Gy y los dos restantes con dosis <40Gy. En 8 de los casos el esquema de tratamiento
fue el descrito por Stupp (RT con TMZ concomitante y adyuvante) (Stupp 2005). Cuarenta

y tres de los pacientes (67,2%) recibieron tratamiento a la progresion.
La mediana de SG fue de 13 meses, con un rango de 1 a 90 meses. Ocho de los enfermos
estaban vivos a los 2 afios (12,5%) y 2 a los 5 afos (3%). La mediana de SLP fue de 6,8

meses.

En la Tabla 7 se resume la informacion clinica mas relevante.

Variable clinica Valores
Mediana de edad (rango) 64a (20a-77a)
KPS (rango) 50%-100%
Tipo de cirugia (Bx/RP/RC) 8/40/16
RT+QT/QT/RT 59/4/1
Mediana de SG en meses (rango) 13m (1-90m)

Tabla 7: Resumen de las caracteristicas clinicas mas relevantes. Para las variables tipo de cirugia y
tratamiento los valores indican el nimero de pacientes en cada categoria. (Bx: biopsia; RP: reseccion
parcial; RC: reseccién completa)
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IV.2. Caracteristicas histopatolégicas de los tumores

En los 64 casos se confirmé el diagnostico de GB: 3 de ellos fueron clasificados como
gliosarcomas (GS), 3 como GB de células pequenas (GBCP), 2 como GB con componente
oligodendroglial (GBCO) y 2 como GB con metaplasia escamosa (GBME). Diecisiete casos
(26,6%) mostraron un patrén histolégico tipo A (PH-A) (definido como se explica en
materiales y métodos), 29 (45,3%) un PH-B, 15 (23,4%) un PH-C y 3 (4,6%) un PH-D.

Con respecto a las variables morfolégicas analizadas, el 90,6% de los casos mostré necrosis
isquémica y el 67,2% necrosis con empalizada. En el 95,3% se observo proliferacion
microvascular (PMV). En cuanto al componente celular, el 39,1% tenian células gigantes
multinucleadas (CGM) y el 40,6% un componente de célula pequefia. Estos resultados se

recogen en la Tabla 8.

Variable morfolégica Frecuencia
(n=64) (%)
Patron histolégico (A/B/C/D) 17(27) / 29(45) / 15(23) / 3(5)

Necrosis isquémica 58 (91)
Necrosis con empalizada 43 (67)
Proliferaciéon microvascular 61 (95)
Células gigantes multinucleadas 25 (39)
Células pequenas 26 (41)

Tabla 8: Frecuencias de las diferentes variables morfologicas analizadas. El resultado se expresa
como numero de casos positivos del total de 64 casos y como porcentaje

IV.3. Frecuencia de las diferentes alteraciones moleculares

Las tinciones de IHQ vy el estudio de FISH sobre TMA resultaron en la pérdida de algunos
casos por problemas técnicos, por lo que el total de casos estudiados para cada uno de
estos eventos moleculares fue variable y no siempre igual a 64. Los puntos de corte para

las diferentes variables IHQ se han descrito en el apartado de materiales y métodos.
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1V.3.1. Marcadores IHQ

Ademas de en los casos de GB, se analizé la expresion IHQ de las diferentes proteinas en
la muestra de cértex cerebral no patoldgico y en el Alll incluidos como tejidos control en los
TMA.

De los 62 casos evaluables, ninguno de ellos mostro positividad para IDH1-R132H, al igual
que también resulté negativo el tejido cerebral control. Por contra, el caso del Alll si mostro

inmunotincién para IDH1-R132H.

Treinta y uno de los 61 casos de GB fueron positivos para p53. En la escala de 0 a 4, tal y
como se define en el apartado de materiales y métodos, los casos se distribuyeron de la
siguiente manera: 0: 22 casos, 1: 8 casos, 2: 14 casos, 3: 7 casos y 4: 10 casos. No se
observo positividad en los cilindros correspondiente al tejido cerebral no tumoral, y si una

tincion difusa e intensa en el caso del Alll.

Cuarenta y cuatro de los 61 casos mostraron positividad para PTEN. Dicho de otro modo,
17 casos tenian pérdida de la expresion de PTEN, lo que constituye realmente el evento
molecular a detectar. El tejido cerebral normal fue negativo y el Alll mostré una tincién

intensa y difusa.

En relacion a CD44, 51 de los 61 casos evaluables presentaron sobrexpresion de CD44.
En la escala de 0 a 5, los casos se distribuyeron de la siguiente manera: 0 y 1: ningun caso,
2: 6 casos, 3: 4 casos, 4: 17 casos y 5: 34 casos. No se observo positividad para CD44 ni

en el fragmento de coértex cerebral ni en el caso del Alll.

Treinta y siete de los 61 casos valorados fueron positivos para Olig2. En |la escala de 0 a 5,
los casos se distribuyeron como sigue: 0: 8 casos, 1: 4 casos, 2: 7 casos, 3. 5 casos, 4: 22
casoy 5: 15 casos. El parénquima cerebral no tumoral mostré ocasionales células positivas

(de aspecto oligodendroglial) y el caso de Alll resulté inmunopositivo.

La distribucion de los casos segun el porcentaje de células positivas para p16 fue un tanto
curioso: en 20 de 61 casos no se observd inmunotincion, en 24 casos se evidenciaron
ocasionales células positivas (menos del 5%), y el resto (los 17 casos positivos) revelaron
mas del 75% del componente tumoral positivo. Por tanto, y de igual modo que hemos

expuesto para PTEN, fueron 44 los casos de GB con pérdida de la expresion de p16. El
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parénquima cerebral sano fue negativo para p16 y en el caso del Alll se observaron en

torno a un 25% de células inmunopositivas.

Cuarenta de 61 casos fueron positivos para D2-40. En la escala de 0 a 5, tal y como se
define en el apartado de materiales y métodos, los casos se distribuyeron de la siguiente
manera: 0: 4 casos, 1: 4 casos, 2: 6 casos, 3: 7 casos, 4: 7 casos y 5: 33 casos. No se

observo inmunotincion para D2-40 ni en el cilindro de cértex cerebral ni en el caso de Alll.

El estudio IHQ de PDGFRA revel6 37 casos positivos de entre los 60 casos evaluables. En
la escala de intensidad de 1 a 3 que definimos en el apartado de materiales y métodos, los
casos se distribuyeron como sigue: 1: 23 casos, 2: 32 casos y 3: 5 casos. El parénquima

cerebral control mostraba una tincion leve y el caso de Alll una tincion moderada.

Treinta y ocho de los 59 casos valorables para VIM y 43 de los 61 casos de GB en los que
se pudo valorar PGFA resultaron positivos. En la escala de 0 a 5, los casos se distribuyeron
de la siguiente manera: 0: ningun caso; 1: ningin caso para VIM y 1 caso para PGFA, 2: 6
y 3 casos, 3: 15y 14 casos; 4: 28 y 20 casos, y 5: 10 y 23 casos, respectivamente. En el
caso de la muestra de cerebro se observé inmunotincion para VIM unicamente en los
capilares sanguineos mientras que la tincion para PGFA fue difusa e intensa en el
componente glial. El caso del Alll mostré positividad para VIM en aproximadamente el 25%

de las células tumorales y para PGFA en mas del 50%.

En cuanto a la valoracion de la expresion de SINA, 19 de los 60 casos evaluables tenian
algun tipo de positividad. En la gran mayoria de ellos el patron de tincion, en forma de una
fina granularidad de fondo en ocasiones de distribucién parcheada, era sugestivo de
corresponder a positividad no en el componente tumoral sino en tejido cerebral sano
atrapado (Figura 19). Por ello (y por otros motivos, tal y como se detallara mas tarde en el
apartado de discusion) se decidié no considerar este resultado para el resto de los analisis.
Como cabia esperar, el cerebro no neoplasico fue positivo para SINA, al igual que también

observamos positividad (probablemente también artefactual) en el caso del Alll.

El porcentaje medio de células positivas para Ki67 fue del 17,6%, con un rango de entre el
5yel 51%.

Sélo 3 de los 45 casos evaluables para ATRX mostraron pérdida de la expresion nuclear

en mas del 90% de las células tumorales. Esta informaciéon tampoco se ha incluido en el
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resto de los analisis de los datos, puesto que se obtuvo en la fase final de nuestro estudio.

Este punto se menciona también mas adelante en el apartado de discusion.

En la Tabla 9 se resumen los resultados obtenidos del estudio IHQ (a excepcion de los
resultados para Ki67) y en la Figura 20 se muestran imagenes representativas de casos

positivos y negativos para los diferentes marcadores empleados.

Variable IHQ Frecuencia (%) Normal Alll
IDH1-R132H 0/62 (0) - +
p53 31/61 (51) - +
PTEN 44/61 (72) - +
CD44 51/61 (84) - -
Olig2 37/61 (61) + +
p16 17/61 (28) - +
D2-40 40/61 (66) - -
PDGFRA 37/60 (62) - +
VIM 38/59 (64) - *
PGFA 43/61 (70) + +
SINA 19/60 (32) + +
ATRX 42/45 (93) nv -

Tabla 9: Frecuencias de las diferentes variables IHQ estudiadas. Se detalla el resultado para cada
marcador IHQ en los casos de GB (que se expresa como numero de casos positivos/numero total de
casos evaluados y como porcentaje) y en el caso de cerebro no tumoral (Normal) y el Alll incluidos
entre los controles de los TMA. En el caso del Alll, se observd un 25% de células tumorales
inmunopositivas para VIM. Ya que el criterio de positividad para este marcador se ha definido como
mas del 50% de células positivas, el caso se muestra en la tabla como negativo (*). (nv: no valorable)

Figura 19: Ejemplo de dos casos inmunopositivos para SINA con un patrén de distribucién sugestivo
de corresponder a tejido cerebral sano atrapado entre las células tumorales
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Resultados

Positivo Negativo Positivo Negativ_o

p53
D2-40

PTEN
PDGFRA

Olig2 CD44
VIM

PGFA

ATRX

Figura 20: Ejemplos de casos inmunopositivos e inmunonegativos para los diferentes marcadores
IHQ empleados

IV.3.2. Alteraciones de EGFR, PDGFRA, MGMT e IDH

Veintisiete de los 64 casos tenian EGFRa (42,2%) y 17 EGFRVIII (26,5%), 15 de ellos con
EGFRa y dos no. El analisis de PDGFRAa mediante FISH revelé la existencia de 9 de 58
casos (15,5%) amplificados. Veinticuatro de los 64 casos estudiados (37,5%) mostraron
pMGMTmet. De los 14 casos en los que se secuencié IDH1 e IDH2, Unicamente en uno de
ellos se detectdé una mutaciéon en IDH1, del tipo p.R132C. Este caso, como cabe esperar,

resulté negativo con la inmunotincion para IDH1-R132H.

La Tabla 10 resume las frecuencias encontradas para cada uno de estos eventos

moleculares y en las Figuras 21 y 22 se muestran algunos ejemplos.
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Variable molecular

Frecuencia (%)

EGFRa

27/64 (42)

EGFRuvill

17164 (27)

PDGFRAa

9/58 (16)

PMGMTmet

24/64 (38)

IDHmM

114 (7)

Tabla 10: Frecuencias de las diferentes variables moleculares no IHQ estudiadas. El resultado se
expresa como numero de casos positivos/numero total de casos evaluados y como porcentaje

PDGFRA

Figura 21: Ejemplo de casos con amplificacion de EGFR y con amplificacion de PDGFRA
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Figura 22: Ejemplo de casos con y sin (a) EGFRVIII, (b) con y sin metilacion del pMGMT y (c) el

unico caso con IDH1m. (PM: Peso molecular)
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Figura 22: Ejemplo de casos con y sin (a) EGFRVIII, (b) con y sin metilaciéon del pMGMT y (c) el
tnico caso con IDH1m. (PM: Peso molecular)
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IV.4. Relacidén entre las caracteristicas histopatologicas y las variables moleculares

En este apartado se detallan, entre otras, las asociaciones observadas con los diferentes
tipos de caracteristicas histopatolégicas. En lo referente a los patrones histolégicos (PH) y
a las variantes de GB, se detallan aquellas asociaciones que responden a algunas de las
cuestiones planteadas por el trabajo, aunque en muchos de los casos no han alcanzado
una significacion estadistica (ver mas adelante en la discusion de los resultados). Para
aquellas que si la alcanzaron se ha afadido la informacién sobre el “valor p”. Para el estudio
de la relacién entre el resto de variables morfolégicas y las variables moleculares se ha
centrado el analisis en los resultados que si mostraron una significacion estadistica (o al

borde de la significacion), ya que el volumen de los resultados obtenidos es muy elevado.

En todos los analisis de relacidn de variables que implican a las variables IHQ, éstas se han
considerado como variables dicotomicas, positivas o negativas segun los puntos de corte

detallados en materiales y métodos.

IV.4.1. Relacion entre las diferentes caracteristicas histopatologicas

Se observé una relacion esperable entre los diferentes PH y algunas de las variantes de
GB, de tal modo que los 3 GS pertenecian al PH-B y los 3 GBCP al PH-D. Este hecho se
explica claramente por la propia definicion de los PH: el patrén predominantemente
fusocelular es una de las definiciones de PH-B y el PH-D lo definimos de entrada como el
correlato morfolégico del GBCP. De los dos casos de GBCO, uno de ellos correspondia a
un PH-A y uno a un PH-B, y de los dos casos de GBME, uno presentaba un PH-B y el otro
un PH-C.
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En cuanto a la asociacion entre el PH y el resto de variables morfoldgicas, existia una mayor
tendencia a la presencia de necrosis con empalizada y PMV en el PH-B (79,3% y 96,6%,
respectivamente). Los casos de GB con PH-A eran los que mostraban menores niveles de
necrosis isquémica. De nuevo, y por la propia definicion de los PH, se observé una
asociacion entre el patron y el componente de célula pequefia, que se encontraba
sobrerrepresentado en el subtipo de PH-D (3/3 casos) y era menos frecuente entre el resto
de los subtipos (23/61). De igual modo, la presencia de CGM fue mas evidente en el grupo
de GB PH-C (14/15) frente al resto (11/59) (p<0,01), también influenciada por la propia
definicion de los PH. Los tres casos con PH-D (GBCP) tenian necrosis con empalizada,

PMV vy, por definicion, células pequefias, con ausencia de CGM (Tabla 11).

PH-A PH-B PH-C PH-D

(n=17) (%) (n=29) (%) (n=15) (%) (n=3)
Necrosis isquémica 15 (88) 27 (93) 14 (93) 2
Necrosis con empalizada 10 (59) 23 (79) 7 (47) 3
Proliferaciéon microvascular 16 (94) 28 (97) 14 (93) 3
Células gigantes multinucleadas 6 (35) 50117) 14 (93) 0
Células pequenas 7 (41) 11 (38) 5(33) 3

Tabla 11: Relacién entre patrones histolégicos y resto de variables morfolégicas. En naranja se
sefalan las asociaciones mas destacadas. El resultado se expresa como numero de casos positivos
sobre el numero total de casos evaluados para cada PH y como porcentaje. Los datos relacionados
con el PH-D no se han considerado en los analisis de la relacion entre patrones y variables
moleculares. No obstante, constan en esta tabla a modo ilustrativo

IV.4.2. Relacion entre las caracteristicas histopatologicas y las variables moleculares

Los casos con PH-A mostraron los mayores niveles de expresién de Olig2 y PDGFRA
(p=0,008). Los GB PH-B tenian los niveles mas bajos de p16 (p=0,016) y PTEN y los
mayores de D2-40 y PGFA. Los GB PH-C presentaron los niveles mas altos de p53
(p=0,047), CD44 y VIM. La media del indice de proliferacion celular (Ki67) fue del 18%, 15%
y 21% para los casos con PH-A, B y C, respectivamente. Puesto que el grupo de GB PH-D
constituye un grupo muy minoritario (Unicamente 3 casos) se ha considerado que la
informacién obtenida en el mismo al respecto, no merece una menciéon especial, aunque se

detalla en la Tabla 12.
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PH-A (%) PH-B (%) PH-C (%) PH-D

p53 7/16 (44) 11/28 (39)  11/14 (79) 2/3
PTEN 12/16 (75)  19/28 (68)  12/14 (86) 13
CD44 14/16 (88)  24/28 (86)  13/14 (93) 0/3
Olig2 11/16 (69)  15/28 (54) 8/14 (57) 3/3

p16 5/16 (31) 4128 (14) 8/14 (57) 0/3
D2-40 7/16 (44) 21/28 (75) 9/14 (64) 3/3

PDGFRA 14/16 (86)  11/27 (30) 9/14 (64) 3/3

VIM 715 (47) 17/27 (63)  12/14 (86) 2/3
PGFA 1116 (69)  21/28 (75)  10/14 (71) 13
Ki67 18% 15% 21% 24%

Tabla 12: Relacién entre patrones histolégicos y variables IHQ. En naranja se sefalan las
asociaciones mas destacadas. El resultado se expresa como numero de casos positivos/nimero
total de casos evaluados para cada PH y como porcentaje

Cuando se analiz6 la frecuencia de las alteraciones moleculares no IHQ (genéticas y
epigenéticas) en los diferentes grupos de PH, se observé que los casos con PH-A
mostraban los mayores niveles de PDGFRAa y eran los GB que mas frecuentemente tenian
pMGMTmet, mientras que los PH-B ponian de manifiesto los mayores niveles de EGFRay
de EGFRUVIII. Los 3 casos de GB PH-D tenian EGFRa y s6lo uno de ellos EGFRVIII (Tabla
13).

