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RESUMEN

INTRODUCCION

Actualmente para el 15-20% de los pacientes con tumores de células
germinales (TCG) mestastasicos las opciones curativas son limitadas,
estando en investigacion la respuesta a terapias dirigidas (1). Como
estrategias postorquiectomia en los pacientes con tumores de células
germinales no seminoma (TCGNS) estadio | son validas la quimioterapia
adyuvante, la linfadenectomia retroperitoneal y la vigilancia activa. La
infiltracion linfovascular es el factor pronéstico mas aceptado y asociado al
riesgo de recaida en TCGNS (aumentandolo hasta en un 50%) (2-5). El
tratamiento quimioterapico adyuvante en estos pacientes con estadio |
basado en la presencia de infiltracion linfovascular supone el
sobretratamiento del restante 50%, con la consiguiente toxicidad aguda y a
largo plazo, por lo que se requieren marcadores mas fidedignos de recaida.
En los tumores de células germinales testiculares (TCGT) los estudios de

expresion génica se encuentran en etapas muy iniciales de investigacion.

METODOLOGIA Y OBJETIVO

Previo al presente estudio se realiz6 un trabajo de revision bibliogréafica
sobre terapias dianas en pacientes con TCG. Las publicaciones encontradas
presentaban una causistica reducida y heterogénea, sobre todo, centradas
en estadios avanzados, sin demostrar una efectividad razonable con los
tratamientos diana estudiados (6). Este hecho puso de manifiesto la
necesidad de centrar el presente trabajo en estadios iniciales, focalizando la
investigacion en identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de recaida,
los cuales serian candidatos a un tratamiento adyuvante. Se ha realizado un
estudio de casos y controles de caracter retrospectivo, donde se han incluido

54 pacientes con tumores de células germinales no seminoma (TCGNS)



estadio |, pertenecientes a varios centros de Espafia, que no habian recibido
quimioterapia adyuvante tras la orquiectomia. El objetivo del estudio fue
encontrar un conjunto de genes cuyas variaciones en la expresion estuviese
relacionado con el riesgo de recaida. De los pacientes incluidos, el 48%
(n=26) lo constituian pacientes con recaida y el restante 52% (n=28)
pacientes sin recaida. Se han analizado retrospectivamente las variaciones
en los perfiles de expresién de grupos de genes realizados con las trece
rutas canonicas del cancer, utilizando el panel PanCancer con el sistema de
anélisis nCounter™ de Nanostring (7). Los resultados obtenidos fueron
evaluados mediante clusterizacion y analisis estadistico con herramientas
bioinforméticas adecuadas para identificar una firma génica cuya variacion

en la expresion estuviese relacionada con la recaida.

RESULTADOS

Se obtuvo un modelo de nueve genes resultante del analisis
bioinformatico (MPL, Col24al, NR4Al, FOSL1, CREB5, FANCB, LAMB4,
ZBTB16, CALML3) con capacidad de predecir el riesgo de recaida en los
pacientes con TCGNS estadio | sin tratamiento adyuvante con AUC de 0.8.
De esta firma de nueve genes, cuatro estan relacionados con la via de
sefalizacion PI3K (Col24al, NR4Al, CREB5, LAMB4). Respecto a la
expresion diferencial individual de cada gen, se detectaron varios genes con
expresion diferencial proxima a la significacion estadistica entre ambos
grupos de pacientes (destacando AKT3, BAIAP3, ZBTB16, RASGRP1, KIT,
IL13RA2, ITGA3, ACVR1B, TGFB3, HHEX, CCNA1, NR4A1l, PLA2G10,
FGF7 y GADD45A), asi como un modelo de red de coexpresion con una
correlacion con la recaida de 0.39 (p=0.003) constituido por 31 genes de los
gue cinco tenian una expresion diferencial préxima a la significaciéon
estadistica (ILL3RA2, CCNA1, PLA2G10, GADD45A, RRAS2). Del modelo
de nueve genes obtenido con el analisis bioinformatico, destaca FOSL1 con
una correlacion con la recaida de 0.43 y, NR4Al y ZBTB16 con una
expresion diferencial préxima a la significacién estadistica (0.075 en ambos

casos).



CONCLUSIONES MAS RELEVANTES

1). En TCGNS estadio | tratados con orquiectomia sin tratamiento
adyuvante se ha identificado una firma génica de nueve genes (MPL,
Col24al, NR4A1, FOSL1, CREBS, FANCB, LAMB4, ZBTB16, CALML3) que
permite seleccionar aquellos pacientes con alta probabilidad de recaida.

2). La posible aplicabilidad clinica de esta firma génica requiere una
validacion en una cohorte igual de homogénea pero con un mayor namero

de pacientes.

3). Hasta la fecha no existe una terapia diana con validez demostrada en

pacientes con TCG.



YOV 1Y 30
QvaISY3AIND




ADN
AFP
AP-1
ARN
ARNi
ARNMm
AUC
BEP
BGP
BHCG

BOMP-EPI

BTK
CAMKII
CCND2
CDDP
CDK
CIMES
CPCNP
EGFR
ELA

EMT

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico.
a-fetoproteina.

Activator protein 1.

Acido ribonucleico.

Acido ribonucleico de interferencia.
Acido ribonucleico mensajero.
Area under the curve.

Bleomicina, etopdsido, cisplatino.
Bleomicina, gemcitabina, platino.
B-gonadotropina coriénica humana.
Bleomicina,

vincristina, metotrexato,

etopdsido, ifosfamida, cisplatino.

Bruton's tyrosine kinase.

cisplatino

Ca 2+ /calmodulin-dependent protein kinase II.

Ciclina D2.
Cisplatino.

Quinasas dependientes de ciclinas.

Centro de Investigaciones Médico Sanitarias.

Carcinoma de pulmén de células no pequefias.

Epidermal growth factor receptor.
Esclerosis lateral amiotrofica.

Epithelial-mesenchymal transition.



EP
ERK

GADD45A
GOP

HDAC

HDCT-ASCT

HGF
HIF

HR
IBIMA
ICCCGC
IFN
IHQ
ITGCNU
INK
KEGG
LDRP
MCE
MDM2
MMP2
MMP9
LDCGB

MSE

Etopésido, cisplatino.
Extracelular-signal-regulated kinases.

Growth arrest and DNA damage-induced 45 alpha
Gemcitabina, oxaliplatino y paclitaxel.

Histonas desacetilasas.

High-dose chemotherapy - autologous haemopoetic

stem cell transplantation.

Hepatocyte grow factor.

Hypoxia inducible factor.

Hazard ratio.

Instituto de Investigacién Biomédica de Malaga.
International Germ Cell Cancer Collaborative Group.
Interferén

Inmunohistoquimica.

Neoplasias de células germinales in situ.

c-Jun N-terminal kinase.

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.
Linfadenectomia retroperitoneal.

Muerto con enfermedad.

Murine doble minute 2.

Metalloproteinase 2.

Metalloproteinase 9.

Linfoma difuso de células grandes B.

Muerto sin enfermedad.

\



mTOR
NCGIS
NK
OR
PARP
PCR
PD-1
PDGF
PD-L1
PET
PGC
PI3K
PLZF
pRB
PTEN
RC
RP
ROS
RR
S6K
SCF-1
SG

SIRT1

Mammalian Target of Rapamycin.
Neoplasia de células germinales in situ.
Células natural killer.

Odds ratio.

Poly ADP-ribose polymerase.
Polymerase Chain Reaction.
Programmed Death 1.

Platelet derived growth factor.
Programmed Death-ligand 1.
Positron Emission Tomography.
Células germinales primordiales.
Phosphatidyl-inositol-3-kinase.
Promyelocytic leukemia zinz finger.
Proteina del retinoblastoma.
Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa.
Respuesta completa.

Respuesta parcial.

Reactive oxygen species.

Riesgo relativo.

Ribosomal protein S6 kinase.
Colony stimulating factor 1.
Supervivencia global.

Silent mating type information regulation 2 homolog 1.

VI



SLP
SNC
SWENOTECA
TC

TCG
TCGA
TCGNS
TCGS
TCGT
TCM

TCR
TGF-B
TIP

TPO

UMA

VCE
VEGF

VSE

Supervivencia libre de progresion.

Sistema nervioso central.

Swedish and Norwegian Testicular Cancer Project.
Tomografia computerizada.

Tumor de células germinales.

The Cancer Genome Atlas.

Tumor de células germinales no seminoma.
Tumor de células germinales seminoma.
Tumor de células germinales testicular.
Trasplante de células madres.

Receptor de células T.

Transforming growth factor 3.

Paclitaxel, ifosfamida, cisplatino.
Trombopoyetina.

Universidad de Mélaga.

Vivo con enfermedad.

Vascular Endothelial Growth Factor.

Vivo sin enfermedad.

Vil



INDICE

CONTENIDO PAGINAS
RESUMEN -1
Lista de abreviaturas ... V- Vi
Lista de fIQUIras ........ooieieieiii e XII - XV
Lista de tablas ....... ..o XVII
LINTRODUCCION ...ttt 3-53
1. FORMACION DE LOS TCGT ..iiiviiiiieeiiieeeeeeee e 5-9
2. CLASIFICACION DE LOS TCGT .evvniiieiiieeeeeeeee e, 9-11
3. PRINCIPALES ABERRACIONES GENETICAS QUE FAVORECEN
LA FORMACION DE LOS TCGT ..oiiiviiiieieeee e 12-13
4. VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA PATOGENESIS
DE LOS TCGT .ottt 13-22
5. FACTORES DE RIESGO DE LOS TCGT ..cviviviiiiiiiiiiiieennns 22-23
6. TCGT EN ESTADIOS INICIALES .....coiiiiiiiiiieieeeeee, 23-35
a. TGCT en estadios iniciales de BAJO riesgo. Opciones tras
Lo o (B T<Tox 1o 4 11 - U 27 - 30
I. Opcidn 1: Vigilancia activa ................ccoooiiiiiiin. 27 - 29
Il.  Opcion 2: Quimioterapia adyuvante ......................... 29-30
Ill. Opcién 3: Linfadenectomia retroperitoneal ................ 30

b. TCGT en estadios iniciales de ALTO riesgo. Opciones tras

Lo o D] T=Tox (o321 £- LN 31-35
I. Opcion 1: Vigilancia activa ................ocoovviiiiiiiinnn, 31-32
[l.  Opcién 2: Quimioterapia adyuvante .......................... 32-35
[Il.  Opcién 3: Linfadenectomia retroperitoneal ................. 35
7. TCG EN ESTADIOS AVANZADOS ... 36 - 37
8. FACTORES BIOMOLECULARES PRONOSTICOS /
PREDICTIVOS DE RESPUESTA ..., 37 -53
ILHIPOTESIS Y OBJETIVOS ..o, 57



HE.LMATERIAL Y METODOS ......cooiiiiieioeeeeeeeeeeee e 61-75

REVISION BIBLIOGRAFICA “TERAPIAS DIANA EN PACIENTES
CON TUMORES GERMINALES” ... 61

ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL EN

PACIENTES CON TCGNS ESTADIO | .o 61-75
1. POBLACION DE ESTUDIO ......oooiiiiiiiiiee e, 61 - 64
a. Consentimiento informado .............cocoiiiiiiiiii 64
2. METODOS ...iiiiiie e 64 -75
a. Obtencién y procesamiento de las muestras ........................ 64 - 66
b. Estudio de expresion génica .............c.coeeeivieiiiiiiiiieiieiinn, 66 - 67
C. Anadlisisdelos datos ..........ccoiiiiiiiiiiii i 68 - 75
[. Estudio descriptivo ........ccovvieiiiiiiiiiii e 68 - 70
Il. Estudio de supervivencia ..............ccocoiiiiiiiiiiinn.. 70
Ill. Redes de coexpresion ............cccoceeiiiiiiiinininninann, 70-73
IV. Analisis bioinformatico ...........ccoevieiiiiiiininnann. . 74-75
3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO ....c.oviiiiiiiiciiiiieeeeeen, 75
IV.RESULTADOS ..o e 79 - 116

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE EXPRESION GENICA

DIFERENCIAL EN PACIENTES CON TCGNS ESTADIO | ............ 79 - 103
1. CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS ........cccvvvee.e. 79 -85
2. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA .......cooviviiiiiieiiieeeeeen 85— 87
3. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL

DE LOS 730 GENES......ouuiiiiiiieie e, 87 -89
4. ANALISIS DE REDES DE COEXPRESION...........ccvveeeeiinn 89-93
5. ANALISIS BIOINFORMATICO.......coviiiiiioeeeeiee e 93-97
6. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL DEL

MODELO DE NUEVE GENES........c.ooiiiiiiiieie e 97 - 103

RESULTADOS DE LA REVISION BIBLIOGRAFICA “TERAPIAS
DIANA EN PACIENTES CON TUMORES GERMINALES” ............ 104 - 116
1. FAMILIAEGFR ..o 104



2. PIBK/AKT/MTOR .o, 104 - 105
3. CKIT/STEM CELL FACTOR ..ot 106 - 107
4. AGENTES ANTIANGIOGENICOS .......ooiiiviiiieeeeiieeeeeee, 107 - 109
5. INHIBIDORES MULTIPLES TIROSIN QUINASA ................. 109 - 111
6. ANTI-PD 111-113
7. INHIBIDORES DE CICLINAS ... 113-114
8. INHIBIDORES PARP ..., 114 - 115
9. MET/HGF ..o 115
10. CDB0 et 115- 116
V.DISCUSION ...t 119 - 157
1. Revision en la literatura de estudios de expresién génica en
IO 121 - 124
2. Discusion de resultados obtenidos del estudio de expresién
0ENICA BN TCGNS ... .. 124 - 125
7. Discusion de resultados del estudio de redes de coexpresion... 125 - 136
8. Discusion de resultados del estudio bioinformatico................ 136 - 155
9. Curiosidades obtenidas...........cooeviiiiiiiii 155 - 156
10. Limitaciones del estudio............ccooiiiiiiiiiiii e, 156
11. Directrices futuras..........ccoiiiiii i, 157
VI.CONCLUSIONES ... 161 - 162

VILBIBLIOGRAFIA ..o, 165 - 193



YOV 1Y 30
QvaISY3AIND




LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Tasa de incidencia y mortalidad del cancer testicular.................. 4

Figura 2: Espermatogénesis normal y desarrollo de los tumores de células

germinales teSHCUIAIES. ... 5
Figura 3: Patogénesis en la formacion de las NCGIS.............................. 6
Figura 4: Etiopatogenia de 10S TCGT......c.oiiriiiiiiiiiii e, 8

Figura 5: Desarrollo embrionario normal y origen del linaje de las células

QEIMINAIES . e e 9

Figura 6: Composicion histolégica evaluada por hematoxilina-eosina de los

tumores de células germinales testiculares..............cccoooviiiiiiiiiiiiinn.. 10
Figura 7: Representacion de los distintos tipos de TCGT........................ 11

Figura 8: Representacion del proceso fisiologico del desarrollo de células

germinales MaSCUlINAS. .. ...t 11
Figura 9: Representacion de la via p53 normal y alterada....................... 15

Figura 10: Via de sefializacién del receptor tirosin quinasa en los TCGT...17
Figura 11: Principales alteraciones que ocurren en los TCGT tipo ll......... 18

Figura 12: Vias de sefalizacion incluidas en el panel PanCancer de

=TT 1S3 4T 40
Figura 13: Representacion la via de sefializacion TGF-5 ....................... 47
Figura 14: Via de activacion de la via MAPK/ERK...........cccooiiiiiiiiiiinnnss 49
Figura 15: Vias reguladas por PI3K........ccoiiiiii e 50
Figura 16: Vias que regulan la sefializacion PI3K................cccooeiiiiiiennn. 51
Figura 17: Via de transduccién de sefiales RAS-ERK...............cccooenene. 52
Figura 18: Representacion del ciclo celular.....................ocoi, 53



Figura 19: Representacion de los pasos del procesamiento de las
TS T 65

Figura 20: Vision general del andlisis de expresion génica con nCounter...67

Figura 21: Descripcion general del andlisis de redes de coexpresion génica,
con un ejemplo de tumores del SNC y las redes de coexpresion relacionadas

CON |@ SUPEIVIVENCIA. ...\t e e en 73
Figura 22: Subtipos histolégicos constituyentes de los tumores mixtos...... 82

Figura 23: Subtipos histolégicos constituyentes de los pacientes con TCGT

PUIO CON FECAIHA. . ... ee it e e aeeeas 82

Figura 24: Subtipos histolégicos constituyentes de los pacientes con TCGT

PUFO SIN FTECAIHA. ... ..ot 83

Figura 25: Curva de Kaplan Meier para SLP en pacientes con recaida y sin

(=) or=1 (o - T 86

Figura 26: Curva de Kaplan Meier de SG en pacientes con recaida y sin

[£=Yo7- Lo F- VR 87

Figura 27: Grafico tipo volcan. Representa la expresion diferencial de los
genes tras el analisis de las 54 muestras tumorales de pacientes con

TCGNS, incluyendo tanto a pacientes con recaida como sin recaida......... 88

Figura 28: Escala de correlacion y significacion de los distintas redes de
coexpresion génica encontrados en los 730 genes analizados en ambos

grupos (recaida y N0 recaida)...........oovveiriiie i 90

Figura 29: Representacion de la correlacion individual de cada gen con la
recaida, asi como con el grado de asemejacion y contribucion de cada gen

CON €I MOAEIO. ..ot e 93

Figura 30: Representacion del nimero de genes seleccionados con cada

uno de los criterios en funcion del tamafio umbral empleado.................... 95

XV



Figura 31: Mapa de calor de las 54 muestras con TCGNS con los nueve

genes del modelo obtenido con el analisis bioinformatico...................... 101

Figura 32: Mapa de calor de las 28 muestras de pacientes con TCGNS sin
recaida con los nueve genes del modelo obtenido con el analisis

DIOINFOIMALICO. . ..ot e, 102

Figura 33: Mapa de calor de las 26 muestras con TCGNS con recaida con

los nueve genes del modelo obtenido con el andlisis bioinformatico......... 103

XV



YOV 1Y 30
QvaISY3AIND




LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes.................... 81

Tabla 2: Pacientes con recaida. Descripcion del tiempo a la recaida, lugar y
tratamiento a la recaida, tratamientos posteriores y estado en la Ultima

V] | - VTR 85

Tabla 3: Significacion estadistica de los genes mas representativos del

andlisis de expresion diferencial................ooiii 89

Tabla 4: Caracteristicas de los genes que conforman el modelo de

coexpresion ME.pUrple. ... 91 -92

Tabla 5: Resultados de AUC con los entrenamientos iniciales en cada

modelo del andlisis DIoINfOrMALICO. .......ooveiiii e, 94

Tabla 6: Simulaciones en el andlisis bioinformatico con un ndmero creciente

de genes seleccionados y resultados de AUC..........ccoovviiiiiiiiiiiiennn. 96
Tabla 7: Expresion génica en los pacientes SIN recaida......................... 98
Tabla 8: Expresion génica en los pacientes CON recaida....................... 99

Tabla 9: Media y rango de expresion de cada uno de los nueve genes del

modelo obtenido con el analisis bioinformatico............oovveee i, 99

Tabla 10: Analisis comparativo de los nueve genes del modelo
bioinformético entre los dos grupos de pacientes usando la prueba

eStadiStICA & StUBNT. ... e 100

XV



YOV 1Y 30
QvaISY3AIND




I.INTRODUCCION



YOV 1Y 30
QvaISY3AIND




Los tumores de células germinales testiculares (TCGT) representan el
tumor solido mas frecuente en varones adolescentes y adultos jovenes (de
15 a 35 afios), donde llega a suponer el 30% de las neoplasias del hombre.
Ademas los TCGT constituyen el 95% de los tumores del testiculo y el 1%
del cancer en el varon (8). Estos tumores se forman a partir de la
transformacion de las células espermatogodnicas, mostrando propiedades
pluripotenciales para diferenciarse en diferentes tipos celulares embrionarios
y extraembrionarios. Los TCGT se clasifican en funcion de su diferenciacion
en dos grandes grupos: seminoma (TCGS) (tipico, indiferenciado,
espermatocitico) que constituye el 40-50% de los casos y no seminoma
(TCGNS) (carcinoma embrionario, teratoma y teratocarcinoma, tumor de yolk
sac, coriocarcinoma y tumores mixtos) que constituye el restante 50-60% de

los casos (9-11).

La incidencia del cancer testicular esta aumentando de forma global,
fundamentalmente en los paises desarrollados, sin conocer las causas
exactas (12-15). La incidencia del cancer testicular abarca menos de un
individuo afecto por cada 100,000 hombres en gran parte de Asia y Africa a
9.9 individuos afectos por cada 100,000 varones en Noruega, 9.4 individuos
afectos/100,000 varones en Dinamarca y 9.2 afectos/100,000 varones en
Suiza (16). En Estados Unidos el cancer testicular es més frecuente en
varones de raza blanca (6.9 afectos/100,000 varones) respecto a los

americanos africanos (1.2 afectos/100,000 varones) (17).

A pesar de la mayor incidencia del cancer testicular en Europa, América
del Norte, Australia y Nueva Zelanda, estas areas sélo constituyen una
quinta parte de las muertes causadas por el cancer testicular. De hecho, el
ratio incidencia-mortalidad en el norte de Europa es 26:1, comparado con 2:1
del suroeste de Asia, Asia centrosur y Africa (16), poniendo de manifiesto la

importancia de los tratamientos en la supervivencia (figura 1).
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Figura 1. Tasa de incidenciay mortalidad del cancer testicular (18).

Los TCGT constituyen uno de los tumores malignos con mas alta tasa de
curacion, fundamentalmente por su alta sensibilidad a la quimioterapia
basada en platino. Sélo un 3 — 5% de los pacientes con TCGT moriran por el
tumor (19-21). La supervivencia a cinco afios del céncer testicular
metastasico ha crecido desde una tasa inferior al 30% en los afios de 1950
al 95% aproximadamente a dia de hoy, debido al tratamiento multidisciplinar
y la alta sensibilidad a la terapia sistémica (22—-24).