PH-A (%) PH-B (%) PH-C (%) PH-D
EGFRa  4/17 (24) 16/29 (55) 4/15(27) 3/3
EGFRvIl  4/17 (24) 11/29 (38) 1/15(7)  1/3
(
(

PDGFRAa 5/15 227 (7) 2113 (15) 0/3
pMGMTmet 8/17 10/29 (34) 6/15(40) 0/3

Tabla 13: Relacion entre patrones histolégicos y variables moleculares no IHQ. En naranja se
sefialan las asociaciones mas destacadas. El resultado se expresa como numero de casos
positivos/numero total de casos evaluados para cada PH y como porcentaje

Se estudié también la asociacion entre cada una de las variables morfolégicas analizadas
y las variables IHQ (Tabla 14). Existia una relacion con significacién estadistica entre la
expresion de p53 y la presencia de CGM, de tal modo que los casos inmunopositivos para
p53 mostraban presencia de CGM con una mayor prevalencia que los casos negativos
(p=0,023). Los casos que perdian PTEN presentaban ausencia de necrosis de tipo
isquémico, ausencia de CGM y presencia de células pequefias con mas frecuencia que los
casos con expresion de PTEN preservada, de manera significativa (p=0,046, 0,009 y 0,024,
respectivamente). De entre los casos con necrosis con empalizada, el 84% tenian pérdida
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de p16 (p=0,02). Y lo mismo con los casos con ausencia de CGM: hasta en el 89% habian
perdida la expresién de p16 (p<0,001). Los casos negativos para PGFA tenian con mayor
frecuencia un componente de célula pequefia (p=0,049). Los GB con células pequefas
tenian un indice de Ki67 superior a los casos sin células pequefias (31,9% y 22,2%,
respectivamente) (p=0,022).

En cuanto a la asociacion entre variables morfolégicas y variables moleculares no IHQ
(Tabla 14), llama la atencién la estrecha relacion entre EGFRa y la existencia de necrosis
con empalizada (p<0,001), de tal modo que Unicamente dos de los GB con EGFRa carecian
de este hallazgo histoldgico. Esta misma asociacion fue observada también para los casos
con EGRuvIII (p= 0,031), de modo que los casos con esta forma de EGFR tenian con alta
frecuencia necrosis con empalizada. Existia ademas una relacién con el componente de
célula pequena, de modo que, de entre los GB con EGFRa, el 55,6% tenian células
pequefas, mientras que esa proporcion descendia al 30% en los que no tenian EGFRa
(p=0,044). Los casos con EGFRa y los casos con EGFRUvIIl carecian en su mayoria de
CGM (p=0,04 y p=0,035, respectivamente). Para PDGFRAa, por el contrario, no
observamos relacién alguna con ninguno de los parametros morfolégicos estudiados,
excepto quizas apuntar que ninguno de los 9 casos amplificados mostré un componente de
célula pequena y todos tenian PMV, aunque es preciso recordar que la muestra de casos
PDFGRAa es pequena (soélo 9 casos). Para finalizar, cuando interrogamos la relacion entre
pPMGMTmet y las variables morfolégicas observamos que los pocos casos sin PMV tenian
pPMGMTmet (p=0,049).

N .
Necrosis e;::;:sw Proliferacién Células gigantes Células
isquémica . microvascular multinucleadas pequenas
empalizada
p53 0,023
PTEN 0,046 0,009 0,024
p16 0,02 <0,001
PGFA 0,049
Ki67 0,022
EGFRa <0,001 0,04 0,044
EGFRvlII 0,031 0,035
PMGMTmet 0.049

Tabla 14: Relacion entre variables morfolégicas y variables moleculares. Unicamente se sefialan las
asociaciones con significacion estadistica. Para simplificar la tabla se han omitido las variables CD44,
Olig2, D2-40, PDGFRA, VIM y PDGFRAa, que no mostraron relaciones significativas. El nimero que
aparece en la casilla corresponde al “valor p”. En negro se sefalan las relaciones directas y en
naranja las inversas
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Entre nuestros casos observamos 3 GS, 3 GBCP, 2 GBCO y 2 GBME. Para el GS, las
alteraciones mas propias son la PTENm, TP53m y la delecion de CDKNZ2A (Louis 2016).
Dos de nuestros GS fueron negativos para p53 y p16 y sélo uno resulté negativo para
PTEN. Diversos estudios describen como caracteristicas moleculares propias de los GBCP
la EGFRa, la delecién de CDKN2A (p16) y la ausencia de mutaciones en PTEN (Homma
2006). En nuestra serie los 3 GBCP mostraron EGFRa, los 3 fueron inmunonegativos para
p16 y solo uno de los 3 fue negativo para PTEN. EI GBCO ha sido retirado como entidad
en la nueva clasificacion de la OMS porque corresponde molecularmente a diferentes tipos
de glioma de alto grado (Figarella-Branger 2015, Sahm 2014, Hinrichs 2016) por lo que

puede presentar alteraciones muy variables y no se comentara nada mas al respecto.

1V.4.3. Relacion entre las diferentes variables moleculares

El Unico caso con IDH1m mostrd, ademas, inmunopositividad para p53, PTEN, CD44, Olig2,
p16, D2-40 y VIM. No presentaba expresion de PDGFRA, PGFA, ni EGFRa, EGFRuvIIl o
PDGFRAa, y curiosamente no tenia pMGMTmet. Su indice de proliferacién celular fue del
51%.

Para el resto de los casos la relacion entre las diferentes alteraciones moleculares se

resume en la Tabla 15.

Para los marcadores IHQ se observé una relacion positiva entre los casos con expresion
de p53 y VIM. Asi, de los 31 casos inmunopositivos para p53, 25 (el 80,6%) expresaban
también VIM, mientras que Uunicamente eran positivos para VIM el 46,4% de los casos p53
negativos (p=0,006). Observamos también una relacién directa que casi alcanzo niveles de
significacion entre p53 y p16 (p=0,055), de modo que la gran mayoria de casos
inmunonegativos para p53 perdian la expresion de p16 (25/30 casos). La positividad para
PTEN se relacionaba con una mayor positividad para D2-40, en tanto que la gran mayoria
de casos Olig2 positivos habian perdido la positividad para p16 (30/37), aunque estas
relaciones tampoco alcanzaron niveles de significacion. La mayor parte de los casos
positivos para CD44 eran también positivos para PGFA, mientras que los negativos para
CD44 lo eran también para PGFA (82,4% y 90%, respectivamente) (p<0,001).

En cuanto a la asociacion entre variables moleculares IHQ y no IHQ, observamos una

relacion significativa entre EGFRa y PTEN, Olig2, p16 y EGFRVIII. Los casos con pérdida

de PTEN y p16 tenian mayores frecuencias de EGFRa que los casos inmunopositivos
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(64,7% vs 34,1% para PTEN, con una p=0,03; y 56,8% vs 5,9% para p16, con una p<0,001),
mientras que para Olig2 la relacion era directa: los casos con positividad para Olig2
presentaban mayores niveles de EGFRa (59,5% vs 16,7%) (p=0,001). La practica totalidad
de los casos con EGFRvIII (15/17) tenian EGFRa (p<0,001). Por ultimo, entre los casos
negativos para VIM observamos una mayor frecuencia de casos con PDGFRAa que entre

los inmunopositivos (33% vs 5%) (p=0,01).
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p53 0,055 0,006
PTEN 0,059 0,030
CD44 <0,001
Olig2 0,053 0,001
p16 0,055 0,053 <0,001
D2-40 0,059
VIM 0,006 0,01
PGFA <0,001
EGFRa 0,030 0,001 | <0,001 <0,001
EGFRvlIl <0,001
PDGFRAa 0,01

Tabla 15: Relaciéon entre variables moleculares IHQ y no IHQ. Unicamente se sefialan las
asociaciones con significacion estadistica o algunas que casi alcanzaron la significacion (en cursiva).
Para simplificar la tabla se han omitido las variables PDGFRA y pMGMTmet, que no mostraron
relaciones significativas. El nimero que aparece en la casilla corresponde al “valor p”. En negro se
sefalan las relaciones directas y en naranja las inversas. (Por las caracteristicas de la tabla los
“valores p” se encuentran duplicados y aparecen en las columnas de las dos variables entre las que
existe asociacion)

IV.5. Variables y modelos de supervivencia

Se analizaron todas las variables clinicas, morfolégicas y moleculares como posibles
factores prondsticos de supervivencia (SG) en nuestra poblacion de pacientes con GB. Se
estudiaron las curvas de supervivencia con el modelo univariante, y se aplico un modelo
multivariante a todas aquellas variables que mostraron una significacion estadistica, o a

aquellas variables de reconocido poder prondstico.
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1V.5.1. Modelo univariante

Los analisis univariantes revelaron que, entre los factores clinicos, y tal y como se describe
en la literatura, el tipo de cirugia (biopsia vs reseccion) y el KPS (2 0 <70) influian de manera
significativa en la SG de nuestros pacientes con GB. La mediana de SG de los pacientes
con biopsia fue de 6,5 meses, frente a 13,3 meses en caso de reseccion parcial o completa
(p=0,038, log-rank). De igual modo, los pacientes con KPS <70 mostraban una SG inferior
al resto de pacientes (mediana de 1,3 frente a 14,1 meses, p<0,001, log-rank). Si se definian
los grupos segun los estandares RPA de = o <50 afos, la edad no constituia un factor
pronéstico en nuestra serie. Sin embargo, situando el punto de corte en 66 afios (= 0 <66
anos) se encontraron diferencias en SG con significaciéon estadistica (p=0,034, log-rank),
de modo que los pacientes con menos de 66 afos vivian una mediana de 14,1 meses,

frente a 10,3 meses para los mayores de 65 afios (Figura 23).
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Figura 23: Curvas de supervivencia (SG) de Kaplan-Meier comparando los pacientes con diferente
tipo de cirugia, KPS y edad
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En nuestra serie, tanto EGFRa como EGFRVIII constituian factores de buen pronéstico con
significacion estadistica. La mediana de supervivencia de los pacientes con GB con EGFRa
fue de 16,5 meses, frente a 11,9 meses para los pacientes cuyos tumores no estaban
amplificados (p=0,011, log-rank). Los pacientes con tumores con EGFRvVIII tenian una
mediana de SG de 16,7 meses, superior a los 11,9 meses para los pacientes sin EGFRVIII
(p=0,014, log-rank) (Figura 24).
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Figura 24: Curvas de supervivencia (SG) de Kaplan-Meier comparando los pacientes con GB con y
sin amplificaciéon de EGFR y los casos con y sin EGFRVIII

Se observo, también, una tendencia a la mayor SG en los casos con pMGMTmet (15,6
meses, frente a los 11,9 meses de SG mediana en los pacientes pMGMTnomet), que casi

alcanzé niveles de significacion estadistica (p=0,053, log-rank) (Figura 25).
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Figura 25: Curvas de supervivencia (SG) de Kaplan-Meier comparando los pacientes con tumores
con y sin metilacion del pMGMT
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Ni las caracteristicas histopatoldgicas ni el resto de las variables moleculares se
relacionaron con la SG de un modo significativo, aunque observamos una tendencia hacia
una supervivencia mas prolongada en los casos con baja expresion de PTEN, CD44, D2-
40 y PGFA y en los que mostraban altos niveles de Olig2 y PDGFRA. La presencia de
necrosis con empalizada, el componente de células pequefias y la ausencia de CGM eran,
también, tres factores de buen prondstico (sin alcanzar la significacion estadistica). De entre
los diferentes PH, los GB que mostraban una mayor SG eran los GB de PH-B con una
mediana de 14,2 meses (si no se consideraban, por el escaso niumero de casos, los GB de

PH-D, que tenian una mediana de SG de 16,4 meses).

1V.5.2. Modelo multivariante

En los analisis de supervivencia del tipo multivariante por modelo de regresion de Cox, en
los que se contemplaron las variables tipo de cirugia (biopsia vs reseccién), KPS (= o <70)
y edad (2 o <66 afos), ni EGFRa ni EGFRVIIl constituian factores prondsticos

independientes.

IV.6. Subgrupos moleculares de GB

IV.6.1. Distribucion de los casos en subgrupos de GB segun un modelo de consensus

clustering

Con el objetivo de identificar subgrupos en nuestra poblacion de GB, se aplicé un modelo
de consensus clustering a nuestros datos moleculares (IHQ y no IHQ), tal y como hemos
explicado en el apartado de materiales y métodos. Cabe resaltar que los resultados del
estudio IHQ que se utilizaron para el modelo de consensus clustering no fueron los
categorizados como positivos 0 negativos (a diferencia del criterio utilizado para el analisis
de relacién de variables), sino los obtenidos con las diferentes escalas de 0-1 a 3-5 para
los marcadores que habian sido evaluados de este modo, tal y como se describié en
materiales y métodos. De este modo, en el modelo se incluyeron los resultados de p53 (con
valores de entre 0 y 4), CD44, Olig2, p16, D2-40, VIM y PGFA (con valores de entre 0 y 5),
PDGFRA (valorado de 1 a 3) y de PTEN, EGFRa, EGFRVvIIl y PDGFRAa (valorados como

positivos o negativos).
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El modelo de consensus clustering permitié identificar diferentes subgrupos de GB en
nuestra serie, con una estabilidad de agrupamiento que aumentaba de k=2 a k=3, pero no
para k=4 o k=5 (Figuras 26 y 27).

Con esta herramienta unicamente pudimos catalogar 55 de los 64 casos del estudio, porque
en los 9 casos restantes la informacién molecular no estaba completa. Segun este modelo
de analisis de los datos, nuestra poblacion podia dividirse, pues, en tres subgrupos (o
clusters) de GB claramente diferenciados. Quince de los 55 casos (27,2%) correspondian
a un subgrupo (que denominamos subgrupo A), 9 (16,3%) a otro (subgrupo B) y los

restantes 31 (56,3%) a un tercero (subgrupo C).

consensus matrix k=2 consensus matrix k=3

consensus matrix k=4 consensus matrix k=5

[ |
oEED
N

Figura 26: Matrices del consensus clustering representadas como heatmaps (mapas de intensidad).
En esta figura se muestran las diferentes matrices obtenidas con los 55 casos de k=2 hasta k=5. Los
sujetos se representan en ambas, filas y columnas. La imagen ilustra la presencia de diferentes
subgrupos de GB, donde el area azul oscura identifica los casos que siempre se agruparon juntos,
el area blanca los casos que nunca lo hicieron y las zonas con tonalidades azul mas claro los casos
con menor reproducibilidad de agrupacion en las mdultiples ejecuciones. Las matrices se han
ordenado por subgrupos, mas evidentes en los dendrogramas que aparecen sobre los heatmaps
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Figura 27. Cumulative distribution function (CDF) para k=2 hasta k=5. Este dato es uno de los
parametros a considerar para establecer el numero 6ptimo de subgrupos. En la figura de la izquierda,
la porcion abajo a la izquierda representa los pares raramente agrupados juntos, mientras que la
porcion superior a la derecha representa los pares que practicamente siempre se agrupan juntos. La
porcion central de la grafica representa los pares con asignaciones ambiguas en las diferentes
ejecuciones del algoritmo. El objetivo es identificar el menor nimero posible de asignamientos
ambiguos. En la imagen de la derecha se observa la curva delta que representa la grafica de
progresién de la CDF, dibujando el cambio relativo del area bajo la curva CDF comparando k con
k+1. El objetivo es seleccionar el k mayor que indujera el menor incremento en el area bajo la curva

IV.6.1.1. Caracteristicas moleculares de los tres subgrupos de GB segtn el modelo de

consensus clustering

En la Tabla 16 se resumen los resultados de los marcadores moleculares en los tres
subgrupos mencionados. Como el objetivo del trabajo es ver si estos subgrupos pueden
corresponderse con los subtipos de PEG de GB, en esta Tabla y en las que siguen se ha
variado el orden en el que aparecen los marcadores moleculares y se han agrupado por
probables marcadores de subtipos de GB: Olig2, p53, PDGFRA y PDGFRAa, como
marcadores de subtipo proneural (PRN); EGFRa, EGFRVvIIl y p16, como marcadores de
subtipo clasico (CLS); y CD44 y D2-40, como marcadores de subtipo mesenquimal (MES)
(Motomura 2012, Verhaak 2010). El resto de marcadores IHQ y moleculares no se han
asociado de forma clara en la literatura a un subtipo especifico, por lo que constan al final

de la lista.