1. FORMACION DE LOS TCGT

Los TCGT se forman a partir de la transformacion maligna de las células
germinales testiculares, facilitado por un microambiente testicular alterado
(con alteraciones en la sefializacion) y, a menudo asociado a una disgenesia
gonadal (figura 2) (25-30). El origen de los TCGT tiene lugar durante el
desarrollo embrionario a partir, fundamentalmente, de las células germinales
primordiales, las cuales expresan antigenos especificos relacionados con
sus principales caracteristicas, como la pluripotencia (SOX2, OCT3/4,
NANOG), supervivencia (cKIT) y migracion (BLIMP1). Estas células
germinales primordiales y, en menor medida, los gonocitos fetales, son el
origen de las células que conforman las neoplasias de células germinales in
situ (NCGIS), origen de los TCGT (31-33). Las alteraciones citogenéticas de
las células de las NCGIS son similares en TCGS y TCGNS, sugiriendo un
origen comun (34).
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Figura 2. Espermatogénesis normal a la izquierda y desarrollo de los tumores de
células germinales testiculares a la derecha. Se cree que las células madres de los
TCGT estan representadas por las células que conforman las neoplasias de células
germinales in situ (ITGCNU), las cuales proceden principalmente de las células germinales
primordiales (PGC), o bien, de los gonocitos fetales, provocando un bloqueo en la
diferenciacion y una proliferacién constitutiva, lo cual conlleva una alteraciéon en la
mitosis/meiosis normal. Entre los seminomas y carcinomas embrionarios puede existir una
reprogramacion, cambio del linaje celular, por ello a menudo los TCGNS continen regiones
de seminoma (35).



Durante la maduracion fisioldgica de las células germinales primordiales o
gonocitos a las pre-espermatogonias o espermatogonias, OCT4 y el receptor
de KIT se encuentran infraexpresados y AKT se mantiene en un estado
inactivo durante los primeros afios postnatales. Esto puede dar lugar a una
supervivencia aberrante de las células germinales embrionarias, con
caracteristicas pluripotentes, en los testiculos de 6 meses a 1 afio, con la
posibilidad de formacion de las NCGIS. En las células preesmartogonicas se
induce la expresion de TSPY (expression of testis-specific Y-encoded protein
1) y se establece el patron de imprinting genémico paterno. Luego, OCT4-
KIT y TSPY no se co-expresan durante el desarrollo normal. Por otro lado, el
estrés durante el desarrollo embrionario facilitado por aberraciones genéticas
y factores ambientales, puede llevar a la sobreexpresiéon de KITLG (que
codifica el ligando de KIT), provocando la activacion de OCT4, del promotor
de AKT y TSPY, conllevando todo esto a un retraso o bloqueo de la
maduracion, con una supervivencia totipotente capaz de formar las NCGIS
(figura 3) (18).

a Physiological germ cell development

- Jene-envi
L NI acLions \"(lljlt
« OCT4 AKT B e .

K l 5Py cell

Erased Component Fatema

Primordial geem cell

W QONOCyLe

e Susceptibility allele

b Type HTGCY
Initlation

Lrased
Medayod o s hod
naturatior oy
« OCT4 {AKT B
| )

Palyploidization 1p gain -
Totipotency survival - | GCNIS 1 - TGCT

T KimaG
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Los TCGT expresan antigenos caracteristicos que ayudan a identificarlos
y diferenciarlos de otros tumores, destacando SOX2, SOX17, NANOG,
OCT3/4, HMGA1, HMGAZ2, PATZ1, cKIT, Aurora-B, PLAP (36,37). Como se
ha indicado, la tumorogénesis se inicia con la conformacion de las NCGIS
durante el desarrollo embrionario, posteriormente existe un periodo de
inactividad hasta la pubertad, que es cuando las hormonas sexuales y la
activacion de la espermatogénesis provocan cambios genéticos que
contribuyen a la transformacion de las NCGIS en tumores invasivos, los
TCGT (figura 4).

Las células de las NCGIS son células totipotentes/pluripotentes, con
capacidad de autorenovacion y diferenciacion aberrante en varios tejidos, y
comparten con las células germinales primordiales y gonocitos
caracteristicas morfolégicas, perfiles inmunolégicos, expresién genémica y
caracteristicas funcionales como el control del ciclo celular y la reparacion
del ADN (&cido desoxirribonucleico). Esto es asi porque las NCGIS imitan
las células germinales embrionarias y migran desde la parte proximal del
saco vitelino hasta la cresta genital (en este momento constituyen las células
germinales primordiales (PGC)) y hasta su llegada a la cresta neural antes

del primer paso madurativo (constituyendo los gonocitos) (figura 5).

Las NCGIS, las cuales pueden desarrollar cualquier subtipo histolégico
de TCGT, se encuentran en la periferia de los TCGT y en aproximadamente
el 5% del testiculo contralateral. Los varones con NCGIS presentan hasta un

50% de riesgo de desarrollar un TCGT en los primeros 5 afios (36,38,39).

A partir del sindrome de disgenesia testicular se han desarrollado
también tumores de células germinales testiculares. Dicho sindrome incluye
la disgenesia gonadal (malformaciones gonadales, criptorquismo Yy
sindromes intersexuales, entre otros), disminucion de la fertilidad y aumento
del riesgo de TCGT (40). En las gbénadas con disgenesia se puede afectar
tanto la diferenciacion de las células germinales como la funcion de las
células somaticas de Sertoli y Leydig. La adecuada secrecion hormonal y de
factores paracrinos por las células de Sertoli y Leydig, junto a otras células



estromales, forman el adecuado microambiente para la diferenciacion normal

de las células germinales.
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Figura 4. Etiopatogenia de los TCGT (35).
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Figura 5. Desarrollo embrionario normal y origen del linaje de las células germinales.
Las células germinales primordiales (PGC) se originan en el epiblasto desde donde migran
a la cresta genital, tras la cual se donominan gonocitos. Los gonocitos se pueden diferenciar
en pre-espermatogonias u ovocitos (18).

2. CLASIFICACION DE LOS TCGT

Actualmente los TCGT se clasifican siguiendo el sistema de clasificacion
de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) de 2016 en dos grandes
grupos: TCGT relacionados con las NCGIS y TCGT no relacionados con las
NCGIS (figura6y 7).

Los TCGT no relacionados con las NCGIS se subdividen en dos grandes

grupos (18):

- Tipo I, compuesto fundamentalmente por teratoma prepuberal (tumor
benigno) y tumor de yolk sac (tumor maligno). Tiene lugar
generalmente en poblacion pediatrica, prepuberal por debajo de los
14 afnos. Estos tumores generalmente carecen de anormalidades en
el cromosoma 12.

- Tipo Il (previamente conocido como tumor espermatocitico),
compuesto por poblaciones polimorfas de tres tipos celulares: células
tumorales pequeias, intermedias y gigantes. Estos tumores
indolentes generalmente tienen lugar en varones de edad avanzada, y

no presentan anormalidades en el cromosoma 12.



Los TCGT relacionados con las NCGIS son los TCGT tipo I,
constituyendo la mayoria de TCGT, siendo siempre tumores malignos. Se
dividen en seminomas (originados del epitelio germinal de los tubulos
seminiferos) y no seminomas (compuestos por elementos puros o mixtos de
carcinoma embrionario, teratoma, tumor de yolk sac, coriocarcinoma y
seminoma). Los TCGT tipo Il tienen lugar en adolescentes o adultos jovenes
y generalmente se asocian a anormalidades en el brazo corto del
cromosoma 12 (12p).
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Figura 6. Composicién histologica evaluada por hematoxilina-eosina de los tumores
de células germinales testiculares. a) NCGIS; b) teratoma prepuberal (TCGT tipo I); c)
tumor prepuberal yolk sac (TCGT tipo I); d) TCGT tipo Il tipo seminoma; €) TCGT tipo Il no
seminoma, subtipo carcinoma embrionario; f) TCGT tipo Il no seminoma, subtipo teratoma;
g) TCGT tipo Il no seminoma, subtipo yolk sac; h) TCGT tipo Il no seminoma, subtipo
coriocarcinoma; i) TCGT tipo lll, tumor espermatocitico (18).

La edad de presentacion del TCGT es importante para su clasificacion,

debido a la posible superposicién en la apariencia histoldgica.
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Figura 7. Representacidon de los distintos tipos de TCGT (18).

En la figura 8 se representa el proceso fisiolégico de desarrollo de las
células germinales masculinas, asi como su relacion con los distintos
subtipos de TCGT.

Embryogenesis Before puberty  After puberty
b N N~ N\
Specification---Migration ----Niche Maturation Meiosis
Embryonic Primordial Gonocyte - Pre-spermatogonia ---Spermatocyte
stem cell germ cell
DP PP <--toeeee TP TP, PP or UP uP
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(

Type ll )
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Figura 8. Representacion del proceso fisiolégico del desarrollo de células germinales
masculinas, durante la embriogénesis, antes y después de la pubertad. DP: potencial
desarrollo, Gl: patrones de imprinting gendmico, C: estado de metilacion global del ADN. El
potencial desarrollo se clasifica en totipotente (TP), pluripotente (PP) o unipotente (UP). El
imprinting gendémico se clasifica en biparenteral (bp), borrado (e) o parenteral (pp para
células diploides y p para células haploides). El estado de metilacion global del ADN se
clasifica en alto (high), bajo (low) o ausente (absent).
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3. PRINCIPALES ABERRACIONES GENETICAS QUE
FAVORECEN LA FORMACION DE LOS TCGT

La constitucién genética de los TGCT refleja el caracter embrionario de
las células tumorales que lo conforman, diferiendo de otros tumores que
derivan de tejido somatico, con una incidencia generalmente baja de
mutaciones, frecuentes disomias uniparentales, pérdida del patron parental

de impronta genémica y un perfil distinto de metilacién del ADN.

La primera alteracion que ocurre durante los estadios iniciales de la
transformacién maligna es la sobreexpresion de la proteina KITL/SCF, cuya
presencia puede distinguir las células germinales premalignas de las células
germinales normales o maduras tardias (41). Y la aberracion genética tipica
en los TCGT es la ganancia del brazo corto del cromosoma 12 (12p),
presente en practicamente todos los tumores de células germinales; en el
80% de los casos como isocromosoma i(12p), en el resto de lo casos como
amplificacion y, en raras ocasiones, como inserciones (42-45). Se cree que
la ganancia de 12p estd asociada con la supervivencia de las NCGIS
independientemente de las células de Sertoli, con la adquisicion del fenotipo
invasivo y la progresion a TCGT (46-49). Algunos de los genes localizados
en el cromosoma 12p se encuentran sobreexpresados en todos o casi todos
los TCGT, teniendo probablemente un importante papel en el su desarrollo.
Estos genes incluyen entre otros: genes relacionados con las células madres
como STELLAR, NANOG, GDF3, EDR1, necesarios para el fenotipo
pluripotente con capacidad de autorenovacién; genes reguladores del ciclo
celular como CCND2 (ciclina D2) que permite escapar del control apoptético
de p53; oncogenes como KRAS; receptores de factores de crecimiento;
genes implicados en el metabolismo de la glucosa como GLUT3, GAPDH,
TPI1; genes reguladores transcripcionales como SOX5, ETV6/TEL, DDX11;
genes implicados en la proteccion celular contra el dafio oxidativo y
reparacion del ADN como MGST1 y RAD52 (26,44,50). Por tanto, la mayoria
de las hipétesis apoyan como elementos claves en el desarrollo de los
TCGT, la expresion de la ciclina D2 en las células de las NCGIS y la

sobreexpresion de p53 no mutado, ambos secundarios a la amplificacién del
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cromosoma 12p. Las células con dichas alteraciones pueden escapar del
control apoptotico de p53 y volver a entrar en el ciclo celular (51).

Otras aberraciones cromosoémicas son, por ejemplo, la ganacia de 17q o
Xql13, frecuentemente encontradas en los TCGT (52-54).

En un estudio publicado recientemente, se observd que en CHEK2 se
localizaban la tercera parte de las variantes patogénicas germinales de
genes reparadores del ADN (22 de 48) en varones con TCGT. En este
estudio, los varones con TCGNS (n=205) presentaban un riesgo cuatro
veces mayor de ser portadores de una variante germinal (con pérdida de la
funcién) de CHEK2 (p.llel57Thr), comparado con los varones sanos
(n=27,173) (odds ratio (OR) 3.87, 95% CI: 1.65 — 8.86, p=0.006). Ademas
individuos con dicha variante desarrollaban el TCGT seis afios antes que
aguellos con CHEK2 wild-type (5.95 afios; 95% CI, 1.48 — 10.42, p=0.009)
(55). Sin embargo, aquellos pacientes con TCGT y variante germinal
patogénica de CHEK2 con pérdida de la funcién, no tenian mas probabilidad
de tener una historia familiar de TCGT, debido a su baja penetrancia en la
predisposicion al cancer (55). Esta variante también se ha asociado a un
modesto aumento del riesgo de cancer de mama, colon y préstata (56-58).

Mientras que las aberraciones cromosdmicas y alteraciones en el nimero
de copias son criticos para el inicio y desarrollo de los TCGT, la
diferenciacion en los distintos subtipos histoldgicos parece estar determinada
probablemente por la expresiéon de genes de diferenciacion, regulados por
cambios epigenéticos, fundamentalmente metilacion del ADN, en regiones

de promotores genéticos (30,59).

4. VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA
PATOGENESIS DE LOS TCGT

Las mutaciones en el gen supresor tumoral TP53 es la alteracién genética

mas comunmente encontrada en los tumores solidos, generalmente
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asociada con un mayor crecimiento tumoral, resistencia a la quimioterapia y
peores resultados. En los TCGT, las mutaciones en TP53 son muy raras
(hasta el 1 - 5% de los casos), encontrandose fundamentalmente en
seminomas (30,60-63). En la figura 9 se representa la via normal de TP53 y
cuando estd mutada, lo cual esta asociado a una alta quimioresistencia en
multiples tumores solidos incluyendo los TCGT, pero como las mutaciones
en esta via son raras en los TCGT no representa la principal causa de

guimioresitencia en estos tumores.

Pequefios grupos de microARN (micro acido ribonucleico), como
microARN 371-373 y microARN 302a, b y ¢ (normalmente implicados en la
diferenciacion de las células madres germinales), estan sobreexpresados en
los TCGT. En los TCGT los microARN 371-373 pueden neutralizar la
inhibicion de quinasas dependientes de ciclinas (CDK) y el bloqueo del ciclo
celular mediado por p53. Estos microARN no se encontraron en los TCGT
con TP53 mutado, pudiendo discriminar TCGT de testiculos normales (64).
La familia microARN 302 inhibe la expresion de p21 en las céulas madres
humanas embrionarias y probablemente contribuye en el eje no funcional
p53-p21 con proteinas p21 no detectables (65). TP53 también activa ciertos
microARN que también inhiben, en Ultima instancia, la expresion de p21. De
hecho, la proteina p21 no es detectable en la mayoria de los subtipos de
TCGT, con la excepcién de los teratomas y su inherente resistencia al
cisplatino (66—68).

La sobreexpresion de CHK2 y activacion constitutiva de ATM también se
han descrito en las células de los TCGT (69,70).

La fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRB), mediada por las
CDKs 4 y 6 (junto con la ciclina D), lleva al paso de la fase G1 del ciclo
celular a la fase S, estimulando el crecimiento tumoral (71). Aunque los
TCGT indiferenciados (como los carcinomas embrionarios) apenas expresan
pRB, los TCGT mas diferenciados como los teratomas han demostrado
presentar altos niveles de expresion de pRB (72,73). De esta forma, la
disfucion del gen supresor tumoral del retinoblastoma, pérdida de expresion
de inhibidores de CDK4/6, sobreexpresion de p27kipl y CDK4/ciclina D2 e
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Figura 9. a) Via normal de sefializacién p53, provocando finalmente un aumento de la
apoptosis, reconocimiento y reparacion del ADN, asi como, bloqueo/arresto del ciclo celular.
b) Representacion de esta via alterada, provocando un aumento en la supervivencia celular,
acumulacion de mutaciones y proliferacion (35).
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infraexpresion de CDK2/ciclina E se han encontrado en los TCGT y pueden
alterar el control de la progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular,
asi como, la reparacion de los dafios del ADN (69,72,74-78). La
amplificacion de CCND2, a través de la ganancia de 12p, activa CDK4/6 y
permite la progresion de las células tumorales en el ciclo celular, mejorando

Su supervivencia.

El protooncogén cKIT (también conocido como receptor del factor de
crecimiento de células madres (SCF), CD117) codifica una proteina
miembro de la familia de receptores tirosin quinasa tipo lll, que incluye los
receptores del factor de crecimiento derivado de plaguetas, factor
estimulador de colonias de macréfagos y de monocitos. La via cKIT/SCF es
crucial para el desarrollo embrionario del testiculo y la espermatogénesis
(79). Esta via participa en el desarrollo de multiples tumores sdlidos, donde
varios de los factores implicados se han usado como marcadores
prondsticos y como objetivo de tratamientos diana. En los TCGT se han
observado alteraciones en las dos partes de esta via: cKIT-RAS-RAF-MEK-
ERK y cKIT-PI3K-AKT-mTOR-STAT (figura 10).

CKIT se expresa en una alta proporcion de tumores germinales
refractarios, presentandose en un estudio en un 48% de los casos (11
pacientes positivos de 23). Sin embargo, la expresién del protoncogén cKIT
no se presenta de forma uniforme en todos los subtipos histolégicos, siendo
Su expresion mayoritaria en los seminomas (80 — 100%), expresandose en
un 7 — 48% en los no seminomas y estando la expresion ausente o casi

ausente en el caso del coriocarcinoma y teratocarcinoma (80-85).

Esta via regula la supervivencia, proliferacion y migracion de las células
germinales primordiales y, esta fuertemente implicada en el desarrollo de los
TCGT. Las mutaciones en cKIT constituyen la mutacidon mas frecuente en
los TCGT, y esta via puede potenciarse por su ligando KITL/SCF secretado
por las células de Sertoli (86). Las mutaciones activadoras, la
sobreexpresion o la amplificacion son mas frecuentes en los seminomas

(hasta un 20%) que en los no seminomas (hasta un 2%) (33,87).
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Por otro lado, la sobreexpresion de AKT se encuentra presente en la
mayoria de los TCGT independientemente del estado mutacional cKIT,
indicando mecanismos adicionales como la pérdida de funcion PTEN
(fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) (88,89). En los testiculos, el
gen supresor tumoral PTEN (asociado con la disregulacion de la via
PISBK/AKT/mTOR) estd altamente expresado en las células germinales
normales, mientras que esta ausente en un porcentaje significativo de
seminomas, carcinomas embrionarios y en casi todos los teratomas. Las
NCGIS expresan altos niveles de PTEN, sugiriendo que la pérdida de
expresion PTEN est4 relacionada con el bloqueo de la diferenciacion de las
células germinales, la transformacion maligna, la transicion a TCGT invasivo

asi como con la progresion tumoral (90-92) (figura 11).

4

proliferation
survival

genome instability
migration/invasion
angiogenesis

Figura 10. Via de sefializacién del receptor tirosin quinasa en los TCGT (35).
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Figura 11. Principales alteraciones que ocurren en los TCGT tipo IL.LEn azul se
representan aquellos genes que codifican proteinas que regulan negativamente esta via y
en rojo los que intervienen activando esta via (18).

La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR
(epidermal growth factor receptor)) estd compuesta por cuatro miembros:
EGFR/HER1, HER2, HER3 y HERA4. La activacion de estos receptores, lleva
finalmente a la activacion de una cascada de vias intracelulares con genes
implicados en la proliferacion, diferenciacion, angiogénesis, migraciéon y
supervivencia celular. La amplificacion o sobreexpresion de estos receptores
tirosin quinasa, se han detectado en los TCGT pero se desconoce su
relacion con el desarrollo de estos tumores y la respuesta al tratamiento.
Con respecto a la positividad para HER2, y a diferencia de lo que sucede en
el cancer de mama, en los TCGT hay una falta de concordancia entre la
determinacion  por inmunohistoquimica y la determinacion  por
inmunoinfluorescencia (FISH). La expresion inmunohistoquimica (IHQ) oscila
del 28 al 65% en los TCGT, mientras que la amplificacién génica esta en
torno al 5% (80,81,93,94).
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La expresion de EGFR en los TCGT aun es controvertido, sin conocerse
exactamente su contribucion al desarrollo, diferenciacion y progresion
tumoral. Se ha publicado un 71% de expresion EGFR en los teratomas,
100% en coriocarcinomas, 29% en carcinomas embrionarios y un 0% en

seminomas y tumores de yolk sac (95).

KRAS, localizado en el cromosoma 12p, puede estar implicado en los
TCGT. La amplificacion, mutaciones activadoras o sobreexpresion de RAS
(KRAS, NRAS) se ha detectado hasta en el 10% de los casos de TCGT
(33,88,96-100). Por otro lado, las mutiones en BRAF ocurren hasta en el

10% de los TCGT, fundamentalmente en no seminomas (88,96).

El receptor tirosinquinasa MET y su ligando, el factor de crecimiento
hepatocitico (HGF (hepatocyte grow factor)), se expresan en el tejido
testicular humano y estan implicados en el desarrollo testicular y la
espermatogénesis (101). El protooncogén MET est4d implicado en la
regulacion de la supervivencia, adhesion, migracién y angiogénesis celular a
través de las vias AKT/MAPK (102).

También se han descrito polimorfismos genéticos en los receptores de
estrogeno ESR1/2, en enzimas metabdlicas de hormonas esteroideas
CYP1Al1 (citocromo P450) y en HSD17B4 (17beta-hydroxysteroid
dehydrogenase), relacionados con la susceptibilidad a tumores testiculares
(103-107). También se han encontrado mutaciones en los receptores de

androgenes en pacientes con TCGT, no asi en varones sin tumor (108).