98



Subgrupo A Subgrupo B Subgrupo C

(n=15) (%) (n=9) (%) (n=31) (%)

Olig2 6 (40) 7 (78) 22 (71)
p53 11 (73) 3(33) 15 (48)
PDGFRA 11 (73) 4 (44) 20 (65)
PDGFRAa 3 (20) 0 (0) 6 (19)
EGFRa 1(7) 5 (56) 20 (65)
EGFRvIll 2 (13) 4 (44) 10 (32)
p16 15 (100) 0 (0) 0 (0)

CD44 12 (80) 7 (78) 26 (84)
D2-40 8 (53) 0(0) 27 (87)
VIM 10 (67) 6 (67) 18 (58)
PGFA 8 (53) 6 (67) 24 (77)
PTEN 12 (80) 4 (44) 23 (74)
Ki67 18,8% 17,6% 16,7%
pMGMTmet 5 (33) 5 (56) 10 (32)

Tabla 16: Caracteristicas moleculares de los tres subgrupos de GB segun el esquema de
clasificacién por consensus clustering. El resultado se expresa como numero de casos positivos
sobre el numero total de casos evaluados en cada subgrupo molecular y como porcentaje

Los diferentes subgrupos mostraron diferencias en su perfil molecular (lo que constituia la
base de la division en subgrupos). Asi, por ejemplo, el subgrupo A mostraba una elevada
frecuencia de casos con inmunopositividad para p53 y PDGFRA, y con PDGFRAa,
marcadores de subtipo PRN. Entre los casos del subgrupo B se observaba una marcada
prevalencia de casos con EGFRa y EGFRVIII, asi como casos con pérdida de p16,
marcadores todos ellos de subtipo CLS. En cambio, el subgrupo C se caracterizaba por un
elevado numero de casos con positividad para CD44 y D2-40, marcadores de subtipo MES.
Con respecto a esos ultimos marcadores de la lista a los que se hacia referencia
anteriormente, cabe mencionar que los casos del subgrupo A mostraron los niveles mas
bajos de PGFA, en tanto que eran los GB del subgrupo B los que con mayor frecuencia
perdian PTEN y tenian pMGMTmet. El indice de proliferacién celular (Ki67) fue similar en

los tres subgrupos.
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IV.6.1.2. Relacion entre los subgrupos de GB segin el modelo de consensus

clustering y supervivencia

Aunque se observo una mayor SG entre los pacientes del subgrupo B (mediana de SG de
15,6 meses) que en el resto de subgrupos (13,4 meses y 12,5 meses para los subgrupos A

y C, respectivamente), esta diferencia no alcanzé niveles de significacion estadistica.

IV.6.2. Distribucion de los casos en subgrupos de GB segun un modelo tipo “arbol

de decision”

En base a los resultados recientemente publicados por Brennan y col (Brennan 2013), en
los que se detallan las principales alteraciones moleculares que subyacen a cada uno de
los subtipos transcriptémicos de GB descritos por Verhaak y col (PRN, NEU, CLS y MES),
se elaboro un algoritmo de clasificacion a modo de “arbol de decisiéon” para dividir los casos
de nuestra serie en tres subgrupos moleculares. A estos tres subgrupos moleculares los
denominamos “GB tipo proneural” (GB-P), “GB tipo clasico” (GB-C) y “GB tipo
mesenquimal” (GB-M). Ademas, se generd un cuarto subgrupo de “GB no clasificable” (GB-
NC). Para elaborar este algoritmo de clasificacidn se utilizaron unicamente algunas de las
variables moleculares que se habian analizado en el trabajo, escogiendo aquellas que se
consideraron mas especificas o sensibles (segun el caso) de un determinado subtipo, como
se comentara en el apartado de discusién. A diferencia de lo que se ha explicado para el
agrupamiento por consensus clustering, para asignar los casos a los diferentes subgrupos
de este modelo se consideraron las diferentes variables como variables dicotémicas,
positivas o0 negativas. En el proximo parrafo se expone con detalle este “arbol de decision”,

que se ha representado graficamente en la Figura 28.

El unico caso con IDHm fue catalogado como GB-P. En un segundo tiempo todos los casos
con EGFRVvIll fueron catalogados como GB-C. De los casos restantes, aquellos que tenian
PDGFRAa se catalogaron de GB-P. Unicamente se observé un caso con EGFRVIIl y
PDGFRa. Este caso era inmunonegativo para p53 y p16 y tenia EGFRa, por lo que se
decidioé catalogarlo como GB-C y no como GB-P. A continuacion, a los casos aun no
asignados a ningun subgrupo que mostraban o bien positividad para p53 (en un primer
paso) o bien positividad para p16 (de entre los casos negativos para p53) o bien ausencia
de EGFRa (de entre los negativos para p53 y p16) se les otorgd una categoria provisional
de “GB no clasico” (podian ser GB-P, GB-M o GB-NC). De entre este ultimo grupo, aquellos

qgue mostraron negatividad para CD44 y D2-40 se catalogaron como GB-P, en tanto que los
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qgue mostraron positividad para D2-40, con o sin positividad para CD44, se etiquetaron de

GB-M. El resto de los casos constituyen el grupo de los GB-NC.

" 64GB
IDHmM IDHwt

No EGFRuvIII EGFRuvill

"PDGFRAG  No PDGFRAaG
p53 (+) p53 ()

P16(H) pI6()

" No EGFRa " EGFRa

No GB-C
"CD44()yD2-40()  D2-40(+)  CDA4(+)y D2-40(-)
GB-P " GBM ° GB-NC " GB-C

Figura 28: Algoritmo de decisién utilizado para clasificar los casos de GB en subgrupos moleculares
(En la figura se ha denominado “No GB-C” al grupo provisional de “GB no clasico”)

Con esta distribucion 12 de los 64 casos resultaron GB-P (18,8%), 17 casos GB-C (26,6%),
20 casos GB-M (31,2%) y 11 casos GB-NC (17,2%). En el resto de los casos no se disponia
de la informacion molecular necesaria para aplicar este algoritmo y constituyen el grupo de

los casos no valorables (4 casos).

IV.6.2.1. Caracteristicas moleculares de los tres subgrupos de GB segun el modelo

tipo “arbol de decision”

Dado que para definir los subgrupos GB-P, GB-C, GB-M y GB-NC habiamos utilizado los
resultados dicotomizados de algunas de las variables, el analisis de la frecuencia de cada
una de las variables moleculares en cada uno de los subgrupos de GB, tal y como se
describié anteriormente para los subgrupos de GB por consensus clustering, debia hacerse
con cautela, y quizas restringirse a las variables que no habian sido empleadas o a las que

aparecian mas tardiamente en el algoritmo de clasificacion. No obstante, y en un intento de
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homogeneizar la presentacion de los resultados con los mostrados para el modelo de

agrupamiento por consensus clustering, en la Tabla 17 se han recogido todas las variables.

GB-P GB-C GB-M GB-NC
(%) (%) (%) (%)
Olig2 8 (67) 11 (69) 10 (50) 8 (73)
p53* 7 (58) 5 (31) 15 (75) 4 (36)
PDGFRA 8 (67) 11 (69) 11 (58) 6 (55)
PDGFRAa* 8 (67) 1(6) 0 (0) 0 (0)
EGFRa* 3 (25) 15 (88) 6 (30) 3 (27)
EGFRVIIF 0 (0) 17 (100) 0 (0) 0 (0)
p16 6 (50) 2 (13) 5 (25) 3(27)
CD44 8 (67) 13 (81) 18 (90) 10 (91)
D2-40* 6 (50) 10 (63) 20 (100) 2 (18)
VIM 6 (50) 11 (69) 15 (79) 4 (40)
PGFA 5 (42) 11 (69) 16 (80) 9 (82)
PTEN 8 (67) 9 (56) 17 (85) 8 (73)
Ki67 22,4% 16,9% 16,7% 16,6%
pMGMTmet 5 (42) 6 (35) 7 (35) 4 (36)

Tabla 17: Caracteristicas moleculares de los cuatro subgrupos de GB segun el esquema de
clasificacion tipo “arbol de decisién”. En naranja se han marcado las alteraciones moleculares
utilizadas en el algoritmo de clasificaciéon, muchas de las cuales, como cabe esperar, se asociaban
de manera significativa (marcadas con un asterisco) a los diferentes subgrupos de GB. (En esta tabla
el numero total de casos de GB-P, GB-C, GB-M y GB-NC es variable para cada marcador y no
siempre igual a 12, 17, 20 y 11, respectivamente)

Evidentemente EGFRVIII s6lo aparecia en los casos de GB-C, pues constituia uno de los
primeros nodos del “arbol de decisién”. Y lo mismo pasaba con PDGFRAa, aunque, como
ya se ha comentado con anterioridad, habia un caso que también tenia EGFRVIIl y que se
clasificé como GB-C. Los siguientes nodos de decision fueron la positividad para p53 y p16
y la ausencia de EGFRa, que permitian definir un subgrupo provisional de “GB no clasico”.
Por ello se observaron niveles bajos de p53 y p16 y niveles altos de EGFRa en el grupo de
GB-C. No obstante, se puede observar que, entre los restantes subgrupos, los GB-M
mostraron mayores titulos de p53, EGFRa y mayor frecuencia de pérdida de p16 que los
GB-P. También por el propio disefo del algoritmo de clasificacion, los mayores niveles de
D2-40 se observaron en el subgrupo de GB-M y los menores niveles de CD44 y D2-40 en
el subgrupo de GB-P. Ademas, entre los GB-C habia menos casos positivos para CD44
que entre los GB-M. En cuanto al resto de los marcadores no incluidos en el “arbol de

decision”, Olig2 y PDGFRA predominaban entre los casos de GB-C, aunque sus niveles
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eran muy similares en todos los subgrupos, y los GB-M mostraban una mayor prevalencia
de casos positivos para VIM y PGFA. Los mayores niveles de pérdida de PTEN se
observaron en el subgrupo GB-C y los mayores de pMGMTmet en los GB-P. El mayor indice
de proliferacion celular se observo entre los casos de GB-P. Como se detalla en la Tabla

17 ninguna de estas ultimas asociaciones alcanzé una significacion estadistica.

IV.6.2.2. Caracteristicas clinicas y morfologicas de los tres subgrupos de GB segun

el modelo tipo “arbol de decision”

Toda la informacion referente a este apartado se ha resumido en la Tabla 18.

1V.6.2.2.1. “GB tipo proneural”

Siguiendo este esquema de clasificacion, los GB-P eran mas frecuentes entre los hombres
(66,7%), con una mediana de edad de 58 anos, afectaban mas frecuentemente al I6bulo
frontal (33,3%) que al resto de localizaciones cerebrales y asentaban con igual frecuencia
en el hemisferio derecho e izquierdo. Hasta el 25 % de los tumores eran multifocales. Si se
analizaba la mediana edad del subgrupo GB-P sin tener en cuenta el Unico caso de GB-

IDHm, ésta era de 59 anos.

Dos de los 3 casos catalogados como GS, uno de los dos GCO y un GBME pertenecian a
este subgrupo, siendo el patron morfolégico mas frecuente entre estos GB el PH-A (41,7%).
El 91,7% de los casos del subgrupo GB-P mostraban necrosis isquémica y el 50% necrosis
con empalizada. En el 91,7% de los casos observamos PMV y en el 50% habia CGM. El

42% de los casos tenian un componente de células pequefias.

1V.6.2.2.2. “GB tipo clasico”

Los GB-C eran mas prevalentes, de nuevo, entre los hombres (58,8%), con una mediana
de edad de 63 afios, afectaban mas frecuentemente al I6bulo frontal (41,1%) y al hemisferio
derecho (82,4%) y, hasta en el 17,6%, eran multifocales.

Uno de los 3 casos catalogados como GBCP y uno de los dos GBME pertenecian a este

subgrupo y el patrén morfolégico mas comun entre estos GB fue el PH-B (64,7%). El 94,1%

de los casos del subgrupo GB-C mostraban necrosis isquémica y el 88,2% necrosis con

103



empalizada. En el 100% de los casos observamos PMV y en el 17,6% habia CGM. El 47%

de los casos tenian un componente de células pequena.

1V.6.2.2.3. “GB tipo mesenquimal”

Los GB-M eran mas frecuentes entre las mujeres (65%), con una mediana de edad de 65
afnos y afectaban sobre todo al I6bulo temporal (45%) y al hemisferio derecho (60%). El 5%

de los casos de GB-M eran multifocales.

Uno de los 3 casos catalogados como GS, uno de los 3 GBCP y uno de los GBCO
pertenecian a este subgrupo y el patron morfolégico mas frecuente entre estos GB fue el
PH-B (55%), si bien muchos de los GB con PH-C (42%) correspondian a GB-M. El 90% de
los casos mostraban necrosis isquémica y el 70% necrosis con empalizada. En el 95% de
los casos observamos PMV y en el 45% habia CGM. El 40% de los casos tenian un

componente de células pequefias.

1V.6.2.2.4. “GB tipo no clasificable”

Los GB-NC eran mas frecuentes entre los hombres (54,5%), con una mediana de edad de
67 anos, afectaban con mayor frecuencia al I6bulo frontal (36,4%) y asentaban

habitualmente en el hemisferio izquierdo (63,6%). El 18,2% eran tumores multifocales.

Uno de los 3 casos catalogados como GBCP pertenecia a este grupo y el patrén
morfolégico mas frecuente entre estos GB fue el PH-A (36,4%). El 81,8% de los casos del
subgrupo GB-NC mostraban necrosis isquémica y el 72,7% necrosis con empalizada. En el
90,9% de los casos se observdo PMV y en el 27,3% habia CGM. El 36,4% tenian un

componente de células pequenas.
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GB-P GB-C GB-M GB-NC
(n=12) (%) (n=17) (%) (n=20) (%) (n=11) (%)

Relacion hombre/mujer 8/4 10/7 713 6/5
Edad mediana al diagnéstico 58a 63a 65a 67a
Lébulo afecto (frontal/temporal) 4/3 7/3 7/9 4/2
Lateralidad (derechalizquierda) 6/6 14/3 12/8 4/7
Multifocalidad 3 (25) 3(18) 1(5) 2 (18)
Patron histolégico (A/B/C/D) 5/3/4/0 4/11/11 3/11/5/1 4/3/3/1
GS/GBCP/GBCO/GME 2/0/1/1 0/1/0/1 1/1/1/0 0/1/0/0
Necrosis isquémica 11 (92) 16 (94) 18 (90) 9 (82)
Necrosis con empalizada* 6 (50) 15 (88) 14 (70) 8 (73)
Proliferaciéon microvascular 11 (92) 17 (100) 19 (95) 10 (91)
Células gigantes multinucleadas* 6 (50) 3(18) 9 (45) 3 (27)
Células pequeiias 5(42) 8 (47) 8 (40) 4 (36)

Tabla 18: Caracteristicas clinicas y morfolégicas de los cuatro subgrupos de GB segun el esquema
de clasificacién tipo “arbol de decisién”. El resultado se expresa como nimero de casos positivos
sobre el numero total de casos evaluados en cada subgrupo molecular y como porcentaje. (El
asterisco marca las asociaciones que resultaron significativas con una p=0,010 para la necrosis con
empalizada y una p=0,026 para el componente de CGM). (GS: gliosarcoma; GBCP: GB de células
pequefias; GBCO: GB con componente oligodendroglial, GME: GB con metaplasia epitelial)

IV.6.2.3. Relacion entre los subgrupos de GB segun el modelo tipo “arbol de

decision” y supervivencia

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier mostraron que los pacientes con diferentes
tipos de GB (GB-P, GB-C y GB-M) tenian supervivencias significativamente diferentes
(p=0,038, log-rank). Los pacientes con mayor SG eran los pacientes que presentaban GB-
C (mediana de 16,7 meses), seguidos de los GB-P (12,2 meses) y, en ultimo lugar, los GB-
M (10,4 meses) (Figura 29). Los GB-NC vivian una mediana de 17 meses. Si se analizaban
los datos sin tener en cuenta el paciente con GB-IDHm, los resultados resultaban similares
y con una significacion aun mayor (p=0,035, log-rank). Cuando se compararon los
subgrupos de GB de dos en dos se observé que existian diferencias significativas entre el
subgrupo de GB-C y el subgrupo de GB-P (p=0,19, log rank) y entre el subgrupo de GB-C
y el subgrupo de GB-M (p=0,18, log rank), mientras que no existia diferencia en SG entre
los subgrupos GB-P y GB-M. A continuacion, se agruparon los casos de GB-P y de GB-M
y se comparo la SG de este grupo con la del subgrupo GB-C, obteniéndose una diferencia

significativa (p=0,011, log-rank) (Figura 29).
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Figura 29: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier comparando los pacientes con GB-P, GB-C y
GB-M y los pacientes con GB-C con el resto de los casos (GB-P o GB-M)

En el analisis de supervivencia del tipo multivariante por modelo de regresién de Cox, el
hecho de pertenecer al subgrupo GB-C constituia un factor de buen prondstico
independiente de las variables tipo de cirugia (biopsia vs reseccion), KPS (= o <70) y edad
(= 0 <66 afios) (Tabla 19). Al introducir en el modelo EGFRa, la variable GB-C vs resto de
GB (GB-P o GB-M) perdia su significacion debido, seguramente, a la relacioén significativa

que observamos entre el subgrupo GB-C y EGFRa.

Intervalo de confianza

Variable Hazard Ratio p
del 95%
—
1po e cirugla 3.115 1,227-7,906 0,017
(biopsia vs reseccion)
KPS
0.80 0,019-0,329 <0,001
(2 0 <70)
Edad
2 3,031 1,574-5.836 0,001
(2 0 <66 aiios)
GB-C 2785 1,426-5 441 0,003

Tabla 19: Datos sobre el modelo de regresion de Cox multivariante con la variable subgrupo GB-C

IV.6.3. Relacion entre los subgrupos de GB segtin el modelo de consensus clustering

y segun el modelo tipo “drbol de decisiéon”

Se analizé la relacién que existia entre ambas clasificaciones del GB en subgrupos

moleculares, la obtenida por consensus clustering y la resultante de nuestro algoritmo de
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clasificacion, y se observé una correlacion con significacion estadistica (p=0,037). Asi, entre
los casos del subgrupo A una gran parte eran GB-P (y también GB-M), la mayoria de los
casos del subgrupo B eran GB-C y los del subgrupo C eran frecuentemente GB-M. En
cuanto a los GB-NC, la mayor parte de los casos habian sido clasificados como subgrupo
B (Tabla 20). Si se excluian del analisis los casos de GB-NC, la correlacion perdia
significacion (p=0,079) pero se seguia observando una tendencia a la relacion de tal modo
que entre los casos del subgrupo A muchos eran GB-P, en el subgrupo B la mayoria eran

GB-C y en el subgrupo C la mayoria eran GB-M (Tabla 21).