Ademas, los genes y vias implicadas en el desrrollo embrionario y
gonadal de los testiculos pueden también estar implicados en la patogénesis
de los TCGNS. Las vias de sefializacion HOX, WNT, Hedgehog y NODAL
son esenciales para la embriogénesis normal y la disregulacion de estas
vias se han encontrado repetidamente en los TCGT (99,109-111). Los
genes TSPY (testis-specific protein on the Y chromosome), SRY (sex-
determining region Y) y DMRT1 (doublesex and mab-3 related transcription
factor 1), cruciales para la formacion gonadal, también pueden estar

implicados en la patogénesis de los TCGT (112,113).
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La sefalizacion SDF1/CXCL12-CXCR4 representa un papel crucial en las
interacciones que ocurren entre las células tumorales y el microambiente
tumoral. SDF1/CXCL12 (stromal cell-derived factor 1) es una importante
quimiocina que participa en la migracion prenatal de las células germinales
pirmordiales y en el mantenimiento de los nichos de las células madres
adultas. SDF1/CXCL12 se une al receptor CXCR4. La sefializacion CXCR4
estimula la supervivencia y crecimiento de las células neoplasicas, promueve
la angiogénesis y es esencial para la diseminacibn metastasica a otros
organos, donde se expresa CXCL12. Esta via se puede desarrollar en
etapas tempranas de los TCGT, pero su papel principal tiene lugar en la
etapa de progresion tumoral (114,115).

Alteraciones en la via de sefalizacion del TGF-B (transforming growth
factor beta) se ha observado también en los TCGT. Esta citoquina controla la
proliferacion y diferenciacion celular, puede inducir apoptosis via SMAD o
DAXX y regular el ciclo celular mediante la sobreexpresion de p21 y pl5 e
infraexpresion de myc (116,117).

Respecto a la angiogénesis, la cual raramente ocurre en tejidos normales
adultos, es un factor clave en el crecimiento tumoral y desarrollo de
metastasis. El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF (vascular
endothelial growth factor)) es un factor angiogénico fundamental en el
desarrollo embrionario y postnatal inmediato. Los receptores VEGF estan
casi exclusivamente expresados en la superficie de las células endoteliales
y, sin embargo, estdn sobreexpresados en los TCGT. VEGF estimula la
proliferacion, migracién, supervivencia de las células endoteliales,
incrementa la permeabilidad vascular e inhibe la apoptosis, procesos muy
relacionados con el desarrollo y diseminaciéon tumoral. La densidad
microvascular, puede ser predictiva de la presencia de metastasis
ganglionares en los TCGT localizados, asi como de un peor prondstico
(118). En el estudio de Fukuda et al. (1999), que incluyé 80 TCGT, la
expresion VEGF se relacioné significativamente con la densidad
microvascular (p=0.001). En el caso de los TCGNS (n=47), cuatro variables
se relacionaron con la presencia de metastasis: expresion VEGF, densidad
microvascular, invasién venosa y presencia de carcinoma embrionario en el

tumor primario; aunque unicamente la expresion VEGF y la densidad
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microvascular fueron significativos en el analisis multivariante (p=0.007 y
p=0.001, respectivamente). Este estudio sugiere por tanto que la expresion
VEGF esta involucrada en el desarrollo tumoral, angiogénesis y metastasis
en los TCGT (119).

La via PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) incluye una familia de
enzimas que participan en la reparacion del dafio del ADN. PARP-1 es el
miembro mas frecuente de la familia PARP vy, juega un papel importante en
la reparacion del ADN, estabilidad gendémica, metabolismo energético,
regulacion transcripcional, inflamacion y muerte celular. La reparacion del
ADN es un proceso complejo y multifacético, que es critico para la
supervivencia celular. Cuando se inhibe la via PARP se acumulan los dafios
en una sola hebra del ADN, pudiendo llevar posteriormente al dafio en las
dos hebras y finalmente a la muerte selectiva de las células. Estos dafios en
una sola hebra, normalmente se reparan por recombinacion homoéloga de
doble hebra del ADN, en los que juegan un papel fundamental BRCAl y
BRCAZ2, participantes en la via PARP. Esta via sobreactivada puede ser uno
de los mecanismos por los que las células tumorales evitan la apoptosis tras
el dafio del ADN, de ahi que la inhibicién de la via PARP-1 sea una potente
diana en el tratamiento de tumores, fundamentalmente aquellos platino

sensibles (como lo son los TCGT).

En un estudio traslacional se estudio la expresion de la via PARP en 124
pacientes con TCGT. Se observo una alta tasa de expresion, la mayor en
NCGIS (con un 100%), le seguian los seminomas con un 52.6% de
expresion, carcinomas embrionarios 47%, tumor de yolk sac 33.3%,
teratomas 26.7% y coriocarcinomas 25%. Mientras que en los tejidos
testiculares normales, Unicamente se presentaba en un 1.9%. No hubo
diferencias clinicas entre la poblacién con sobreexpresiéon PARP de la que
no la tenia (120).

Por otro lado, es tipico en los TCGT la presencia de alteraciones
epigenéticas, incluyendo la metilacion del ADN de los islotes CpG, la
remodelacion de la cromatina debido a la modificacion postraduccional de

las histonas y el posicionamiento de los nucleosomas a lo largo de la
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molécula de ADN vy, la regulacion de los microARN. En los TCGT mas
desarrollados, como teratomas, el grado de metilacion del ADN aumenta y
con ello la condensacion de Ila cromatina, disminuyendo la
quimiosensibilidad (121,122).

5. FACTORES DE RIESGO DE LOS TCGT

En la etiologia de los TCGT juega un papel importante tanto la
predisposicién genética como los factores ambientales. El factor de riesgo
principal para los TCGT es la historia familiar de tumor testicular (riesgo
relativo (RR) = 4-6 para hijos y 8-10 para hermanos), la criptorquidia (RR 2
3.18), las hipospadias (RR = 2.41), la hernia inguinal (RR = 1.37) y el
diagnéstico previo de un tumor testicular contralateral (RR = 25). Entre los
pacientes con carcinoma testicular, aproximadamente el 5% desarrollaran un
nuevo tumor contralateral (en dos terceras partes de los casos presentado
de forma metacronica y en una tercera parte como sincronicos). Tras haber
presentado previamente un TCGS, el riesgo relativo de presentar un
segundo carcinoma testicular es de 29 y tras un TCGNS el riesgo relativo es
de 13 (123,124). El riesgo familiar queda mas marcado en los TCGT en
comparacién con la mayoria de carcinomas, de hecho el 1.8% de los
pacientes afectos tienen también a padre o hermano afectados, siendo este
riesgo familiar fundamentalmente hacia las estirpes mixtas o no seminoma
(125).

El aumento de la incidencia de los TCGT parece corresponderse con la
disminucién de la fertilidad en los hombres, estando por tanto relacionado la
infertilidad/disminucion de la fertilidad con los TCGT (RR hasta el 20% en los
varones con infertilidad) (126—-129). También estan implicados otros factores
de riesgo menores, por ejemplo, relacionados con la exposicion a
estrogenos tanto en la etapa prenatal como postnatal temprana (130,131).
En el caso de la criptorquidia, existe un mayor riesgo de cancer testicular
ipsilateral (RR 6.33) que contralateral (RR 1.74) (132).
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Desde el punto de vista genético, se cree que polimorfismos de un solo
nucleétido, de moderado y alto riesgo, pueden explicar el 37% del riesgo
familiar de padres a hijos, sin embargo, la mayoria del componente
hereditario en estos casos es desconocido. Varios loci pueden contribuir a la
susceptibilidad (por ejemplo TGCTL1 en el cromosoma Xg27, relacionado con
el criptorquismo; deleccion gr/gr en la region AZFc en el cromosoma Y) y
predisposicion de los TCGT (KITLG, SPRY4, BAK1l, DMRT1, TERT,
ATF71P) (126,133-139).

6. TCGT EN ESTADIOS INICIALES

En la gran mayoria de los casos los TCGT debutan como estadio | (70-
78%), mientras que esta frecuencia es menor en el subgrupo de pacientes
con TCGNS, los cuales se presentan al diagnostico como estadio | s6lo en el
42% de los casos (8,140). Nos encontramos ante un estadio | de TCGT en el
caso de que tras la orquiectomia no exista enfermedad regional ni a
distancia y los marcadores tumorales sean normales.

Ante la sospecha de un tumor testicular, el procedimiento de eleccion
diagnéstico y terapéutico es la orquiectomia radical inguinal con ligadura del
corddn espermatico, excepto excepcionalmente cuando se presenta como
una enfermedad diseminada. Muy excepcionalmente se puede llevar a cabo
una orquiectomia parcial, que nos la planteariamos con el objetivo de
conservar la fertilidad en los casos de alta sospecha de tumor benigno,
tumor testicular bilateral y pacientes con testiculo Unico. De eleccién es la
orquiectomia radical inguinal, debido a que hasta en un 85% de los casos
hay asociado NCGIS (141). En los pacientes con TCGT, la incidencia de
NCGIS contralateral es del 4.4 - 8.1% y los factores de riesgo principales
para su desarrollo son la atrofia testicular, criptorquidia, edad menor a 40
afios, microlitiasis testicular e infertilidad (142,143). Debido a que las NCGIS
suelen estar presentes en el testiculo afios antes de presentarse como
TCGT existe la duda de si se deberia realizar una biopsia al testiculo

contralateral en el acto de la orquiectomia, pero al no haber datos de que
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esto pueda mejorar la supervivencia del paciente no hay consenso y de
forma rutinaria no se lleva a cabo en la mayoria de los centros (144).

El 85% de los TCGS estadio | estaran curados solo con la orquiectomia,
mientras que en el caso de los TCGNS estadio | esta tasa baja al 70% (tasa
de recaida de los TCGNS a los 5 afios del 30.6% (2)). Estos pacientes no
requeriran, por tanto, mas tratamiento y todo tratamiento afiadido supondria
un sobretratamiento. La mediana de tiempo a la recaida es de 6.3 meses en
el caso de los TCGNS y de 11.5 meses en los TCGS. Estos datos ya ponen
de manifiesto la necesidad de un seguimiento méas estrecho en los pacientes
con TCGNS estadio | sin tratamiento adyuvante, en comparacion con los
pacientes con TCGS, fundamentalmente en los primeros afios tras la
orquiectomia (145).

Debido a esta alta tasa de curacion con tan soélo orquiectomia, el
tratamiento adyuvante quimioterdpico podria reducir el riesgo de recidiva
pero supondria el sobretratamiento de la mayoria de los pacientes, con las
subsiguientes complicaciones no sélo agudas sino también a largo plazo.
Por ello, el objetivo en los pacientes con TCGT es identificar aquellos con
mayor riesgo de recaida que se beneficiarian del tratamiento adyuvante. Es
mas, aun esta mas entredicho el papel de la quimioterapia adyuvante si
tenemos en cuenta que la mayoria de los pacientes en recaida se podran
curar, siendo la supervivencia a largo plazo del 99% (146,147), aportando la
adyuvancia en tal caso disminuir el numero de ciclos con el esquema de
quimioterapia BEP (bleomicina, etopdsido, cisplatino) de 3-4 ciclos en
recaidas (segun la clasificacion pronostica ICCCGC (International Germ Cell
Cancer Collaborative Group)) a 1-2 ciclos en adyuvancia.

Han sido mudltiples los estudios llevados a cabo para determinar los
factores de riesgo en los pacientes con TCGNS estadio I, con objeto de
poder seleccionar aquellos de mayor riesgo. Los factores de riesgo mas
ampliamente aceptados son la infiltracién linfovascular, ausencia de
elementos yolk sac, presencia de células indeferenciadas, presencia de
carcinoma embrionario predominante en el tumor primario (en la mayoria de
los estudios si es superior al 40%) y estadio T3 o0 T4 (148). En el estudio de
Amato et al. (2004) se determin6é como factores de riesgo la infiltracion

linfovascular, la presencia de carcinoma embrionario = 80% y unos niveles
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de a-fetoproteina = 80 ng/dL, definiendo bajo riesgo a aquellos TCGNS
estadio | sin estos factores de riesgo, o bien, con =2 50% de teratoma sin
infiltracion linfovascular (149). Ante la ausencia de todos estos factores de
riesgo estariamos ante un paciente de bajo riesgo con unas tasas de recaida
del 10 al 14%, y la presencia de cualquiera de dichos factores nos llevaria a
un paciente de alto riesgo, con unas tasas de recaida del 40 - 55%. Entre
todos ellos, los factores con mayor valor en el riesgo de recaida son la
infiltracion linfovascular y la predominancia del componente carcinoma
embrionario, que cuando estan presentes simultdneamente el riesgo de
recaida supera el 50% (2,146,147,150-152).

Segun los resultados de un estudio con 226 pacientes con TCGNS
estadio I, tanto el riesgo relativo de recaida como el tiempo de la recaida
variaba segun estaba presente uno, dos o ningun factor de riesgo
(considerando Unicamente la predominancia de carcinoma embrionario y la
infiltracion linfovascular). En este estudio, la tasa de recaida y mediana del
tiempo a la recaida de los pacientes sin ningun, uno o dos factores de riesgo
fue del 25%/8.5 meses, 41%/6.8 meses y 78%/3.8 meses, respectivamente
(145).

Y seleccionando aun mas entre los factores de riesgo en los TCGNS
estadio I, la infiltracién linfovascular es el mas ampliamente aceptado como
predictor de enfermedad micrometastasica oculta y de la subsiguiente
progresién tumoral. Esta infiltracion linfovascular suele estar presente
aproximadamente en el 30% de los casos (2-5). En el caso de los TCGNS
estadio | con infiltracion linfovascular, la mediana de tiempo a la recaida es
de 4 meses vs 8 meses cuando no esta presente. La predominancia del
carcinoma embrionario parece ser otro factor de riesgo independiente, pero
en la mayoria de los casos se encuentra asociada a la presencia de
infiltracion linfovascular y su forma de mediciébn es muy variable en los
distintos informes anatomopatolégicos (algunos lo expresan como
presente/ausente, otros como predominante o0 no, otroS como puro o0 mixto y
otros con porcentajes).

Moul et al. (1994) publicé que aquellos TCGNS estadio | sometidos a
orquiectomia con un porcentaje inferior al 45% de carcinoma embrionario y

sin infiltracion linfovascular tenian un estadio | en el 91.5% de los casos,
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mientras que aquellos con mas del 80% de carcinoma embrionario e
infiltracion linfovascular presentaban un estadio Il en el 88% de los casos
(153).

AUn no existen ensayos clinicos randomizados que comparen las
distintas opciones a seguir tras la orguiectomia en un paciente con TCGT,
debido a la baja incidencia de esta neoplasia con la subsiguiente dificultad
de conseguir un tamafio muestral adecuado. En los TCGS estadio |
podemos optar tras la orquiectomia por el seguimiento estrecho, tratamiento
quimioterapico adyuvante o bien radioterapia adyuvante. En los TCGNS
estadio I, las opciones tras orquiectomia son vigilancia activa, tratamiento
guimoterapico adyuvante o linfadenectomia retroperitoneal (LDRP).

Como se ha mencionado previamente, debido a la alta supervivencia
causa especifica a largo plazo (99%), la eleccion de una u otra opcién
dependera del riesgo de recaida, las diferentes toxicidades de cada opcion
en el paciente en concreto, las preferencias del paciente y la capacidad de
adherencia a una vigilancia activa. Volviendo a recalcar la alta supervivencia
causa especifica, en un estudio con casi 1300 pacientes con TCGNS estadio
I, la tasa de recaida a 5 afios fue del 30.6%, con una mediana de tiempo a la
recaida de cinco meses, y a pesar de ello la tasa de mortalidad fue inferior al
0.5% con solo seis pacientes muertos por el propio tumor (2). Es importante
también conocer los lugares mas frecuentes de recaida, en los que focalizar
el seguimiento, estando afectados los ganglios paradrticos retroperitoneales
aproximadamente en el 60% de los casos, en el 25% los pulmones, en el 7%
el mediastino y en un 3% los ganglios supraclaviculares (4).

Entre los pacientes con TCGNS estadio | con infiltracion linfovascular, la
tasa de recaida de aproximadamente el 50% con vigilancia activa se
reduciria a menos del 10% con un ciclo de quimioterapia adyuvante BEP, a
costa de sobretratar al restante 50% que no progresaran tras orquiectomia
con solo vigilancia. En los pacientes con TCGNS estadio | sin infiltracion
linfovascular, de bajo riesgo, la tasa de recaida del 15% con vigilancia activa

se reduciria a un 5 - 10% tras un ciclo de BEP (154).
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a. TCGT en estadios iniciales de BAJO riesgo. Opciones tras

orquiectomia

El riesgo de recaida en los pacientes con TCGNS estadio | de bajo riesgo
es de aproximadamente un 10-15%, lo cual se debe tener en cuenta a la
hora de decidir qué actitud se va a seguir en cada paciente (vigilancia activa
vs quimioterapia adyuvante vs linfadenectomia retroperitoneal), teniendo en
cuenta los beneficios y posibles complicaciones de cada una de las opciones

en cada paciente en particular.

i.  Opcion 1: Vigilancia activa

El beneficio de la vigilancia activa respecto a la quimioterapia adyuvante
es que evita las toxicidades secundarias de la misma (146,147,155),
incluyendo no solo las complicaciones agudas sino también las tardias,
fundamentalmente cardiovasculares y segundas neoplasias. Respecto a la
linfadenectomia retroperitoneal, la vigilancia activa evita las posibles
complicaciones postquirdrgicas.

Requisito imprescindible para optar a la vigilancia activa es la adherencia
al seguimiento estrecho, tras explicar los posibles riesgos de la recurrencia
tumoral y ser capaces de llevar a cabo adecuadamente el seguimiento
durante un minimo de cinco afos, con posibilidad de extenderse a diez afios.
En un estudio canadiense de 1239 pacientes con TCGT estadio | sometidos
a vigilancia activa tras orquiectomia, la gran mayoria de las recaidas
ocurrieron en los dos primeros afos del seguimiento, siendo la tasa de
recaida de tan solo el 0 - 5.6% del tercer al quinto afio de seguimiento (156).

En un estudio danés con 3366 pacientes con TCGT estadio | tratados con
orquiectomia y vigilancia activa, de los cuales 1366 eran TCGNS, recayeron
el 31% de los TCGNS (n=424). De estos pacientes que recayeron, el 29.2%
(n=400) ocurri6 en los dos primeros afios del seguimiento, mientras que solo
en 24 pacientes (1.8%) la recaida tuvo lugar tras el segundo afio (de estos,

el 1% mas alla del quinto afio) (157).
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Esta excelente supervivencia causa especifica la avala otro estudio con
935 pacientes de bajo riesgo, de los que 132 recayeron (14%) y de los que
s6lo cinco pacientes murieron por el tumor (0.5%), siendo la supervivencia
causa especifica superior al 99%. Ademas, este estudio concuerda con el
tiempo de recaida del resto de estudios, ocurriendo el 89% en los dos
primeros afios, con una mediana de recaida de ocho meses. Sélo el 1%
(n=8) de las recaidas ocurrio mas alla del tercer afio (150).

En la misma linea, disponemos de los resultados del estudio de Tandstad
et al. (2014) en el que se traté a 258 pacientes con TCGNS estadio | con
infiltracion linfovascular con un ciclo BEP y a 255 pacientes sin infiltracién
linfovascular con vigilancia activa tras orquiectomia. Las tasas de recaida en
este estudio fue del 3.2% entre los casos de alto riesgo tratados con BEP y
del 1.6% entre los pacientes de bajo riesgo seguidos con vigilancia estrecha
tras orquiectomia (158).

Ademas es bastante facil detectar las recaidas, ya que la primera
evidencia de recaida en los TCGNS suele ocurrir con la elevacion de los
marcadores tumorales, a diferencia de los pacientes con TCGS en los que
tipicamente se observa una progresién ganglionar retroperitonal (159,160).
Por lo que en aquellos casos con sospecha de progresion tumoral de un
TCGNS estadio | sin elevacion de marcadores tumorales en sangre, se ha
de valorar la realizacion de una biopsia confirmatoria, fundamentalmente
cuando se presentan de forma atipica (sin afectacion ganglionar
retroperitoneal). Por otro lado, la mayoria de las recaidas se presentan en
estadios iniciales, con la afectacién de los ganglios retroperitoneales en el
60% de los casos. En el caso de los pacientes sometidos a linfadenectomia
retroperitoneal, el 25% recaen en los pulmones y el 10% presentan soélo
elevacion de marcadores tumorales (161-163).

También se ha de mencionar la importancia de la frecuencia de las
tomografias computerizadas (TCs) en el seguimiento, teniendo en cuenta el
adecuado balance entre la deteccion precoz de las recaidas, los lugares mas
frecuentemente afectados en las recaidas, la mediana de tiempo de recaida
y el tedrico riesgo carcinogénico de un numero alto de TCs. Respecto al PET
(Positron Emission Tomography), aunque puede detectar algunas recaidas

no detectadas en el TC, la tasa de recaida entre los pacientes con PET-TC

28



negativo es alta, por lo que no tiene papel en el seguimiento normal de los
pacientes con TCGT (164).

i. Opcion 2: Quimioterapia adyuvante

La quimioterapia adyuvante seria una opcion en aquellos pacientes que
desean reducir aun mas el riesgo de recaida. En un estudio de
SWENOTECA (Swedish and Norwegian Testicular Cancer Project), se
propuso vigilancia activa a los pacientes sin infiltracion linfovascular (n=254
de 745 pacientes incluidos). Con una mediana de seguimiento de 4.7 afos,
la tasa de recaida como era de esperar fue mayor entre los pacientes
sometidos a vigilancia activa respecto a los que recibieron quimioterapia
adyuvante con BEP (12% vs 1.3% vs 0% en los pacientes sometidos a
vigilancia activa vs tratados con un ciclo de BEP adyuvante vs tratados con
dos ciclos de BEP adyuvante, respectivamente). Pero a pesar de esta tasa
de recaida menor con el tratamiento quimioterapico adyuvante, la tasa de
mortalidad fue solo del 1% y no hubo ninguna muerte debida al tumor,
debido a la alta probabilidad de rescate de los pacientes con recaida (155).

El estudio aleman de Albers et al. (2006) comparé la tasa de recaida
entre la linfadenectomia retroperitoneal y BEP un ciclo en 382 pacientes con
TCGNS estadio | tratados con orquiectomia, sin discernir entre grupos de
riesgo. Trece pacientes (8%) de los pacientes tratados con LDRP recayeron,
mientras que solo dos (1%) de los tratados con BEP un ciclo recayé (165).