GB-P GB-C GB-M GB-NC

Subgrupo A (n=15) (%) 5(33) 2(13) 5(33)  3(20)
Subgrupo B (n=9) (%) 1(11)  4(44) 0(0) 4 (44)
Subgrupo C (n=31) (%) 5(16) 10(32) 13(42)  3(10)

Tabla 20: Relacién entre los subgrupos de GB segun el modelo de consensus clustering y los
subgrupos de GB segun el modelo tipo “arbol de decisiéon” (GB-P, GB-C, GB-M y GB-NC). El
resultado se expresa como numero de casos positivos sobre el numero total de casos evaluados en
cada subgrupo molecular (A, B 'y C) y como porcentaje

GB-P GB-C GB-M
Subgrupo A (n=12) (%) 5 (42) 2 (17) 5 (42)
Subgrupo B (n=5) (%) 1(20) 4 (80) 0 (0)
Subgrupo C (n=28) (%) 5 (18) 10 (36) 13 (46)

Tabla 21: Relacién entre los subgrupos de GB segun el modelo de consensus clustering y los
subgrupos de GB segtin el modelo tipo “arbol de decisién” (GB-P, GB-C y GB-M). El resultado se
expresa como numero de casos positivos sobre el numero total de casos evaluados en cada
subgrupo molecular (A, By C) y como porcentaje
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Discusioén

V. Discusion






Dado que el principal objetivo del presente estudio ha sido establecer subgrupos
moleculares de GB que remeden los subtipos transcriptomicos descritos en la literatura, asi
como evaluar si esta clasificacion pudiera resultar de utilidad clinica, se dedicara la primera
parte de este apartado a la discusion de los resultados obtenidos a este respecto.
Posteriormente, se comentaran el resto de resultados que conciernen a los objetivos

secundarios, asi como otros hallazgos que creemos pudieran ser de interés.

V.1. Subgrupos moleculares de GB

El GB constituye la neoplasia maligna primaria cerebral mas frecuente en la poblacion
adulta. Con el tratamiento actual, basado en la combinacién de radioterapia (RT) con
temozolomida (TMZ), unicamente el 5% de los pacientes sobreviven mas de 5 afos
(Ostrom 2014). La metilacion del promotor de MGMT (pMGM T Tmet) constituye un marcador
de respuesta al tratamiento con TMZ (Hegi 2005), pero la ausencia de tratamientos
alternativos hace que este biomarcador tenga poca relevancia clinica. Existe, pues, una
necesidad imperiosa de mejorar el tratamiento en los pacientes con GB. Esta mejora podria
beneficiarse del descubrimiento de nuevos biomarcadores que permitan seleccionar el

tratamiento mas adecuado para cada paciente.

Los estudios de secuenciacion masiva han permitido detectar alteraciones genéticas
especificas tributarias de tratamientos diana en un gran niumero de neoplasias humanas.
Un ejemplo de ello seria la presencia de mutaciones de EGFR en algunos casos de
adenocarcinoma de pulmoén como diana molecular para el tratamiento con inhibidores de
los receptores de las tirosin-cinasas (Lynch 2004, Paez 2004). En esta linea, son muchos
los trabajos que han descrito en detalle cuales son las alteraciones moleculares que
subyacen al origen y la progresién del GB (Bredel 2009, Cerami 2010, Li 2009, Liang 2005,
Mischel 2003, Noushmehr 2010, Nutt 2003, Parsons 2008, Phillips 2006, Rich 2005, TCGA
2008, Verhaak 2010). De hecho, el GB fue el primer tumor estudiado en el proyecto TCGA
(del inglés The Cancer Genome Atlas), una iniciativa conjunta del Instituto Nacional de
Cancer y del Instituto Nacional de Investigacién del Genoma Humano que nacié con el
objetivo de crear un atlas de las principales alteraciones moleculares que subyacen a los
diferentes tipos de neoplasia (TCGA 2008). En la actualidad el TCGA ha analizado mas de
500 casos de GB en términos de expresion génica y alteraciones en el nUmero de copias,

secuenciacion de exomas, analisis de microRNA vy perfiles de metilacion (Brennan 2013).

Una de las principales aportaciones de todos estos estudios a gran escala ha sido la

identificacion de diferentes subtipos transcriptémicos (o subtipos de perfiles de expresion
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génica, PEG) de GB que muestran diferencias en la supervivencia y en la respuesta al
tratamiento. Uno de los trabajos mas relevantes en este campo es el que publicaron
Verhaak y col en el afio 2010. Estos autores describen la existencia de cuatro subtipos de
GB, a los que denominan proneural (PRN), neural (NEU), clasico (CLS) y mesenquimal
(MES), que muestran diferente curso clinico y presentan diferentes tipos de alteraciones
moleculares (mas all4 de la diferencia en la expresion génica) (Verhaak 2010). El empleo
de plataformas que analizan, también de manera masiva, los niveles de metilacion del ADN,
ha permitido diferenciar un quinto subtipo de GB, el subtipo hipermetilador (o G-CIMP, del
inglés Glioma CpG Island Methylator Phenotype), denominado asi porque los tumores con
este perfil muestran metilacion en las islas CpG de un gran numero de genes. Este subtipo
se corresponde de manera casi perfecta con los actuales GB-IDHm que, por definicién, son
GB PRN. Por tanto, el subtipo GB G-CIMP constituye un subgrupo dentro de los GB PRN
(Noushmehr 2010).

Estas metodologias de “alto rendimiento” (como los analisis de secuenciacién masiva o los
analisis de expresién génica con micromatrices), aunque cada dia mas cercanos a los
departamentos de patologia, no constituyen, a dia de hoy, una herramienta accesible para
la clasificacion de los pacientes con GB en la practica clinica diaria. Ademas, estos analisis
presentan limitaciones, tales como la necesidad de disponer de material congelado, un bien
escaso cuando hablamos de muestras de tumores cerebrales. Es por ello que algunos
autores han ensayado la aplicacion de otras metodologias para este fin, como, por ejemplo,
el empleo de paneles de marcadores inmunohistoquimicos (IHQ) (Conroy 2014, Le Mercier
2012, Motomura 2012, Popova 2014). La IHQ, que constituye una técnica disponible en la
practica totalidad de los servicios de patologia, es econémica y aplicable a material incluido

en parafina. Ademas, los patélogos tenemos décadas de experiencia en su interpretacion.

En esta linea, en el presente trabajo se ha analizado un panel de marcadores moleculares
detectables mediante técnicas empleadas habitualmente en los servicios de anatomia
patoldgica, con la idea de reproducir la clasificaciéon del GB en los subtipos descritos por
Verhaak y col. Para elaborar un modelo de clasificacion con los datos obtenidos de este
analisis se han ensayado dos aproximaciones: una mas matematica, utilizando una
metodologia de consensus clustering, y un modelo mas racional, con la aplicaciéon de un
“arbol de decisidon” disefiado en base a los datos publicados por Brennan y col (Brennan
2013).

Con respecto al primer punto, se emple6 una metodologia similar a la descrita por Motomura

y col (Motomura 2012). Estos autores analizaron un panel de marcadores IHQ, que habian
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seleccionado en base a los resultados publicados en los trabajos de Phillips y col y de
Verhaak y col (Phillips 2006, Verhaak 2010), en una serie de 76 casos de GB. Con los
resultados de estos analisis elaboraron un modelo de consensus clustering y describieron
la existencia de cuatro subgrupos de GB que, postulan, podrian corresponderse con los
subtipos de GB de Verhaak. En el presente estudio se ha empleado esta misma
metodologia de consensus clustering en una serie de 64 pacientes con GB y, de este modo,
se han descrito tres subgrupos de GB, que se han denominado como subgrupos A, By C.
Estos subgrupos también mostraron similitudes con los subtipos PRN, CLS y MES de
Verhaak.

Son varias las consideraciones a tener en cuenta sobre nuestro modelo de consensus
clustering, que dificultan la comparacién de nuestros resultados con los obtenidos por

Motomura y col.

Para empezar, hemos obviado el uso de marcadores que permitieran diferenciar un
subgrupo de GB similar al subtipo NEU de Verhaak. Aunque en un primer momento se
incorporod al trabajo el analisis IHQ de la expresién de sinaptofisina (SINA) como marcador
de subtipo NEU, creemos que la interpretacion de esta IHQ en los casos de GB no
constituye un dato objetivo para ser considerado en un modelo de clasificacion. En muchos
de los casos positivos para SINA el patrén de tincion era altamente sugestivo de
corresponder a neuropilo sano atrapado entre las células neoplasicas, siendo muy dificil
interpretar si existia algun tipo de expresion real por parte del componente neoplasico o qué
porcentaje de la inmunotincion era atribuible al mismo. Ademas, y en consonancia con esto,
la tendencia actual es a considerar que el GB subtipo NEU probablemente no exista y que,
en realidad, constituye una contaminacion de la muestra analizada por tejido no tumoral
atrapado entre las células neoplasicas, un hecho sumamente frecuente y que le vale el
nombre al grupo de los gliomas infiltrantes (Gl) (Wirsching 2016). Hay que tener en cuenta
que la practica totalidad de los estudios de PEG en GB se han realizado con material
congelado y que en estos trabajos no se detalla si en algin momento se revisé la histologia
de la muestra congelada. De hecho, el propio Verhaak describe que los dos casos de
cerebro no tumoral que analizaron en su serie fueron clasificados junto a los casos de GB
subtipo NEU, y que 25 de sus 33 GB subtipo NEU contenian células no tumorales atrapadas
“en las secciones de patologia”, que creemos se refiere, en realidad, a las secciones de los
bloques fijados en formol e incluidos en parafina de los casos. Estos mismos autores no
observaron tampoco ningun GB de estas caracteristicas entre los tumores que crecieron en
ratones atimicos. Brown y col tampoco encuentran ningun caso de GB subtipo NEU entre

los tumores derivados de GB humanos que implantaron en el tejido subcutaneo (implantes
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extracraneales) en 20 ratones atimicos (Brown 2015). Los estudios mas recientes de
clasificacion molecular del GB, como el publicado por Sturm y col en 2012 (Sturm 2012), de
igual modo que la mayoria de los trabajos que ensayan paneles IHQ para reproducir los
subtipos de GB (Conroy 2014, Le Mercier 2012, Popova 2014), no contemplan la existencia
de un subtipo NEU en sus series. Ni siquiera Motomura encuentra que ninguno de sus
cuatro subgrupos de GB constituya el correlato del subtipo NEU de Verhaak (Motomura
2012). Por todo lo anteriormente expuesto, se decidié no considerar la expresion de SINA
para los analisis posteriores y se escogié un modelo con tres y no con cuatro subgrupos
para la clasificacion de nuestros casos de GB por consensus clustering. Aunque existen
métodos matematicos que ayudan a decidir cual es el numero 6ptimo de grupos para los
modelos de consensus clustering, en muchas ocasiones existirian varias opciones
correctas. En esos casos, el investigador puede decidir entre las diferentes posibilidades
que el modelo propone. En este trabajo, las posibilidades que el modelo ofrecia eran de 2
a 4 grupos, aunque el propio modelo, tal y como se ha explicado en el apartado de
resultados, ya indicaba que probablemente la opcién mas correcta era dividir la muestra en

3 grupos.

Continuando con las consideraciones que dificultan la comparacion de los resultados, cabe
resaltar que los marcadores que se eligieron para este trabajo no son exactamente los
mismos que emplearon Motomura y col. A diferencia de lo que describieron estos autores,
se incorporaron datos moleculares no IHQ al modelo de consensus clustering, como el
analisis de la EGFRa y la PDGFRAa (mediante FISH) y el estudio de la forma EGFRvIII
(analizada por RT-PCR). Esta decision obedece al hecho de que son estas alteraciones (y
no la expresiéon proteica de EGFR, PDGFRA o EGFRVIII) las que Verhaak y col describen
como diferenciales en su clasificacion del GB por PEG, que es la clasificacion que
buscabamos reproducir (Verhaak 2010). La incorporacién de los datos genéticos a los datos
IHQ en los modelos de consensus clustering ya ha sido previamente empleada por algunos

autores que también han ensayado modelos de clasificacion en GB (Conroy 2014).

Los marcadores IHQ analizados en este estudio tampoco coinciden exactamente con los
que utilizaron Motomura y col. De su lista de 16 marcadores, se escogieron, en primer lugar,
los marcadores con tincion nuclear, como Olig2, p53 y p16 (que muestra tincidon nuclear y
citoplasmatica). Creemos que la interpretacion y cuantificacion de la tincién IHQ con
marcadores nucleares entrafia una menor complejidad y es mas reproducible que la tincién
con marcadores citoplasmaticos. Mas alla de Olig2, p53 y p16, el resto de marcadores que
se emplean en el estudio de Motomura son de tincidon puramente citoplasmatica (a excepcién

de IDH1-R132H, del que se hablara posteriormente) (Motomura 2012). En nuestra opinién,
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la valoracion IHQ de un marcador con tincion citoplasmatica en el contexto de un Gl es un
modelo que adolece de una marcada subjetividad. La mala delimitacion del citoplasma de la
célula tumoral, que forma largos procesos que se extienden mucho mas alla de la region
perinuclear, hace imposible individualizar las células tumorales y, por tanto, supone una
limitacién para decidir cual seria el porcentaje de células positivas para un determinado
marcador IHQ. Por ello se intentdé reducir el nimero de marcadores IHQ empleados con

tincién de citoplasma.

De entre este grupo de marcadores citoplasmaticos, se escogieron D2-40 y CD44 por no
disponer de otro tipo de marcadores para el subtipo MES. De entre los diferentes marcadores
IHQ de subtipo MES se eligieron estos dos porque, en el trabajo de Motomura y col, D2-40
y CD44 son los marcadores que permiten definir mejor el subgrupo AsMes (el

supuestamente MES) y diferenciarlo del resto de subgrupo (Motomura 2012).

Se exploré la expresion IHQ de PDGFRA, un supuesto marcador de subtipo PRN de tincién
citoplasmatica, para compararla con la PDGFRAa, y se incorporaron los resultados con
ambos marcadores al modelo de consensus clustering. De igual modo, Conroy y col
incluyeron los resultados de la EGFRa y la IHQ para EGFR a su modelo de analisis de los
datos (Conroy 2014).

Se afiadio el estudio de la expresién de PTEN porque constituye un marcador de facil y
reproducible interpretacion si se evalia comparando la tincidon de las células tumorales con
la observada en las células endoteliales de la misma muestra (Wiencke 2007). Aunque la
expresion IHQ de PTEN no se incluye en el trabajo de Motomura y col, otros autores que
han ensayado modelos de clasificacion IHQ de GB si lo han incluido en su lista (Conroy
2014).

Nos parecio interesante explorar si marcadores como PGFA y VIM, de uso frecuente en el
diagnostico de los gliomas, podian mostrar una expresion diferencial en los distintos
subgrupos de GB. Motomura y col analizaron la expresién IHQ de PGFA y Conroy y col
estudiaron la expresion de VIM, y en ambas situaciones los resultados se incluyeron en los
modelos de consensus clustering (Motomura 2012, Conroy 2014). Le Mercier y col incluyen
en su trabajo el estudio de la expresion IHQ de PGFA y VIM unicamente como controles de

la antigenicidad de sus muestras (Le Mercier 2012).

Para finalizar, se explord la inmunotincién para IDH1-R132H, pero, al no encontrar ningun

caso inmunopositivo, esta variable se eliminé de la lista de marcadores para el modelo de

115



consensus clustering. Tampoco se incluyd el estudio de secuenciacién de IDH porque
Unicamente un caso en nuestra serie presentd mutacién. Un unico paciente con una

alteracion molecular es dificil de asignar a un grupo de un modelo de consensus clustering.

La utilizacién de TMA en esta serie supone, también, una diferencia con el estudio de
Motomura y col, que utiliza secciones completas del tumor. La utilizacion de TMA para los
estudios IHQ y de FISH conlleva una serie de ventajas, como, por ejemplo, la
homogeneizacion de los diferentes aspectos técnicos en todos los casos, asi como un
considerable ahorro de tejido (llyas 2013). Este ultimo punto es de gran importancia, pues
permite incluir en estos analisis pacientes en los que unicamente se haya podido realizar
una biopsia. Con ello se evitaria sesgar la poblacion a estudiar, que, de requerir mayores
cantidades de tejido para los multiples analisis moleculares, podria estar constituida
Unicamente por tumores situados en determinadas areas del cerebro, tributarios de una
reseccion quirdrgica mas extensa. Un problema que plantean frecuentemente los estudios
con TMA es el tema de la heterogeneidad de tincién (por la propia heterogeneidad tumoral)
y como valorar aquellos casos en los que los diferentes cilindros del TMA que corresponden
a un mismo tumor muestran puntuaciones diferentes para un determinado evento molecular.
En el presente trabajo, para solventar este problema, que unicamente se observé con
algunos de los marcadores IHQ, se escogio el valor mas prevalente y, en el caso de tres
valores diferentes, se eligié el valor intermedio. Si el caso unicamente tenia dos cilindros
valorables y las puntuaciones eran diferentes, se revisaron de nuevo los TMA y se llego a
una puntuacién unica consensuada. Conroy y col también emplearon TMA en su trabajo y
describen que la puntuacién final para los marcadores con heterogeneidad de tincion la
obtuvieron de calcular “el valor promedio” de todos los cilindros del caso (Conroy 2014).
Creemos que el valor promedio de un sistema de puntuacion semicuantitativo como el que

utilizan estos autores y el que se ha utilizado aqui resulta un tanto dificil de obtener.

Asi pues, con la metodologia de consensus clustering descrita por Motomura y col y
modificada en los puntos que se mencionan arriba, y utilizando como marcadores p53,
PTEN, CD44, Olig2, p16, D2-40, PDGFRA, VIM, PGFA, EGFRa, EGFRVIIl y PDGFRAa,
hemos descrito la existencia de tres subgrupos (A, B y C) en nuestra serie de GB. En 9 de
los 64 casos la informacion molecular era insuficiente por lo que estos casos se consideraron
como no valorables para el modelo de consensus clustering. Los subgrupos A, By C,
presentaban similitudes con los subtipos PRN, CLS y MES de Verhaak, respectivamente.
Estas similitudes se definieron de igual modo a como lo hicieron Motomura y col en su
trabajo, es decir, con la observacion de niveles altos de marcadores de subtipo PRN en el
subgrupo A, de subtipo CLS en el B y de subtipo MES en el C (Motomura 2012) (Figura 30).
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Table 1. Frequency of positive score >3

DOC OPC Mixed AsMes
. type type type type
Proteins (n=9) (n = 17) (n = 14) (n = 39) Total
(%) (%) (%) (%)
Proneural
Olig2 9 (100) 14 (82) 4 (29) 16 (41) 43
IDH1-R132H 0 (0) 5 (29) 0 (0) 1(3) 6
p53 1(11) 9 (53) 9 (64) 5(13) 24
PDGFRA 3 (33) 10 (59) 5 (36) 3 (8) 21
PDGFB 2 (22) 1(6) 5 (35) 9 (23) 17
Neural
Synaptophysin 0 (0) 3 (18) 3(21) 0 (0) 6
Classical -
p16 0 (0) 9 (53) 11 (79) 2 (5) 22
EGFR 0 (0) 0 (0) 5 (36) 5 (13) 10
Hes-1 0 (0) 3(17 9 (64) 11 (28) 23
Nestin 2 (22) 2 (12) 4 (29) 24 (62) 32
Mesenchymal
VEGF 1(11) 6 (35) 4 (29) 11 (28) 22
YKL-40 0 (0) 1(6) 0 (0) 2 (5) 3
Podoplanin 0 (0) 0 (0) 4 (29) 18 (46 22
CD44 5 (56) 1(6) 11 (79) 37 (95) 54
GFAP 0(0 3 (18) 10 (71) 32 (82) 45
Ki-67 5 (56) 11 (65) 5 (29) 18 (46) 39

AsMes, astrocytic mesenchymal; DOC, differentiated oligodendrocyte;
OPC, oligodendrocyte precursor.

Figura 30: Tabla de resultados obtenida de la publicacién de Motomura y col, donde se muestra la
expresion de los diferentes marcadores en sus cuatro subgrupos de GB. Los resultados se expresan
como numero de casos positivos (con mas del 50% de células inmunopositivas) sobre el total de los
casos para cada subgrupo. Los autores defienden que hay una prevalencia de marcadores de
subtipo PRN en su subgrupo OPC (cuadro naranja), de subtipo CLS en su subgrupo Mixed (cuadro
azul) y de subtipo MES en su subgrupo AsMes (cuadro verde), y concluyen que sus subgrupos son
similares a los subtipos transcriptémicos de Verhaak y col (adaptado de Motomura 2012)

Para entender nuestra tabla de resultados y la tabla de resultados de Motomura y col que se
muestra arriba debe tenerse en cuenta que cuando se elaboraron los dos modelos de
consensus clustering se consideraron las puntuaciones obtenidas para cada marcador
molecular en la escala de 0-1 a 3-5 (donde procediera). Después, cuando se analizé la
frecuencia de la expresién de cada marcador en cada uno de los subgrupos de GB que se
establecieron por consensus clustering (como se muestra en la Figura 30, y en la Tabla 16
del apartado de resultados), se consideraron esos mismos marcadores como variables

dicotémicas.
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Si se define la validez del modelo por la relacion entre subgrupos y marcadores considerados
de manera dicotémica debe contemplarse que esta relacion estara influenciada por los
puntos de corte que se hayan definido para cada uno de los marcadores moleculares. En

este punto nuestro trabajo también presenta algunas diferencias con el de Motomura y col.

Para p53 el criterio IHQ que mejor se relaciona con las TP53m es la positividad nuclear e
intensa en el 10% o mas de las células tumorales (Takami 2015, Gillet 2014) y por ello se
eligio este punto de corte. En el caso de PTEN se consideraron como casos con pérdida de
la expresion aquellos en los que la intensidad de la tincion en las células neoplasicas fue
inferior de la observada en los endotelios. La adopcién de este criterio de negatividad
obedece, en primer lugar, a una mejor reproducibilidad de los resultados entre observadores
cuando se comparan con criterios basados en porcentaje o en intensidad sin tener en cuenta
la tincion de los endotelios. Ademas, este criterio de pérdida de expresion es el criterio que
han adoptado algunos de los estudios mas relevantes en GB, como los que relacionan la
expresion IHQ de PTEN con la respuesta a tratamientos con inhibidores de las tirosin-
cinasas (Mellinghoff 2005). Definimos como casos inmunonegativos para p16 los casos con
menos del 5% de células positivas, ya que existe una relacién entre la tincion IHQ para p16
definida de este modo y la delecion de CDKNZ2A (Purkait 2013). Como ya se ha comentado
en otras partes de este trabajo, se debe recordar que para PTEN y para p16 el evento
molecular a detectar seria la pérdida de la expresion y no la positividad IHQ. En el caso de
PDGFRA utilizamos una escala de intensidad de 1 a 3 porque la practica totalidad de los
casos mostraba algun tipo de tincion. Consideramos la tincion en el fragmento de
parénquima cerebral normal como la negatividad y catalogamos como positivos los casos
que presentaban una tincién de intensidad superior. Con respecto a este punto, Conroy y col
también catalogan sus casos de una manera similar y discriminan entre GB con tincién
“basal” y casos con marcada tincion, porque, en sus manos, ningun caso fue negativo para
PDGFRA (Conroy 2014). Para el resto de marcadores IHQ, el punto de corte se situ6 en el
50% de células tumorales positivas, de manera analoga a lo que se describe en el trabajo

de Motomura y col (Motomura 2012).

En cuanto a los marcadores no IHQ, se empleé la definicién de EGFRa para todos aquellos
casos que mostraron una proporcion EGFR/CEP7 >2 o innumerables sefales de copias en
mas del 10% de las células tumorales, tal y como emplean la mayoria de los trabajos en la
literatura (Rodriguez 2008, Purkait 2016, Horbinski 2011, Korshunov 2004). Para la
PDGFRAa la situacién fue diferente. En nuestro estudio utilizamos una sonda de fabricacion
propia, sin sonda control centromérica, por lo que se decidié adoptar la definicién de casos

con PDGFRAa unicamente para aquellos tumores que mostraron >40% de las células
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tumorales con 6-12 copias del gen o cuando alguna célula neoplasica tenia = 12 copias del
gen en alguno de los cilindros del caso, de manera analoga a lo que se ha descrito en la

literatura para situaciones similares (sin control centromérico) (Phillips 2013).

Que los subgrupos A, By C y los descritos por Motomura y col muestren similitud con los
subtipos de Verhaak es un resultado esperable, pues los marcadores que se han utilizado
para construir ambos modelos de consensus clustering son marcadores de expresion
diferencial en los subtipos transcriptémicos de Verhaak. En realidad, lo que indicarian estos
resultados es que el panel de marcadores que se ha elegido, como panel, es valido para
dividir la muestra en subgrupos que remedan los subtipos de PEG. Evidentemente, y como
también es esperable en un modelo de consensus clustering con pocos casos (55, tras
excluir los casos con insuficiente informacién molecular) y con un nimero limitado de
marcadores, la correlacion entre marcadores y subgrupos dista de ser perfecta. Por ejemplo,
en el presente trabajo llama la atencién que entre los GB subgrupo C hasta el 19% tenian
PDGFRAay hasta el 32% tenian EGFRVIII, alteraciones descritas de manera mas especifica
entre los GB subtipo PRN y CLS, respectivamente. Estas incoherencias en la distribucion de
las alteraciones moleculares también se observaban en el estudio de Motomura y col, en el
que, por ejemplo, habia un caso positivo para IDH1-R132H en su subgrupo AsMes (el MES),
cuando hoy sabemos que los GB-IDHm son GB-PRN. Asimismo, en dicho estudio el
subgrupo con mayores niveles de p53 fue el subgrupo Mixed (el supuesto CLS) que, segun

la literatura, presentaria los menores niveles de TP53m (Verhaak 2010, Brennan 2013).

Por tanto, el esquema de clasificacion por consensus clustering que hemos descrito en este
trabajo, asi como también los descritos por Motomura y col o Conroy y col, son capaces de
distinguir subgrupos de GB que remedan los subtipos transcriptomicos. No obstante, estos
modelos no parecen constituir una herramienta suficientemente precisa ni de utilidad practica
para clasificar los casos de GB en el contexto clinico diario. De hecho, cuando los modelos
de clustering son del tipo no supervisado (como seria el caso de todos los anteriores) no
tienen por qué derivar en una clasificacion con relevancia clinica (Motomura 2012). En esta
linea, y a diferencia de lo que se observa en la serie de Motomura y col, nuestros subgrupos

A, B y C no mostraron diferencias significativas en términos de supervivencia global (SG).

Por ello se decidié utilizar otro tipo de aproximacién para clasificar los 64 casos de GB con
los resultados obtenidos para las diferentes variables moleculares. Este segundo modelo de
clasificacion tipo “arbol de decision” se basé en los datos publicados por Brennan y col
(Brennan 2013). En este trabajo los autores utilizan plataformas de analisis genémico y

epigendémico a gran escala y describen todas las alteraciones moleculares y su frecuencia
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exacta en una serie de mas de 500 casos de GB. En una parte de este exhaustivo estudio,
Brennan y col clasifican sus casos en subtipos transcriptémicos y describen la frecuencia de
algunas de las alteraciones gendmicas en cada uno de los subtipos de GB. De hecho, la
mitad de sus casos se corresponden con los casos analizados por Verhaak y col (Verhaak
2010), pues ambos trabajos se han realizado bajo el amparo del TCGA. El articulo que
publicaron no detalla en exceso los resultados de esta parte del estudio y no se especifica,
por ejemplo, el numero preciso de casos de GB que se analizaron de este modo (que parece
constituir un numero variable para cada tipo de alteracién molecular) o cual fue la frecuencia
exacta de cada una de las alteraciones moleculares en cada uno de los subtipos de GB. Sin
embargo, el articulo incluye una figura muy representativa, de donde pudimos obtener

informacion interesante tal y como se detalla a continuacion (Figura 31).
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Figura 31: Subtipos transcriptomicos de GB y su correlato genémico (Brennan 2013) (Los espacios
en gris corresponden a la ausencia de alteracion y los espacios en blanco a los casos en que no se
pudo realizar la determinacion)
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En la Figura 31 se constata que las IDHm (al menos de IDH1) se observan de manera
exclusiva en los GB del subtipo PRN, y dentro de éstos en el grupo de GB G-CIMP. El grupo
de GB G-CIMP se correlaciona de manera practicamente completa con los GB-IDHm y sélo
algun caso puntual de GB G-CIMP no muestra IDHm (Figura 32). Luego se podria asumir
que un GB-IDHm, como el que se observo en nuestra serie, es un caso de GB subtipo PRN

G-CIMP. El siguiente detalle que se puede observar en esta figura es que la mayoria de los
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GB con PDGFRAa se concentran en el subtipo PRN no G-CIMP, aunque parece ocurrir en
menos del 50% de los casos. Con ello se podria simplificar que los casos con PDGFRAa
serian probablemente GB de subtipo PRN no G-CIMP (Figura 32).
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Egura 32: Subtipos transcriptémicos de GB y su correlato genémico (adaptado de Brennan 2013).
Se han resaltado los apartados que hacen referencia a la IDH1m y a la PDGFRAa

Parece existir una mayor frecuencia de casos con EGFRYvIII entre los GB de subtipo CLS,
aunque esta alteracién no seria muy sensible ni completamente especifica. Asi que, en una
aproximacion simplista, se podria considerar que un GB con EGFRVIII posiblemente es del
subtipo CLS (Figura 33). Un detalle curioso es que, aunque mas prevalente entre los casos
de subtipo CLS, la EGFRa se observa en practicamente todos los casos de GB, excepto en
algunos GB G-CIMP. Por tanto, la EGFRa no parece constituir un marcador especifico de
subtipo CLS, aunque si muy sensible: un caso sin EGFRa probablemente no es un GB
subtipo CLS (Figura 33).
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Figura 33: Subtipos transcriptémicos de GB y su correlato genémico (adaptado de Brennan 2013).

Se han resaltado los apartados que hacen referencia a la EGFRvIIl y a la EGFRa

19q12 - CCNE1
| 20p
Il \ 111 20q

A partir de aqui somos conscientes de que las aproximaciones que haremos son todavia
mas imprecisas. La TP53m parece ser mas frecuente entre los GB de subtipo PRN o MES
que entre los CLS. Aunque se observa delecién de CDKNZ2A en todos los subtipos de GB,
la gran mayoria de tumores subtipo CLS tienen esta alteracién (Figura 34). Por ultimo,
sefialar que las alteraciones de PTEN se observan practicamente por igual en todos los

subtipos moleculares (Figura 31).
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Figura 34: Subtipos transcriptémicos de GB y su correlato genémico (adaptado de Brennan 2013).
Se han resaltado los apartados que hacen referencia a la TP53m y a la deleciéon de CDKN2A (p16)
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Asi, en base a la lectura de esta figura del trabajo de Brennan y col del modo anteriormente
expuesto, se elabord un algoritmo de clasificacion con los resultados del analisis de IDHm,
PDGFRAa, EGFRvIll, EGFRa, p53 y p16, a los que se anadieron D2-40 y CD44 como
marcadores de subtipo MES. Para hacer la discusién mas comprensible se vuelve a insertar
aqui la figura que se mostré en el apartado de resultados con el esquema de nuestro “arbol
de decision” (Figura 35).

64 GB
| IDHmM IDHwt

" No EGFRvIll EGFRVIII

PDGFRAa No PDGFRAa

p53 (+) p53 (-)
pl6 (+) p16 (-)
No EGFRa EGFRa
No GB-C
"CD44()yD2-40(-)  D240(+)  CDAa4(+)y D2-40(-)

GB-P GB-M ’ GB-NC GB-C

Figura 35: Algoritmo de decision utilizado para clasificar los casos de GB en subgrupos moleculares
basado en el analisis de los resultados publicados por Brennan y col (Brennan 2013) (En la figura se
ha denominado “No GB-C” al grupo provisional de “GB no clasico”)
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Como muestra la Figura 35, con este segundo algoritmo los tumores se clasificaron en cuatro
subgrupos, que se denominaron “GB tipo proneural” (GB-P), “GB tipo clasico” (GB-C), “GB
tipo mesenquimal” (GB-M) y “GB no clasificables” (GB-NC).

Las frecuencias de estos subgrupos son similares a las publicadas en la literatura para los
diferentes subtipos transcriptomicos de GB si se tienen en cuenta algunas consideraciones.
Los GB subtipo PRN representan entre el 26 y el 31% de los GB (Brennan 2013, Lee 2008,
Phillips 2006, Verhaak 2010). Algunos de los estudios referenciados incluyen Gl de grado |l
y sGB, tumores que frecuentemente muestran IDHm y que, por tanto, alimentan el grupo de
tumores subtipo PRN G-CIMP. Si limitamos el analisis de los datos a las series que detallan
la frecuencia de GB subtipo PRN no G-CIMP (GB-IDHwt) (como practicamente seria la
nuestra, con un unico caso de GB-IDHm), la frecuencia del subtipo PRN se situaria en torno
al 20%, similar al 18,8% de nuestro subgrupo GB-P (Brennan 2013). Para el resto de
subtipos, los diferentes trabajos describen frecuencias del 26-31% para el GB subtipo CLS,
similar al 26,6% de nuestro subgrupo GB-C, y entorno al 28-40% para el subtipo MES,
similar, también, al 32,8% de nuestro subgrupo GB-M (Brennan 2013, Lee 2008, Phillips
2006, Verhaak 2010).