Entre la toxicidad aguda del tratamiento con BEP destaca la toxicidad
hematoldgica, vomitos y pérdida de peso. Como posibles toxicidades a largo
plazo se encuentran la nefrotoxicidad por cisplatino (CDDP), toxicidad
pulmonar por bleomicina y las segundas neoplasias fundamentalmente por
etopodsido. Respecto a la fertilidad, distintos estudios han demostrado que
existe una disminucion en la concentracion del esperma en los pacientes con
un solo testiculo, independientemente de la etiologia. En el estudio de
Ferreira et al. (1991) el 50% de los pacientes con un unico testiculo
presentaban una concentracion espermatica inferior a 20 x 108/ml (166,167).
Pero sin embargo, no se han observado cambios significativos en la fertilidad
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y funcién sexual entre los varones que reciben BEP dos ciclos adyuvantes y
los que se someten a vigilancia activa (168).

ii.  Opcion 3: Linfadenectomia retroperitoneal

El 20 - 25% de los TCGNS estadio | realmente presentan micrometastasis
ocultas en ganglios retroperitoneales (siendo realmente un estadio Il), los
cuales si se someten a Vvigilancia post-orquiectomia posteriormente
presentaran afectacion ganglionar retroperitoneal (169,170). Esta actitud
tiene las ventajas de un mejor estadiaje de los pacientes, el potencial de
poder curar aquellos pacientes con UGnicamente enfermedad
micrometastasica en dichos ganglios, oportunidad de ofrecer la
quimioterapia adyuvante a aquellos TCGNS con amplia afectacion nodal y
disminuir la tasa de recaida posterior en el retroperitoneo (al 1%
aproximadamente), por lo que en el seguimiento se podria reducir/modificar
la frecuencia de los TCs y de las regiones méas estrechamente vigiladas.

Sin embargo, el 70% de los pacientes con TCGNS estadio | que se
someten a dicha intervencion tras orquiectomia tienen ganglios
retroperitoneales negativos, por lo que la mayoria de estos pacientes no se
beneficiarian de esta intervencion.

Esta seria una opcién en aquellos pacientes en los que decidimos,
cualfuese el motivo, un tratamiento activo postorquiectomia y en los que el
componente predominante del tumor primario es teratoma, donde el papel
de la quimioterapia no tendria cabida por la alta tasa de quimioresistencia.
Por supuesto, en el caso de inclinarnos a esta opcién es necesario disponer
de un equipo urolégico con experiencia.

El 10 - 12.5% aproximadamente de las linfadenectomias retroperitoneales
presentan alguna complicacién, destacando las infecciones de la herida
quiruargica (5%), ileo paralitico (2 - 3%) y complicaciones pulmonares (1 -
2%). La tasa de mortalidad, sin embargo, es muy baja (0.3%) (171). Una de
las principales secuelas es la infertilidad por eyaculacion retrégrada
secundario al dafio de las fibras simpaticas que convergen en el plexo

hipogastrico.
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b. TCGT en estadios iniciales de ALTO riesgo. Opciones tras

orquiectomia

Al igual que con los pacientes con TCGNS estadio | de bajo riesgo,
existen las tres mismas opciones a seguir tras la orquiectomia (vigilancia
activa vs quimioterapia adyuvante vs linfadenectomia retroperitoneal), sin
datos disponibles sobre qué opcion es mejor. E igualmente en este grupo la
tasa de supervivencia causa especifica con cualquiera de las tres opciones

es superior al 99%.

i.  Opcion 1: Vigilancia activa

La vigilancia activa es una opcion en aquellos pacientes conscientemente
informados de que el riesgo de recaida tumoral es de aproximadamente un
50% en los primeros dos — tres afios desde la orquiectomia, estando
capacitados para someterse a un riguroso seguimiento estrecho. Como se
ha mencionado previamente, a pesar de esta alta tasa de recaida la
supervivencia global es excelente (>99%).

Un estudio de Kollmannsberger et al. (2010) valor6 a 223 varones con
TCGNS estadio | con seguimiento exclusivo tras orquiectomia. La tasa de
recaida fue del 26% (n=59), siendo la mediana de tiempo a la recaida cuatro
meses, aumentando dicha tasa al 50% entre los pacientes con infiltracién
linfovascular (n=30), al 55% entre los pacientes con infiltracion linfovascular
y componente de carcinoma embrionario en el tumor primario (n=40) e
inferior al 20% entre los que Unicamente presentaban como factor de riesgo
el componente carcinoma embrionario (n=109). El 85% del total de las
recaidas tuvieron lugar en el primer afio de seguimiento y el 88% en los dos
primeros afos. De las 59 recaidas, 58 fueron clasificadas como de buen
prondstico segun la clasificacion IGCCCG y el 98% de las recaidas se tratd
exclusivamente con quimioterapia de primera linea alcanzando respuesta
completa en el 78% de los casos. Sélo cuatro de las 59 recaidas precisaron
un tratamiento adicional tras esta quimioterapia de primera linea, suficiente

con la LDRP (en todos estos casos la pieza quirdrgica estaba constituida por
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teratoma). Ningun paciente requirio tratamiento sistémico de segunda linea,
de hecho la supervivencia causa especifica en este estudio fue del 100%
tras cuatro afios de mediana de seguimiento (146).

Similares resultados se obtuvieron en un estudio del Hospital Princess
Margaret de Toronto, con 371 pacientes con TCGNS estadio | manejados
con seguimiento exclusivo tras orquiectomia. En este estudio tanto la
infiltracion linfovascular (p < 0.0001) como el carcinoma embrionario puro
(p=0.02) fueron predictores independientes de recurrencia. Con una
mediana de seguimiento de 6.3 afos, la tasa de recaida en los que
presentaban infiltracion linfovascular fue del 54% (n=92) y del 45% en los
que presentaban carcinoma embrionario sin infiltracion linfovascular (n=33)
(147).

ii. Opcion 2: Quimioterapia adyuvante

La quimioterapia adyuvante es la opcion de eleccibn en aquellos
pacientes de alto riesgo que desean disminuir el riesgo de recaida por el
estrés psicologico que les pueda ocasionar este alto riesgo de recurrencia 'y,
en aquellos que no puedan adherirse a un seguimiento estrecho.

A favor del tratamiento quimioterapico adyuvante respecto a la
linfadenectomia, existen mdultiples estudios publicados de pacientes con
TCGNS de alto riesgo tratados con BEP adyuvante dos ciclos (172-177). El
estudio con mediana de seguimiento mas largo (113 meses), de Chevreau et
al. (2004), incluy6 40 pacientes con TCGNS estadio | con infiltracion
linfovascular asociado o no a la presencia de carcinoma embrionario. Este
estudio traté a estos pacientes con dos ciclos de BEP adyuvante, logrando
gue ningun paciente recayese con una toxicidad aguda minima y en
ausencia de toxicidad a largo plazo (178). Por otro lado, el estudio publicado
con mayor numero de pacientes con TCGNS de alto riesgo tratados con
BEP dos ciclos adyuvantes es de Cullen et al. (1996), en el cual solo hubo
dos recaidas de 114 pacientes incluidos (174).

Un poco mas antiguo es un articulo publicado en 1993 (n=43), donde se
consideré como TCGNS de alto riesgo aquellos pacientes con alguno de los
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siguientes factores de riesgo: invasion vascular, crecimiento mas alla de la
capsula testicular (pT > 1) y presencia de carcinoma embrionario. En este
estudio la tasa libre de recaida fue del 97.5% en los pacientes tratados con
quimioterapia adyuvante, BEP dos ciclos. Los dos pacientes que rechazaron
el tratamiento adyuvante, recayeron (173). Los mismos factores de riesgo se
consideré en el trabajo de Bohlen et al. (1999), el cual incluyé 60 pacientes
de alto riesgo tratados con dos ciclos adyuvantes de BEP, o bien,
cisplatino/vinblastina/bleomicina. En este Ultimo estudio so6lo hubo una
recaida de teratoma y un seminoma en el testiculo contralateral. La toxicidad
grado 4 se observo en 9 de los 116 ciclos de quimioterapia administrados,
consistiendo en neutropenias y trombocitopenias transitorias (177).
Resultados similares se observaron en otro estudio con pacientes con
TCGNS, con una tasa de recaida del 5% en los pacientes de alto riesgo
tratados con BEP dos ciclos adyuvantes y del 16% en los pacientes de bajo
riesgo con seguimiento postorquiectomia (172). La toxicidad de BEP dos
ciclos fue desdefable, con minima toxicidad aguda y a largo plazo

(cardiovascular, pulmonar, fertilidad y segundas neoplasias) (172,173,175).

En el estudio del grupo aleman (AUO Trial AH 01/94), se aleatoriz6 a 382
pacientes con TCGNS estadio | a recibir BEP un ciclo vs LDRP. En este
estudio la tasa de recaida a los 4.7 afios de seguimiento fue del 2% vs 15%
a favor del tratamiento quimioterapico, y la tasa de supervivencia libre de
recaida a los 2 afios fue del 99.46% vs 91.87% a favor de BEP un ciclo
(hazard ratio (HR) de recaida con cirugia respecto a quimioterapia 7.937
(95% CI: 1.808 — 34.48)). También se ha de recalcar que todos los pacientes
qgue recayeron tras LDRP, se curaron con posterior quimioterapia (algunos
con una cirugia adicional afadida). No hubo ningin caso de muerte

especifica por el tumor (179).

Del estudio SWENOTECA previamente mencionado, la tasa de recaida
fue mayor entre los pacientes con TCGNS estadio | con infiltracion
linfovascular sometidos a vigilancia activa respecto a los que recibieron 1 6 2
ciclos de quimioterapia adyuvante con BEP (42% vs 3% vs 0%,
respectivamente), sin haber ninguna recaida entre los 70 pacientes tratados

con dos ciclos de BEP adyuvante tras una mediana de seguimiento de 4.7
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afos. Por tanto, tanto en la poblacion de bajo como de alto riesgo, un ciclo
de BEP adyuvante reduce el riesgo de recaida a por debajo del 10% en los
pacientes con TCGNS (155).

Apoyan estos datos, los resultados del estudio de Huddart et al. (2017) en
el que tras un ciclo de BEP adyuvante la tasa de recaida fue del 2.8%, con
una mediana de seguimiento de 39 meses (180). En otro estudio, esta tasa
de recaida fue del 6.5% y 2.9% con uno y dos ciclos de BEP adyuvante,
respectivamente (181). Por tanto, a pesar de la mayor reduccion del riesgo
de recaida con dos ciclos de BEP adyuvante respecto a uno, se desconoce
hasta qué punto esto puede justificar los dos ciclos, debido a la excelente
supervivencia causa especifica a largo plazo independientemente del
namero de ciclos recibidos y al probable aumento de las toxicidades tardias

a mayor numero de ciclos.