Con el algoritmo que se ha mostrado pudimos clasificar el 82% de los casos de GB. Estas
cifras son superiores a las que han obtenido otros autores, como Conroy y col que, siguiendo
el esquema que se ha mostrado en el apartado de introduccién, unicamente consiguieron
clasificar el 62% de sus casos (Conroy 2014). En el trabajo de Le Mercier y col, sélo un 2%
de los tumores quedaron sin clasificar. Esta cifra tan baja se explica por la baja frecuencia
de GB con ausencia de EGFRa y de expresion de p53 o PDGFRA, el criterio que utilizaron
estos autores para definir sus casos “no clasificables” (Le Mercier 2012). En la presente
serie, Unicamente 4 casos (6%) fueron negativos para PDGFRA y p53 y no tenian EGFRa.
La metodologia aplicada por Motomura y col no permite identificar casos no clasificables,
como tampoco quedo por clasificar ninguno de los casos de este trabajo cuando se aplico el

modelo de consensus clustering.

Se consideran como casos no clasificables (GB-NC) aquellos que, aun disponiendo de toda
la informacion molecular necesaria, no pueden asignarse a un subgrupo concreto. A
diferencia de los GB-NC, los casos no valorables serian aquellos en los que la informacion
molecular esta incompleta. Un ejemplo de caso no valorable seria un caso donde no se
pueda valorar la expresion de p53, por ejemplo, por falta de tejido tumoral viable residual
en el TMA, después de las multiples secciones realizadas para valorar otros marcadores.

Definidos de este modo, se obtuvieron 9 casos no valorables para el modelo de consensus
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clustering, tal y como hemos mencionado anteriormente, y s6lo 4 casos no valorables para
el modelo tipo “arbol de decisiéon”. Esta diferencia se debe a dos hechos. Para empezar en
el modelo de consensus clustering se utilizé la informacién obtenida a partir de 12
marcadores, mientras que para el segundo modelo so6lo se consideraron 8 marcadores.
Ademas, en el modelo tipo “arbol de decision”, si un caso tenia, por ejemplo, PDGFRAa se
catalogé como GB-P independientemente de si no existia informacion sobre el resto de

marcadores que aparecen mas tardiamente en el esquema de clasificacion.

Si Uunicamente se consideran los casos clasificables, las frecuencias de los diferentes
subgrupos se situarian en torno al 24% para el subgrupo GB-P, 35% para el subtipo GB-C
y 41% para el GB-M. Sin embargo, creemos que los datos no deben analizarse de este
modo, puesto que la practica totalidad de los estudios de PEG describen la existencia de
un cuarto subtipo de GB, el subtipo NEU, que, por los motivos que ya se han mencionado,
no se ha contemplado en este trabajo. El GB subtipo NEU representaria, aproximadamente,
el 16-18% de los casos de GB, frecuencia similar al 18% de nuestros casos de GB-NC
(Brennan 2013, Verhaak 2010). En este aspecto, Purkait y col utilizan una estrategia similar
a la que aqui proponemos para valorar la frecuencia de sus subgrupos. Los autores
catalogan como casos tipo NEU a aquellos que no cumplen los criterios que definen para
sus subgrupos tipo PRN, tipo CLS y tipo MES (Purkait 2016). Este subgrupo es el que

denominamos GB-NC en el presente trabajo.

Al analizar las diferentes alteraciones moleculares en cada uno de estos subgrupos se
observé que, al igual que se habia descrito para los subgrupos del consensus clustering,
existia una relacién entre marcadores de subtipo PRN y GB-P, de subtipo CLS y GB-C, y
de subtipo MES y GB-M. Esta relacién se encuentra claramente contaminada por el propio
disefio del “arbol de decision”, pues el resultado de algunos de esos marcadores constituye
el criterio utilizado para asignar un caso a un determinado subgrupo. Dicho de otro modo,
unicamente se deberia hacer el analisis de la relacion entre los marcadores moleculares y
los subgrupos de GB generados por este modelo para aquellos marcadores que, o bien
aparecen muy tardiamente en el algoritmo de clasificacion, o, mejor todavia, no forman
parte de él, como PGFA, VIM, PTEN, Olig2 o PDGFRA.

Con respecto a PGFA y VIM, se constaté que los tumores del subgrupo GB-M (los MES)
mostraban los niveles mas altos de expresion y los GB-P (los PRN) los mas bajos. Para el
caso de PGFA, Motomura y col describen unos resultados similares (Motomura 2012). Con
respecto a VIM, Phillips y col observan niveles elevados de expresion génica en sus GB

subtipo MES (Phillips 2006). Creemos que la valoracién de la expresion de PGFA y VIM
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son, al menos en parte, dependientes de la morfologia del GB. Nuestra impresion es que
los casos con una fibrilaridad mas fina resultarian menos evidentes con estas tinciones y
por tanto mostrarian las puntuaciones mas bajas en términos de porcentaje de positividad.
A favor de esta hipotesis, el subgrupo de GB-P present6 el mayor numero de casos con
este patron histologico (PH) de procesos citoplasmaticos finos y delicados al que definimos

como PH-A (ver mas adelante).

La pérdida de la expresiéon de PTEN afectaba de manera predominante a los GB-C (los
CLS). Este resultado concuerda con las observaciones de Verhaak y col, que describen
una cifra elevada de delecién y mutacion de PTEN en este subtipo de GB (Verhaak 2010).
No obstante, el mismo TCGA, cuando amplia la serie de GB estudiados, y segun hemos
mostrado antes en la figura del trabajo de Brennan y col, no parece encontrar grandes
diferencias en términos de alteraciones de PTEN entre los diferentes subtipos de GB
(Brennan 2013).

Aunque la expresion IHQ de Olig2 y PDGFRA han sido relacionadas en algunos trabajos
con los GB subtipo PRN (Conroy 2014, Motomura 2012, Popova 2014), en la presente serie
no se ha observado una relacion entre estos marcadores y el subgrupo GB-P. Con respecto
a Olig2, la evidencia de su relacibn con los GB PRN se fundamenta en varias
observaciones. Olig2 constituye uno de los genes con expresion diferencial en los subtipos
de PEG descritos por Verhaak y col y en los subtipos de Phillips y col. En ambos trabajos,
este gen se encuentra sobrexpresado en los GB PRN (Phillips 2006, Verhaak 2010).
Ademas, en el estudio de Phillips y col los casos de GB que en la recurrencia cambiaron su
perfil de subtipo PRN a subtipo MES perdian la expresién IHQ de Olig2 (Phillips 2006).
Olig2 ha sido descrito como un marcador de células progenitoras situadas en la regién
subventricular del cerebro (Ligon 2004), la region donde, segun algunos autores, se
localizarian preferentemente los GB PRN (Steed 2016). La tincion IHQ para Olig2 se ha
constituido, en los ultimos afios, como un marcador de utilidad diagndstica en gliomas
(Louis 2016). Los articulos que revisan la expresion de Olig2 en los diferentes tipos de
gliomas infiltrantes (Gl) coinciden en que son los OD los tumores que muestran un mayor
numero de células inmunopositivas, mientras que la positividad en el GB seria mas variable.
No obstante, practicamente el 100% de los casos de GB mostrarian tincién para Olig2 con
el 50-70% de células tumorales positivas como media (Ligon 2004). Por tanto, es posible
que un punto de corte situado en el 50% no sea el mas adecuado para discriminar
subgrupos de GB con expresion diferencial de Olig2. Si nos referimos a PDGFRA, su
relacion con el GB PRN se basa en la inferencia de que existen niveles elevados de

PDGFRAa en este subtipo de tumores. Son varios los estudios en la literatura que senalan
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que no existiria correlacion entre la expresion proteica de PDGFRA y la PDGFRAa
(Martinho 2009, Papova 2014). En nuestra experiencia, y aunque la relacion entre expresion
proteica de PDGFRA y PDGFRAa no resulté estadisticamente significativa, observamos
que unicamente uno de los 22 casos inmunonegativos para PDGFRA tenia PDGFRAa. No
obstante, estos resultados deben interpretarse con cautela puesto que sélo en 9 de los 58
casos evaluables observamos PDGFRAa. Ademas, en nuestra experiencia, la valoracién
de la inmunotincién para PDGFRA resulta un tanto subjetiva pues, como ya se ha
comentado, no existian casos claramente negativos y la mayoria de ellos caian en el grupo

de intensidad leve o moderada, grupos dificiles de delimitar con exactitud.

Phillips y col describieron diferencias en el indice de proliferacion celular (Ki67) entre sus
tres subtipos moleculares, con niveles de aproximadamente el 10% para el subtipo PRN, el
32% para el PROL y el 18% para el MES (Phillips 2006). No tenemos referencias en la
literatura sobre los niveles de Ki67 en los subtipos transcriptémicos de Verhaak, pero en el
presente trabajo, y aunque el subgrupo de GB-P mostré los niveles mas elevados (22%

frente a 16% para los GB-C y los GB-M), esta diferencia no resulté significativa.

La pMGMTmet constituye un reconocido marcador con valor pronodstico en GB. Dado que
uno de los objetivos de este trabajo era comparar las curvas de supervivencia de los
diferentes subgrupos de tumores, se estudié la pMGMTmet en todos los casos de nuestra
serie. Cuando se analizaron estos datos por subgrupos, los GB-P mostraron los niveles
mas elevados de pMGMTmet. Segun la literatura, no parece existir diferencias en términos
de pMGMTmet entre los tres subtipos de GB, PRN, CLS y MES (Verhaak 2010). Los GB
PRN G-CIMP si que muestran una mayor tasa de pMGMTmet, como uno mas de los
multiples genes que se metilan en este subtipo de tumores (Wick 2013). Se ha descrito que
el unico grupo de tumores en el que la pMGMTmet constituiria un factor predictivo de
respuesta al tratamiento (con el esquema de Stupp) seria el subtipo GB CLS (Brennan
2013). La presente serie de casos es muy pequefia y los pacientes no han sido tratados de
una manera uniforme ni han recibido todos TMZ. Por ello no hemos podido corroborar estos

resultados.

A diferencia de los subgrupos obtenidos con el analisis de consensus clustering, los tres
subgrupos moleculares GB-P, GB-C y GB-M si mostraron diferencias con significacion
estadistica en términos de SG. Los pacientes con una mayor SG eran los que presentaban
GB-C, seguidos de GB-P y después de GB-M, los cuales tuvieron SG practicamente
superponibles. Ademas, la pertenencia al subgrupo GB-C mantenia su poder como factor

de buen prondstico independiente en el analisis multivariante, donde se contemplaron las
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variables tipo de cirugia, KPS y edad. Las primeras publicaciones en la literatura describian
que eran los GB PRN los que mostraban las SG mas largas, en tanto que los GB MES
constituian el subtipo de peor prondstico. En estos analisis no se contemplaba la
diferenciacion entre GB PRN G-CIMP y no G-CIMP (Phillips 2006, Verhaak 2010). Los
estudios mas recientes, que si que hacen esta distincién, apuntan que los GB CLS
constituirian el subtipo de tumores con mayor SG y que los GB PRN no G-CIMP mostrarian
SG similares a las del subtipo MES, de manera similar a lo que hemos observado en el
presente estudio (Brennan 2013). Nuestro unico paciente con un GB-IDHm mostré una SG
de 24 meses, superior a la mediana que se observé en toda la serie (13 meses) y a la SG
mediana del subgrupo de GB CLS, los de mayor SG (16,7 meses). Repetimos los estudios
de supervivencia sin tener en cuenta a este paciente y obtuvimos unos resultados similares,

con un nivel de significacién ain mayor, tal y como cabia esperar.

Por tanto, y en base a la similitud en términos de frecuencia y de SG entre los subgrupos
aqui descritos y los publicados en la literatura para los diferentes subtipos de PEG, creemos
que un algoritmo de clasificacion basado en el estudio secuencial de IDH, EGFRVvII,
PDGFRAa, p53, p16, EGFRa, D2-40 y CD44 podria constituir una herramienta de
aproximacion a la clasificacion transcriptomica del GB. Pensamos que esta herramienta
seria, ademas, implementable en la mayor parte de los servicios de patologia. Para ello, la
metodologia empleada deberia ser aquella con la que los patélogos tengamos experiencia

y equipamientos, y para la que la interpretacion de los resultados resulte reproducible.

Creemos que el estudio de IDH debe hacerse por IHQ (utilizando el anticuerpo IDH1-
R132H) seguido de la secuenciacién de IDH Uunicamente en los casos inmunonegativos de
pacientes menores de 55 afos, tal y como recoge la actual clasificacion de la OMS (Louis
2016).

Existen anticuerpos que detectan la proteina EGFRVIII. La sensibilidad y especificidad de
esta metodologia se situa en torno al 95% y el 100%, respectivamente (Aldape 2004). Por
tanto, es posible que la determinacion IHQ de EGFRuvIII, mas rapida, sencilla y econémica,
constituya una herramienta util que podria sustituir la determinacion de EGFRVvIII por RT-
PCR en nuestro algoritmo de clasificacion. No obstante, en la actualidad los anticuerpos
anti-EGFRVvIIl son dificiles de obtener y unicamente se encuentran disponibles en el

contexto de ensayos clinicos (Maire 2014).

Para el analisis de la EGFRa, y aunque existirian otras aproximaciones, proponemos el

estudio mediante FISH, una metodologia de uso habitual en los laboratorios de patologia.
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Para valorar la relacion EGFR/CEP7 sugerimos un punto de corte de EGFR/CEP7 >2 en
>10% de las células tumorales, porque es el criterio que adoptan la mayoria de los trabajos
publicados (Horbinski 2011, Korshunov 2004, Purkait 2016, Rodriguez 2008). No obstante,
en nuestra experiencia, la mayor parte de los casos muestran mas de 50-100 copias del
gen en un gran numero de células, lo que comporta que la interpretacion de la EGFRa por
FISH en GB sea un resultado facilmente reproducible. El estudio de la expresion IHQ de
EGFR no parece constituir una estrategia util para determinar la EGFRa. Para empezar, no
existen criterios estandarizados sobre como evaluar la positividad IHQ para EGFR.
Ademas, la inmunotincién para EGFR no constituye un marcador especifico de la EGFRa,
pudiendo resultar positiva en tumores de menor grado, sin EGFRa (Horbinski 2011). Es por
ello que algunos autores recomiendan que, sobre todo en el contexto de ensayos clinicos
o para la toma de decisiones terapéuticas, se investigue directamente la amplificacion del

gen con las metodologias mas adecuadas, como, por ejemplo, la FISH (Tanboon 2015).

En lo que respecta a la PDGFRAa también defendemos el estudio mediante FISH. En el
presente trabajo, y ante la ausencia de una sonda centromérica a modo de control, se han
considerado como positivos para PDGFRAa aquellos casos con >40% de las células
tumorales con 6-12 copias del gen o los casos en los que alguna célula neoplasica tenia =
12 copias del gen (Phillips 2013). En realidad, y al igual que hemos descrito para la EGFRa,
los 9 casos de nuestra serie con PDGFRAa tenian células con multiples copias del gen
(muchas mas de 12). Podriamos explorar si la adopcion de la definicion de caso con
PDGFRAa como aquel que muestre una proporcion de PDGFRA/CEP4 >2, de manera
analoga a lo que emplean otros autores (Purkait 2016, Rodriguez 2008), supondria una
mejora en nuestro modelo de clasificacion. No obstante, se ha descrito la existencia de un
gran numero de casos de GB que muestran coamplificacion del centrédmero del cromosoma
4, lo que supondria una limitacion para la interpretacion de los resultados de la PDGFRAa
basados en la relacion PDGFRA/CEP4 (Phillips 2013). Como ya se ha mencionado
anteriormente, el analisis de la expresion proteica de PDGFRA no parece constituir una
opcién viable (Martinho 2009, Papova 2014).

Para p53, la gran mayoria de los trabajos definen la inmunopositividad para p53 como una
positividad “difusa e intensa” (Camelo-Piragua 2011, Tanboon 2016) o una inmunotincién
nuclear intensa en mas del 50% de las células tumorales (Neumann 2016, Rodriguez 2008).
No obstante, y aunque la correlacion entre IHQ y TP53m dista de ser perfecta, parece existir
una buena asociacion entre inmunopositividad para p53 y TP53m siempre que el punto de
corte de la inmunotincion se sitie en el 10% de células tumorales positivas y Unicamente

se valore una intensidad de tincion marcada (Takami 2015, Gillet 2014). Por tanto, y como
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el evento molecular a detectar serian la TP53m, creemos que éste seria el mejor punto de
corte. La tincion IHQ de p53 es una tincién nuclear (de facil interpretacion en los Gl) y el
anticuerpo que emplean la mayoria de estudios corresponde siempre a la misma clona (D-
07). Esta es también la misma clona que se utiliza en la mayor parte de los laboratorios de
patologia para la rutina diagndstica diaria y con la que los patdlogos tenemos afios de

experiencia.

Existe una asociacion significativa entre la delecion de CDKN2A (especialmente cuando es
una delecién homocigota, como la que se produce en el GB) y la inmunonegatividad para
p16, definida como ausencia de positividad u ocasionales células tumorales positivas
(Purkait 2013). La proteina p16 constituye también un antigeno con expresién nuclear (en
realidad nuclear y citoplasmatica) de facil interpretacion. Ademas, la inmunotincion para
p16 se utiliza en la practica clinica diaria, principalmente en el contexto de las neoplasias
de cérvix u orofaringe, en relacién a la infecciéon por el virus de papiloma humano, por lo
que la técnica esta estandarizada y los patélogos tenemos experiencia en su interpretacion.
En nuestra experiencia los GB tienen o muchas (mas del 75%) o muy pocas células
inmunopositivas (menos del 5%) para p16, lo que resulta en una catalogacion del caso con
una elevada concordancia entre observadores. Nuestro grupo ha tenido la oportunidad de
revisar la inmunotincién para p16 en una serie de 276 casos de GB que catalogamos como
positivos 0 negativos y la concordancia entre dos observadores alcanzé el 100%. Por tanto,
creemos que la sustitucién de las inmunotinciones de p53 y p16 por el analisis de TP53my
de la delecién de CDKNZ2A, técnicas mas laboriosas y con mayor requerimiento de tiempo
y tejido, no constituiria una buena opcién en nuestro modelo de clasificacion, que pretende
constituirse en una herramienta de facil y amplia implementacién en los servicios de

patologia.

Somos conscientes de la necesidad de encontrar mejores marcadores que permitan
diferenciar el subtipo de GB MES. Algunos GB MES muestran mutaciones en NF1, las
cuales parecen estar limitadas a este subtipo de GB (Brennan 2013, Verhaak 2010). Asi, el
estudio del gen NF1 permitiria detectar de manera especifica, aunque poco sensible, este
subtipo de GB. La secuenciacion del gen NF-1 no parece una opcion viable, pues existen
diferentes hotspots de mutacion. Una aproximacion mas practica seria el estudio del ARNm
mediante RT-PCR tal y como lo abordan Purkait y col en su serie de GB (Purkait 2016) o,
mejor aun, la tincién IHQ para neurofibromina, la proteina que codifica el gen NF1, tal y
como se describe en el trabajo de Conroy y col (Conroy 2014). YKL40, CD44, D2-40,
STAT3, MET o VEGFR constituirian, también, ejemplos de los multiples marcadores IHQ
que se han relacionado con los GB subtipo MES (Conroy 2014, Motomura 2012, Phillips
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2006, Popova 2014). De entre todos estos marcadores escogimos D2-40 y CD44 para
identificar el subtipo MES porque son de uso habitual en los laboratorios de patologia y
porque, en manos de Motomura y col, constituyen los mejores marcadores de su subgrupo
AsMes (el equivalente al subtipo MES) (Motomura 2012). De entre ellos, CD44 parece
mostrar una menor especificidad para el subtipo MES, y prueba de ello es que en la serie
de Motomura hasta el 79% de los GB Mixed (los CLS) y el 56% de los DOC (el cuarto
subgrupo de GB) mostraron niveles altos de expresion de CD44. En la presente serie el
84% de todos los casos de GB tenian expresion de CD44, lo que indicaria que CD44 es un
marcador muy prevalente en GB, probablemente presente en todos los subtipos de GB. Por
ello, para nuestro modelo de clasificacion, escogimos D2-40 como marcador mas especifico
del subtipo MES vy los casos que mostraron positividad para CD44 en ausencia de
inmunotincién para D2-40 fueron catalogados como GB-NC. De forma analoga
consideramos que la ausencia de marcadores de serie MES en aquellos GB que habian
sido catalogados provisionalmente como “GB no clasico”, podia indicar que se trataban de
GB de subtipo PRN. Otra opcién hubiera sido considerar estos casos doblemente negativos
como GB-NC. A la vista de que unicamente un caso de GB OPC (el PRN) en la serie de
Motomura presenté positividad para CD44 y ninguno de ellos resultd positivo para D2-40,
se decidioé que una doble negatividad D2-40/CD44 en un “GB no clasico” era probablemente
indicativo de un GB subtipo PRN.

Aunque los pacientes con GB-P tenian una mediana de edad inferior al resto de los
subgrupos, esta diferencia no alcanzo niveles de significacion estadistica. En los estudios
mas antiguos los pacientes con tumores de perfil PRN eran mas jovenes (Phillips 2006,
Verhaak 2010). Las series mas actuales no encuentran diferencias de edad ni sexo entre
los diferentes subtipos de Verhaak, una vez excluidos los pacientes con GB G-CIMP (Sturm
2012, Brennan 2013). Por ello se analizaron de nuevo los datos sin considerar el unico
paciente con GB-IDHm, que tenia 34 afios de edad, y en este segundo analisis se observo
que la edad mediana de los GB-P aun se acercaba mas a la del resto de subgrupos. En
cuanto a la distribucion por Iébulos cerebrales, algunos trabajos muy recientes apuntan al
hecho de que los diferentes subtipos de GB se distribuirian de manera diferente en relacién
con la region subventricular del cerebro, y que los GB PRN serian los mas proximos a esta
zona. Ademas, existiria una tendencia a que los tumores PRN ocuparan los Iébulos
frontales y temporales y tuvieran un predominio por el lado izquierdo, frente al restos de los
subtipos, donde la distribucién seria mas azarosa (Lai 2011, Steed 2016). Nuestros GB-P
ocupaban el lado izquierdo en el 50% de los casos, a diferencia del resto de subtipos, que
tenian un claro predominio por el lado derecho. En cuanto a los Iobulos afectos, no

observamos ninguna relacién evidente entre nuestros subgrupos y la localizacion tumoral.
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Cuando se habla de la localizacion y la lateralidad de los GB debe tenerse siempre en
cuenta el sesgo que puede suponer la obtencion del material para estudios moleculares.
Como ya se menciondé con anterioridad, cualquier estudio que requiera grandes cantidades
de tejido para el analisis molecular representara probablemente una poblacion enriquecida
en lesiones de determinadas localizaciones, de facil acceso quirdrgico, como los Iébulos
frontales, y predominantemente situadas en el hemisferio no dominante (en la mayoria de
las personas el hemisferio derecho). Con respecto a este hecho nos gustaria comentar que
siempre existe un sesgo “quirdrgico” en la poblacién que analizan todos los estudios que
utilizan material tisular. Y que ese sesgo, en el caso del GB, no afectaria solamente a las
diferentes localizaciones del tumor sino también a otros aspectos como la edad de los
pacientes. Llama la atencién que los pacientes incluidos en los estudios de Verhaak y col y
Phillips y col muestran una mediana de edad de en torno a los 55 afios (Phillips 2006,
Verhaak 2010,), lo que en nuestra opinién refleja la tendencia que existia hace unos afios
a no realizar mas que una biopsia de la lesién a los pacientes de edad avanzada (Barnholtz-
Sloan 2008).

El 14% de nuestros casos eran multifocales siendo esta multifocalidad mas manifiesta entre
los casos de GB-P. En este trabajo se ha definido la multifocalidad en términos radioldgicos.
Definida de este modo, la frecuencia de los GB multifocales en la literatura oscila entre el
10% en las series mas antiguas (Djalilian 1999) y el 35% en los trabajos mas actuales, que
utilizan técnicas radioldgicas mas sofisticadas (Thomas 2013). No existen trabajos en la

literatura que hayan explorado la multifocalidad tumoral en los diferentes subtipos de GB.

Aunque en un inicio pensamos que el subgrupo GB-NC estaria muy contaminado por casos
de GB-M, dada la ausencia de marcadores especificos para el subtipo MES, como ya
mencionamos, los tumores de este subgrupo presentaron caracteristicas moleculares
similares a las observadas tanto en los subgrupos GB-P como en los GB-M, tales como
bajos niveles de VIM (los menores de toda la serie) con niveles medios de PTEN y elevada
expresion de PGFA. Por otro lado, su mediana de SG fue de 17,2 meses, mas cercana a la
SG de los GB-C que a la del resto y constituyendo la SG mas larga de toda la serie.
Creemos, pues, que este subgrupo representa probablemente una mezcla de casos del

resto de subgrupos y que del mismo no se puede extraer ningun tipo de conclusiones.

A pesar de que la relacion mostré significacion estadistica, unicamente en el 49% de los
casos hubo concordancia entre el subgrupo asignado por el modelo de consensus
clustering y el asignado por el algoritmo tipo “arbol de decisién”. Estos datos se explicarian,

una vez mas, por la propia estrategia de clasificacion que emplean los modelos de
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consensus clustering, basada en distancia en el espacio entre individuos definidos por los
valores de las multiples variables empleadas, una estrategia muy diferente a la que emplea

un “arbol de decision.

Por ultimo, y aunque el objetivo de este trabajo ha sido reproducir los subtipos
transcriptomicos de GB como herramienta de clasificacion con utilidad clinica, somos
conscientes de que la propia clasificacion del GB mediante PEG presenta limitaciones
importantes que hacen dificil la extrapolacién de sus resultados en la practica diaria.
Algunas de estas limitaciones serian la naturaleza retrospectiva de los estudios, el hecho
de que no todos los pacientes incluidos recibieron el mismo tratamiento, y, sobre todo, el
sesgo de incluir unicamente tumores resecables, con disponibilidad de tejido congelado
para los analisis (Aldape 2015). Un problema adicional en la clasificacion molecular de los
GB es la conocida heterogeneidad intratumoral, un hecho que ha sido descrito también en
relacion a los PEG (Patel 2014). Algunos tumores cambiarian el subtipo transcriptémico
tras la cirugia o el tratamiento radioquimioterapico (Bhat 2013, Phillips 2006), e incluso un
trabajo publicado recientemente propone que la totalidad de los GB provendrian de un Gl
precursor de subtipo PRN, por lo que los subtipos transcriptomicos representarian
diferentes fases en la evolucién de un mismo tumor (Ozawa 2014). En base a todo lo
anteriormente expuesto, algunos autores opinan que la asignacion de un GB a un
determinado subtipo transcriptémico podria representar una simplificacion de la realidad,
pues los tumores constituirian una mezcla heterogénea de patrones transcriptomicos
(Aldape 2015).

V.2. Caracteristicas histopatologicas y moleculares

V.2.1. Patrones histolégicos y su relacion con los subgrupos moleculares

Motomura y col observaron que sus diferentes subgrupos de GB mostraban un patrén
histolégico (PH) distinto. Por ello se revisaron todas las secciones histoldgicas de los 64
casos y se asigno un PH a cada uno de nuestros casos. Se definieron tres PH, PH-A, PH-
B y PH-C de manera similar a la que se especifica en el trabajo de Motomura y col
(Motomura 2012), y se afiadié un cuarto patrén (PH-D) para los casos de GBCP. Existia
una tendencia a la relacion entre los PH y los subgrupos GB-P, GB-C y GB-M, de tal forma
que el PH-A (el patrén mas PRN en manos de Motomura) era el patron mas frecuente entre
los casos de GB-P, mientras que el PH-B (el que Motomura define como propio de sus

casos MES) era el patron mas frecuente entre los casos GB-M. No obstante, esta relacion

132



distaba de ser perfecta, pues el PH-B también era el PH mas prevalente entre los GB-C y
la mayoria de los casos con PH-C (el mas CLS) caian en el grupo de los GB-M o incluso

de los GB-P, pero no de los GB-C, como seria lo esperable.

Mas alla de los PH de Motomura y col, algunos autores han relacionado determinadas
variantes de GB descritas por la OMS con los diferentes subtipos transcriptomicos (Verhaak
2010). De este modo, los GBCO serian tumores PRN, los GBCP GB subtipo CLS y los GS
GB subtipo MES. Estas asociaciones no han sido confirmadas en el presente trabajo.
Creemos que las primeras descripciones de Verhaak y col a este respecto deberian ser
validadas en base al conocimiento actual. Asi, por ejemplo, el GBCO ya no existe como
entidad y durante mucho tiempo este subgrupo de tumores ha estado alimentado de Olll,
hecho que podria explicar la asociacién entre GBCO y GB PRN. De hecho, algunos trabajos
han analizado la relacion entre GBCO vy subtipos transcriptdmicos y encuentran que los

GBCO no pertenecen de manera exclusiva al subtipo PRN (Hinrichs 2016).

V.2.2. Caracteristicas moleculares y su relacidon ente si y con las caracteristicas

histopatolégicas

Como ya se ha mencionado anteriormente cuando se ha hablado de la comparacion entre
modelos de consensus clustering, los resultados obtenidos para las variables IHQ son muy
dificiles de comparar con los resultados publicados en la literatura, que utilizan diferentes
aproximaciones (con o sin el empleo de TMA) y diferentes puntos de corte, ademas de
diferentes anticuerpos a distintas concentraciones y diferentes sistemas de valoracién de la
positividad (como por ejemplo, la positividad para PTEN en relacién o no a la positividad en

las células endoteliales).

Sin embargo, para las variables no IHQ si podemos comparar resultados con muchos de
los estudios que utilizan la misma metodologia y aplican los mismos puntos de corte. De
este modo las frecuencias observadas en el presente estudio para EGFRa (42%) y
EGFRUVIII (27%) se encontrarian dentro de los rangos que se describen en las diferentes
publicaciones, del orden del 40 al 60% para EGFRay del 20 al 30% para EGFRvIII (Burger
2001, Ohgaki 2007, Maire 2014, Sugawa 1990). En cuanto a PDGFRa, y como ya se ha
comentado, el criterio de positividad que se aplicé en este trabajo (>40% de las células
tumorales con 6-12 copias del gen o alguna célula neoplasica con = 12 copias del gen)
difiere del que se describe en la mayor parte de las series de la literatura, que establecen

como caso con amplificaciéon aquel con una relacion PDGFRA/CEP4 >2, lo que dificulta la

133



comparacion de nuestros resultados (Purkait 2016, Rodriguez 2008). No obstante, con
nuestra definicion de PDGFRAa obtuvimos una frecuencia de PDGFRAa del 16%, cercana
al 15,8% de casos amplificados descritos en estudios que utilizan gPCR o CISH (TCGA
2008, Martinho 2009). Phillips y col describen que, en su serie, hasta el 20,9% del total de
los casos de GB en adultos mostraban PDGFRAa, y que esta frecuencia aumentaba al
43,6% en los casos de GB-IDHm (Phillips 2013). Si, en base a los datos que recogen las
tablas de este trabajo, calculamos la frecuencia de PDGFRAa en el subgrupo de GB-IDHwt,
ésta rondaria, una vez mas, el 15,7%. El 38% de nuestros casos tenian pMGMTmet, una
frecuencia que se sitla en el rango de lo esperable en una poblacion con escasos GB-
IDHm y con una mediana de edad de 64 afios (Wiestler 2013). Unicamente uno de los 64
casos estudiados mostré IDHm. Esto supone una frecuencia del 1,5%, inferior al 10%
esperable de GB-IDHm. Creemos que este hecho se debe, al igual que comentabamos
para la pMGMTmet, a que nuestra serie esta constituida unicamente por pGB, sin historia
previa de una lesidbn de menor grado, y por pacientes con edades avanzadas (sélo 6

pacientes eran menores de 50 afios).

Para la discusion de la relacion entre las diferentes caracteristicas moleculares se
comentaran unicamente aquellas que mostraron significacién estadistica. No obstante,
debemos tener en cuenta que la existencia de significacién o la ausencia de la misma puede
estar influenciada por el bajo numero de casos de nuestra serie (64 casos, muchas veces

con incluso menos casos disponibles para la comparacion).

Existia una relacion entre EGFRa y EGFRUVIII. Esta relacién era esperable pues, tal y como
se describe en todos los trabajos publicados, la practica totalidad de los casos con EGFRVII/
son casos con EGFRa (Aldape 2004, Brennan 2013, Maire 2014, Sugawa 1990). No
obstante, y en referencia a este hecho, encontramos dos casos con EGFRVIIIy sin EGFRa.
Esto supone un hecho altamente infrecuente, aunque esta descrito en la literatura (Aldape
2004). Una explicacion légica para estos dos casos podria ser la incapacidad de detectar
una posible EGFRa de distribucion heterogénea, probablemente debido al empleo de TMA
(Snuderl 2011). Se ha descrito que los GB muestran mayor nimero de copias de EGFR en
la porcién periférica, infiltrante, del tumor que no en la porcién central, que es la que
habitualmente se selecciona para la construccién de los TMA (Okada 2003). Es por ello que
repetimos el estudio de EGFRa sobre las secciones completas de estos dos tumores y
comprobamos que, efectivamente, no existia amplificacion en ninguno de ellos. También
observamos relacién entre la EGFRa y la pérdida de expresion de p16 y de PTEN. Esta
relacion también era esperable, pues se ha descrito una clara asociacion entre la delecién
de CDKN2A y la EGFRa y entre estas alteraciones y el subtipo CLS (Brennan 2013,
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Verhaak 2010, Zheng 2012). En cuanto a la pérdida de la expresion de PTEN, en manos
de algunos autores es un marcador de GB de subtipo CLS, lo que podria explicar su
asociacion a EGFRa (Verhaak 2010).

El resto de relaciones con significacion estadistica que se observaron en este trabajo las
podriamos explicar del mismo modo, en referencia a los estudios de PEG en GB, ya que
no existen muchos mas estudios en la literatura que analicen estas relaciones. Si las
alteraciones de CDKNZ2A (que generarian una pérdida de la expresioén proteica de p16) se
concentran en los GB subtipo CLS, es légico pensar que pueda existir una relacion positiva
entre la inmunoreactividad para p16 y para p53 (pues la TP53m seria un marcador mas
prevalente en GB subtipo PRN y MES) (Brennan 2013). Si TP53m es un marcador de GB
MES, no sorprende su relacién con la expresion de VIM, que también es un probable
marcador de subtipo MES (Phillips 2006). Si las alteraciones de PTEN (con pérdida de la
expresion proteica) son mas propias del subtipo CLS, ya puede existir relacion entre
positividad (ausencia de pérdida de la expresién) para PTEN y un marcador MES como D2-
40 (Verhaak 2010, Motomura 2012). Habria una relacion inversa entre PDGFRa y VIM, de
nuevo probablemente explicable por el hecho de que PDGFRa es un marcador de subtipo
PRN y VIM de subtipo MES (Verhaak 2010, Phillips 2006). Creemos que el resto de
relaciones significativas que hacen referencia a CD44 (con PGFA) y Olig2 (con p16 y
EGFRa) no tendrian mucho sentido, porque, como antes mencionamos, no nos parece que
exista una expresion diferencial, en nuestras manos, de CD44 ni Olig2 en los subgrupos de

GB, como tampoco hemos creido en la expresion proteica de PDGFRA.

De modo analogo a lo que se ha descrito en la literatura, se revisaron las principales
caracteristicas histolégicas de los tumores. Ademas de su composicion celular, con células
pequefas o0 CGM, caracteristicas éstas que ya se tuvieron en cuenta para la asignacion de
los casos a un determinado PH, también se analizdé la presencia de proliferacion
microvascular (PMV) y de necrosis. Nuestros resultados con respecto a las variables
histopatoldgicas merecen algunas aclaraciones. En primer lugar, llama la atencion la elevada
frecuencia de casos de GB que mostraron necrosis o PMV. A diferencia de las series de la
literatura que describen frecuencias de en torno al 70%, hasta el 95% de los GB en la
presente serie presentaban PMV tipo glomeruloide. De igual modo, 63 de los 64 casos tenian
necrosis de algun tipo (isquémica o con empalizada), lo que contrasta con el 85% que se
describe en el trabajo de Homma y col (Homma 2006). Con respecto a este ultimo punto
vale la pena comentar que en la presente serie Unicamente teniamos un caso de GB-IDHm,
que es el grupo de GB con menores niveles de necrosis (Nobusaka 2009). La frecuencia tan

elevada de PMV y de necrosis hacen que sea dificil establecer relaciones entre éstas y otras
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variables y puede que las relaciones encontradas y descritas en el apartado de resultados
no tengan un valor real. Asi, y como ejemplo, aunque algunos autores apuntan que la
presencia de necrosis (con o sin empalizada) se correlaciona con una menor tasa de TP53m
(Homma 2006), dado que unicamente detectamos un caso sin necrosis no hemos podido
analizar esta relacion. Se ha observado una relacién con significacion estadistica entre la
presencia de necrosis con empalizada y la EGFRa. Esta relacion ya ha sido previamente
mencionada en algunos trabajos (Miyanaga 2008). También existia relacion entre necrosis
con empalizada y EGFRVvIII, por un lado, y pérdida de la expresion de p16, por otro. Este
hecho probablemente se deba a la estrecha asociacion que existe entre estas dos

alteraciones moleculares y la EGFRa, como ya hemos comentado.

Hasta el 41% de los casos tenian un componente de célula pequefa. Las diferentes series
publicadas describen la presencia de un componente similar en el 11-36% de los casos de
GB (Perry 2004, Burger 2001). Estos porcentajes tan variables creemos que podrian
obedecer a dos motivos: a la manera de definir cuantitativamente cuando un tumor se
considera que tiene células pequefias (medido, por ejemplo, por campos de gran aumento
o por porcentaje del total de la celularidad, con puntos de corte variables) y también a la
propia descripcidon del componente de célula pequefia. Aunque todos los autores coinciden
en que son células de tamafio pequefo y con poco citoplasma, se aceptarian mas o menos
grados de atipia citoldgica que podrian englobar poblaciones celulares diferentes, algunas
de aspecto muy inocente y otras de aspecto muy indiferenciado. EI componente de célula
pequefa ha sido relacionado con la EGFRa. Asi, y como ejemplo, Burger y col han descrito
que hasta el 32% de los GB con células pequenas presentan EGFRa (Burger 2001). Esta
relacion es todavia mas estrecha cuando hablamos del GBCP, donde hasta el 83% de los
casos tienen EGFRa (Perry 2004). En el presente estudio se observd una relacion con
significacion estadistica entre el componente de célula pequefia y la EGFRa. De modo
similar a lo que se ha descrito para la necrosis con empalizada, el componente de célula
pequefia también mostré relacion con EGFRUVIIl y, en esta ocasion, ademas con la pérdida
de la expresion de PTEN. De nuevo, este hecho creemos que se explicaria por la estrecha

asociacion que existe entre estas dos alteraciones moleculares y la EGFRa.

Se estudio, también, la presencia de un componente de CGM. Se ha descrito una mayor
frecuencia de TP53m y una menor frecuencia de EGFRa en los casos con mayor numero
de CGM (Homma 2006). En concordancia con anteriormente expuesto, en la presente serie
observamos una relacion entre la presencia de CGM e inmunotincidn para p53, asi como
EGFRa, de tal modo que los casos con CGM presentaban mayores niveles de p53 vy

menores niveles de EGFRa cuando los comparabamos con los casos sin CGM. Una vez
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mas también se observé una relacion entre la presencia de CGM y la ausencia de EGFRvIII,
asi como con la positividad para p16 y PTEN, todos ellos factores intimamente

relacionados.

A pesar de que la catalogacion de estas variables morfolégicas como ausentes o presentes
no resulta en una valoracion tan subjetiva como la asignacién de un determinado PH, el
hecho de que el GB constituya un tumor heterogéneo, el en que habitualmente no se
dispone de la totalidad de la lesidn para el estudio histolégico, hace, de nuevo, que todas
las consideraciones sobre variables morfolégicas en estos tumores deban ser tomadas con

mucha cautela.

V.3. Modelos de supervivencia mas alla de los subgrupos moleculares de GB

Los pacientes de nuestra serie presentaron una SG mediana de 13 meses, muy similar a
los 15 meses que se describen en las series mas amplias de la literatura (Stupp 2009). Esta
pequeia diferencia en la SG probablemente se explica por el hecho de que, dado que
muchos de nuestros casos fueron diagnosticados con anterioridad al afio 2005, la gran
mayoria de los pacientes no recibieron el tratamiento estandar con RT y TMZ (Stupp 2005).
No obstante, 59 de los 64 pacientes fueron tratados con QT y RT, y 9 de ellos recibieron el
esquema descrito por Stupp. Los resultados de los estudios de SG en pacientes que han
recibido diferentes tratamientos deben siempre interpretarse con cautela. Para conocer si
esta disparidad en el tratamiento podria constituir un factor de confusién importante, se
analizé la diferencia en SG entre pacientes cuya QT se hubiera basado en agentes
alquilantes (BCNU o el unico caso tratado con Gliadel®) o en TMZ, sin observarse
diferencias significativas. El KPS (definido como = o < de 70) y el tipo de cirugia (definida
como biopsia vs reseccidon parcial o completa) constituian factores prondsticos
independientes en nuestras manos. Aunque los pacientes menores de 50 afios mostraron
una mediana de SG superior a los de mayor edad, la edad definida como = o < de 50 afios,
tal y como consta en la escala RPA, no constituy6 un parametro prondstico con significacion
estadistica en nuestra serie, quizas por el escaso numero de pacientes menores de 50 afios
(unicamente 6). Sin embargo, situando el punto de corte en 66 afos (= o <66 afos) si
encontramos diferencias en la SG de los pacientes con significacion estadistica. Este hecho
no deberia extranarnos, pues la edad mediana de los pacientes con GB es cada vez mas

elevada y diferente a las edades que se describen en los trabajos mas antiguos.

No hemos contemplado la posibilidad de una pseudoprogresion tumoral (PsP). La PsP es

un concepto radiolégico que consiste en cambios transitorios en la barrera
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hematoencefalica, debidos al tratamiento con irradiacion. Estos cambios provocan un
aumento de la captacion de contraste y pueden confundirse con una progresion del tumor.
Ademas, la PsP se acompafia con frecuencia de sintomatologia clinica. Se trata de un
cuadro clinico reversible, que se observa con mayor frecuencia en los pacientes que han
recibido tratamiento combinado con QT y RT y en los pacientes con pMGMTmet (Brandes
2008). El diagnéstico erroneo de progresiéon puede equivocar la decision terapéutica y la
fecha de progresion, asi como modificar la variable tiempo en la curva de supervivencia
libre de progresion (SLP). Dado que nuestros casos son muy antiguos, en muchas de las
ocasiones no se valoro la posibilidad de una PsP y, por ese motivo, en este trabajo no se

ha contemplado la variable SLP a ningun efecto.

En nuestras manos, la pMGMTmet constituyd un factor de buen prondstico, de manera
analoga a lo que se describe en la literatura (Hegi 2005). De igual modo, se constatdé que
tanto la EGFRa como la existencia de la forma mutada EGFRVvIII definian grupos de
pacientes con mejor prondstico, aunque estos valores no se mantenian en los estudios
multivariantes, donde nila EGFRa ni EGFRUvIII constituian factores independientes del KPS,
el tipo de cirugia y la edad. Los estudios que han abordado el papel prondstico de la EGFRa
son multiples y presentan resultados muy dispares. Algunos trabajos encuentran una mayor
supervivencia en los pacientes con EGFRa (Smith 2001), mientras otros grupos lo han
sefialado como un factor de mal prondstico (Saito 2006). Chen y col realizaron un
metanalisis de los estudios publicados en la literatura a este respecto y aseguran que no
existirian diferencias en SG entre los pacientes con y sin EGFRa (Chen 2015). No obstante,
son varios los trabajos que han descrito que el valor prondstico de la EGFRa podria
depender de la edad de los pacientes y, asi, entre el grupo de pacientes de mas edad (por
encima de 75, 60, 55 o 46 afos, segun los estudios), la existencia de EGFRa constituiria
un factor de buen prondstico (Batchelor 2004Kleinschmidt-DeMasters 2005, Smith 2001,
Simmons 2001). En la presente serie la mediana de edad de los pacientes fue de 64 afnos,
lo que, en base a lo anteriormente expuesto podria explicar los resultados obtenidos. En
cuanto al papel prondstico de EGFRVIII, también existen diferentes opiniones en la
literatura. Algunos autores describen que, entre los pacientes con EGFRa, aquellos que
presentan la forma EGFRVIII tienen un peor prondstico que los pacientes que Unicamente
muestran EGFRa (Heimberger 2005). El trabajo de Chen y col al que haciamos referencia
previamente describe que, en base a todo lo publicado en la literatura, no existirian

diferencias en SG entre los pacientes con y sin EGFRvIII (Chen 2015).

El resto de marcadores moleculares (todos los marcadores IHQ y la PDGFRAa) no

resultaron en marcadores con utilidad prondstica. Con respecto a este punto creemos que
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este dato no deberia sorprendernos. Pensamos que un marcador IHQ, de manera
individual, dificilmente va a poderse constituir un marcador prondstico reconocido y de
utilidad clinica en GB, a excepcién de aquellos que indiquen la presencia de una mutacién
iniciadora (driver), como seria el caso de las IDHm. Por el contrario, modelos que incorporen
paneles de marcadores IHQ si pueden llegar a definir subgrupos de tumores con diferente
comportamiento clinico, como se ha comprobado en los trabajos a los que hemos hecho

referencia y en nuestro propio estudio.

V.4. Otras consideraciones

En los ultimos meses hemos incorporado a nuestro trabajo el estudio de la inmunotincion
para ATRX. No esperabamos encontrar mas que un caso con pérdida de la expresion para
ATRX, ya que unicamente existia un caso GB-IDHm en nuestra serie. No pudimos valorar
la inmunotincion para ATRX de nuestro caso de GB-IDHm, pues los endotelios de la
muestra (a modo de control interno de la tincidon) mostraban una tincién nuclear leve y
heterogénea. De entre los 45 casos evaluables, 3 de ellos mostraron pérdida de la
expresion en mas del 90% de las células tumorales. Existen diferentes puntos de corte en
la literatura para definir un caso como ATRXm. Algunos autores defienden que un caso se
considera ATRXm cuando ninguna de las células tumorales es positiva en el estudio IHQ
(Abedalthagafi 2013), mientras otros criterios menos estrictos aconsejan puntos de corte
del 10, del 15 o del 50% (Wiestler 2013, Jiao 2011, Gielen 2015). Nuestros tres casos con
pérdida de la expresion para ATRX habian sido secuenciados y no mostraban IDHm.
Ademas, los 3 casos habian sido catalogados como GB-P (PRN), con lo que, en principio,
y segun el estudio de Brennan y col en el que las ATRXm acontecen Unicamente en el GB
subtipo PRN (Brennan 2013), el conocimiento de esta variable no nos obligaba a reclasificar

ninguno de nuestros tumores.

V.5. Limitaciones del estudio

Nuestro estudio presenta limitaciones, algunas de las cuales ya han sido mencionadas en
diferentes momentos del texto. Una de las principales limitaciones es el escaso numero de
casos, lo que no permite asegurar la rigurosidad de las relaciones observadas ni la falta de
relaciones que no se hayan podido detectar. La heterogeneidad tumoral que afecta a muchos
tipos de neoplasias pero que es mas evidente en el GB, como explicabamos hace un
momento, es una limitacion inherente a todo estudio con este tipo de tumores, pero es mas

acusada en los trabajos que analizan un escaso numero de casos. Por otro lado, el hecho
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de que no todos los pacientes hayan sido tratados de igual modo limita la interpretacion de
los resultados obtenidos en nuestros analisis de supervivencia.

Pero la principal limitacién de este estudio, y de todos los estudios similares publicados hasta
la fecha, es la ausencia del analisis en paralelo, es decir, en los mismos casos, de los perfiles
de expresion génica (PEG), por un lado, y de los marcadores IHQ o no IHQ, por el otro. Este
gran inconveniente es el que intentaria subsidiar el proyecto multinstitucional 665/C/2013,
del que nuestro grupo forma parte, un proyecto financiado por la beca La Marat6é de la
Fundacion de TV3 vy titulado “Perfiles de expresién génica (PEG) del glioblastoma,
incluyendo lincRNA (large intergenic non-coding RNA), en una poblacién homogénea:
correlacion con el inmunofenotipo, la radiologia, el curso clinico y la respuesta a la terapia.
Un estudio multicéntrico”. Como explica el propio nombre del proyecto, el objetivo de este
estudio es clasificar una muestra de GB, recogidos de 6 hospitales diferentes, por PEG y
relacionar estos resultados con la expresiéon IHQ de una serie de marcadores, asi como
también con las diferentes caracteristicas clinicas y radiolégicas de los pacientes. Nuestra

idea es validar nuestro algoritmo de clasificacion del GB en los casos de este proyecto.
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Conclusiones

VI. Conclusiones






1.

Aplicando una metodologia de consensus clustering a los resultados obtenidos del
estudio inmunohistoquimico de p53, PTEN, CD44, Olig2, p16, D2-40, PDGFRA, VIM
y PGFA, el estudio de la amplificacion de EGFR y PDGFRA y el estudio de la forma
EGFRyvlIl hemos identificado tres subgrupos (A, B y C) de glioblastomas (GB)

Estos tres subgrupos de GB (A, B y C) remedan los subtipos proneural, clasico y

mesenquimal de la clasificacién por perfiles de expresion génica, respectivamente

Creemos que la clasificacion del GB por el método de consensus clustering no
constituye una herramienta precisa ni suficientemente practica para su utilizacion

en el contexto clinico diario

Aplicando un algoritmo de clasificacion tipo “arbol de decision” al andlisis secuencial
de las mutaciones de IDH, la forma EGFRVvIII, la amplificacion de PDGFRA, la
expresion inmunohistoquimica de p53 y p16, la amplificacion de EGFR y la
expresion inmunohistoquimica de D2-40 y CD44 hemos identificado tres subgrupos
de GB (GB-P, GB-C y GB-M)

Estos tres subgrupos de GB (GB-P, GB-C y GB-M) remedan los subtipos proneural,
clasico y mesenquimal de la clasificacion por perfiles de expresion génica,

respectivamente
Nuestro algoritmo de clasificacion tipo “arbol de decision” constituye una
herramienta suficientemente precisa y de facil implementacion en la practica diaria

para la clasificacion de los GB

Los tres subgrupos de GB (GB-P, GB-C y GB-M) presentan diferencias

estadisticamente significativas en términos de supervivencia

Los pacientes con GB subgrupo GB-C (el que remeda el subtipo clasico de

Verhaak) tienen una supervivencia superior a la de los otros subgrupos

La pertenencia al subgrupo GB-C constituye un factor de buen prondstico,

independientemente del tipo de cirugia, la edad y el indice de Karnofsky
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10.

11.

12.

13.

14.

No existe relacion estadisticamente significativa entre los subgrupos de GB (GB-P,
GB-C y GB-M) con los patrones histoldgicos ni con las variantes morfoldgicas de
GB de la OMS

Los tres subgrupos de GB (GB-P, GB-C y GB-M) no presentan diferencias
estadisticamente significativas en sus caracteristicas clinicas ni radiolégicas (sexo,

edad, localizacion, multifocalidad)

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre los subgrupos de GB
generados por nuestros dos modelos (el modelo de consensus clustering y el

modelo de clasificacion tipo “arbol de decision”)

Tanto la amplificacion de EFGR como la forma EGFRVIII son factores de buen

prondstico con significacion estadistica en nuestra serie

La inmunorreactividad para sinaptofisina no constituye un dato suficientemente
fiable en los GB como para considerarla un marcador del subtipo neural, subtipo

que no creemos exista realmente
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