A pesar de que actualmente la mayoria de las guias recomiendan un solo
ciclo de BEP en el caso de optar por el tratamiento adyuvante, no existen
ensayos aleatorizados que comparen dos vs un ciclo de BEP adyuvante. La
limitacion de la adyuvancia a uno o dos ciclos de BEP ha reducido las
posibles complicaciones agudas y tardias, incluyendo la toxicidad pulmonar
de la bleomicina (que suele presentarse cuando se administran cuatro o mas
ciclos). A dia de hoy se podria plantear razonablemente la opcién de dos
ciclos de BEP adyuvante en aquellos pacientes de mas riesgo, como lo son
aguellos con infiltraciéon linfovascular y predominancia de componente

embrionario.

La quimioterapia adyuvante de corta duracion parece no afectar a los
niveles de andrégenos, fertilidad, nivel neurolégico ni cognitivo (182-185),
pero se ha descrito principalmente toxicidad tardia cardiovascular, renal y
metabdlica (fundamentalmente con un mayor numero de ciclos de
guimioterapia) (186-189). EIl riesgo de sindrome metabdlico en estos
pacientes esta incrementado en 1.9 veces, fundamentalmente los que
reciben poliquimioterapia (190). La espermatogénesis tras el tratamiento
depende ampliamente de la edad al diagnostico, funcion gonadal pre-

tratamiento y tipo de tratamiento recibido (191). Se cree que estas
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complicaciones tardias estan relacionadas con el numero de ciclos, de ahi
que se crea que dos ciclos de BEP adyuvante son mas toxicos a largo plazo
gue uno, aunque no existen datos que lo confirmen. Entre los largos
superviventes del carcinoma testicular, también destacan las segundas
neoplasias (principalmente leucemia y carcinoma de vejiga) relacionadas
con la quimioterapia previamente recibida. Se ha observado que el riesgo de
aparicion de una leucemia secundaria es mayor entre los pacientes que
reciben una dosis superior a 1.2 g/m? de etopésido (un ciclo de BEP

presenta una dosis de 0.5g/m? de etopésido) (190,192).

ii.  Opcion 3: Linfadenectomia retroperitoneal

La linfadenectomia retroperitoneal en los pacientes con TCGNS estadio |
de alto riesgo, seria una opcion en aquellos pacientes que quieren reducir el
riesgo de recaida pero rechazan la quimioterapia adyuvante, o bien, quieren
reducir dicho riesgo y el tumor es predominantemente teratoma. A diferencia
de lo que ocurre con otros tumores sdlidos, los teratomas testiculares se
asocian con un comportamiento clinico poco agresivo, pero sin embargo no
responden al tratamiento quimioterapico. Como se mencioné previamente,
esta cirugia ha de llevarse a cabo Unicamente por cirujanos expertos en la

misma.

Tras esta intervencion se sobreestadian aproximadamente un 20% de
pacientes, por lo que posteriormente suelen precisar quimioterapia
adyuvante. Los pacientes en los que se recomienda quimioterapia tras LDRP
son aquellos en los que existe afectacion metastasica en multiples ganglios
(= 6), las lesiones metastasicas han alcanzado los 2 cm de didmetro o existe

afectacion extranodal (193,194).

En un estudio con 292 pacientes, ninguno de los pacientes con estadio Il
tratados con quimioterapia adyuvante progresé, mientras que el 22.6% (7 de

31 estadios Il) con estadios Il sin quimioterapia adyuvante progreso (195).
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7. TCG EN ESTADIOS AVANZADOS

Respecto a los pacientes con TCG con estadios avanzados, la actitud
terapéutica se basa en la clasificacion pronéstica IGCCCG, mediante la cual
se clasifican a los pacientes en buen, intermedio o mal prondstico (en
funcion del subtipo histolégico (seminoma vs no seminoma), localizacion del
tumor primario (gonadal o mediastinico), niveles de marcadores tumorales
(BHCG, AFP y LDH) y afectacion extrapulmonar). De forma global, se
recomienda que los pacientes de buen prondstico reciban tres ciclos de BEP
preferentemente, o bien, 4 ciclos de EP (etopdsido, platino), y los pacientes
de intermedio y mal prondstico 4 ciclos de BEP (196).

La tasa de curacion del carcinoma testicular diseminado tras una primera
linea basada en cisplatino es del 70 - 75%, mientras que a la recaida la
segunda linea de quimioterapia (“first salvage treatment”) con dosis
convencionales puede obtener una remision completa en el 40 - 50% de los
pacientes (197-199) y una tasa de curacion de hasta el 60% con
guimioterapia a altas dosis junto al autotrasplante de células madres (HDCT-
ASCT) (200,201). En la actualidad esta en marcha un ensayo clinico
aleatorizado para tratar de aclarar cual de los dos tipos de tratamiento de

rescate es la mejor opcion (202).

Los pacientes que recaen tras esta segunda linea de tratamiento tienen
unos resultados muy pobres, sin opcién curativa cuando no es posible la
reseccion quirdrgica (203). A pesar de las altas tasas de respuesta a la
primera y segunda linea, un 15 — 20% del global de pacientes metastasicos
no disponen de opciones terapéuticas curativas, de ahi la importancia del
desarrollo de terapias diana en esta cohorte de pacientes. Hasta la fecha, la
mejor opcion terapéutica en esta circunstancia, es la combinacion del triplete
gemcitabina, oxaliplatino y paclitaxel (GOP), que obtiene una tasa de
respuesta objetiva del 51% y, que en combinacién con la subsiguiente
reseccion de las masas residuales puede conseguir en torno al 11% de
supervivencia libre de progresion (SLP) a 2 afios. La tasa de respuesta a
otras lineas de tratamiento se sitla entre el 20 y 40%, con una mediana de

supervivencia global (SG) de 6 - 8 meses (1).
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La tasa de curacidon en la poblacibn de TCGNS avanzados de buen
pronéstico es superior al 90%, del 70 al 75% en la poblacion de riesgo
intermedio y del 40 al 45% en la poblacién de peor riesgo (133). Sin
embargo, aun desconocemos qué pacientes no responderan a dicho
tratamiento y en los que habria que valorar un régimen mas intensivo de

segunda linea.

Por otro lado, el tratamiento con terapias diana ha cambiado el paradigma
del manejo de multiples tumores solidos, seleccionandose aquella poblacion
que puede beneficiarse de estos agentes. En el caso de los TCGT este
objetivo es més dificil conseguir, debido al bajo nUmero de pacientes que
recaen y la heterogeneidad de subtipos histologicos. Los datos disponibles
hasta la fecha ponen de manifiesto la posible actividad de algunas terapias
diana en pacientes con TCG refractarios muy seleccionados, pero sin
efectividad clara de forma global (6). En el anexo 1 se observan las
principales vias y dianas en los pacientes con TCGT sobre las que se han
desarrollado farmacos diana, los cuales se encuentran en fase de

investigacion.

8. FACTORES BIOMOLECULARES PRONOSTICOS /
PREDICTIVOS DE RESPUESTA

Subyacente al desarrollo de nuevos tratamientos mas efectivos en los
pacientes con TCGNS de mayor riesgo o de peor prondstico, es de vital
importancia encontrar factores prondésticos de alto riesgo, mas fidedignos a

los anatomopatologicos usados hoy dia, asi como predictivos de respuesta.

Las técnicas de microarrays de ARN permiten el analisis simultaneo de la
expresion de un gran numero de genes en una muestra determinada, por lo
gue han contribuido al conocimiento de nuevos subtipos de tumores no
reconocidos con los métodos convencionales, con una evolucion clinica y

pronéstica diferente. El desarrollo biotecnolégico en los dltimos afios, ha
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permitido identificar sets o firmas génicas predictivas de respuesta en
distintos tipos de tumores, como cancer de mama (204), préstata (205) y
pulmén (206). Sin embargo, debido a la rareza de los tumores de células
germinales aun no se han desarrollado estudios a gran escala para
identificar conjuntos de genes prondsticos en esta poblacion, aunque si
comenzamos a disponer de los resultados de algunos estudios de expresion

génica predictivos de respuesta en TCG.

Muchos de los factores comentados previamente relacionados con el
desarrollo de los TCGT y fundamentalmente con la resistencia al cisplatino,
se han sugerido como posibles nuevos factores moleculares prondsticos y
predictivos, aunque no se ha confirmado dicho impacto de forma
independiente en ninguno de ellos. Estos incluyen la mutacion en TP53,
mutacion en MSI y BRAF, sobreexpresion de ciclina D1, infraexpresion de
OCT4, expresion de marcadores de células B y T (como CXCL12),
regulaciéon al alza de marcadores de diferenciacion neuronal y mas
recientemente firmas especificas de expresion génica, que se han
relacionado con la resistencia a la quimioterapia, mayor riesgo de recaida o
peor prondstico (96,114,207-209).

Korkola et al. (2015) identific6 un modelo predictivo de respuesta de
nueve genes en los pacientes con TCGT avanzados tratados con
quimioterapia basada en platino (ACTN1, ALDH6A1, CPEB2, DLST, FBXLS5,
PGF, MED6, SGPP1 y SYNPO2), con diferencias significativas en
supervivencia en el subgrupo de intermedio y mal pronéstico (210). En otro
estudio con 74 pacientes con TCGNS de entrenamiento en estadios
avanzados y 34 TCGNS de validacion, se obtuvo un modelo de expresion
génica de diez genes (STX6, CFLAR, FNBP1, ITSN2, SYNE1l, MAP3KS5,
PTGDS, PXMP2, IRAK4, RABGAPLL) relacionados con la supervivencia con
una exactitud predictiva de 0.66 (207).

Al revisar la literatura publicada, el Gnico marcador de riesgo de recaida
desde el punto de vista biomolecular, que parece relacionarse con el riesgo
de recaida en los pacientes con TCGT en estadios iniciales o con la

existencia de células tumorales activas residuales en estadios avanzados, es
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el microARN 371 en plasma, pero sin embargo, los datos provienen de
andlisis de subgrupos a partir de estudios de pacientes con tumores de
células germinales incluyendo todos los estadios y subtipos histologicos
(211).

Como observamos, se han publicado resultados sobre la utilidad de
firmas génicas en la prediccion de los pacientes de peor prondstico una vez
recibido tratamiento quimioterdpico, permitiendo seleccionar aquellos que
apenas responderan, en los que se necesitarian terapias mas agresivas. Sin
embargo, hasta el momento no existe en la literatura un estudio exhaustivo
en poblaciones con TCGNS testiculares estadio | que diferencien las
alteraciones biomoleculares que puedan existir entre aquellos pacientes que
recaen y los que no, permitiendo identificar aquellos pacientes en los que el

seguimiento activo seria la mejor opcion tras la orquiectomia.

En nuestro estudio realizamos el analisis de expresion génica diferencial
de 54 pacientes con TCGNS estadio | sin quimioterapia adyuvante tras
orquiectomia, incluyendo pacientes con y sin recaida, con el objetivo de
encontrar un conjunto de genes que nos permita predecir el riesgo de
recaida con mayor exactitud que los factores clinicopatoldgicos clasicos
usados para decidir si recibir o no un tratamiento adyuvante. Debido a que
los modelos estadisticos tradicionalmente usados, basados en datos
demograficos y clinicos del historial del paciente, son muy limitados en
cuanto a capacidad predictiva, una gran cantidad de estudios recientes
apuntan a una mejora sustancial utilizando datos de expresion genética
obtenidos a través de analisis de chips (microarrays) de ADN. La dificultad
fundamental de este tipo de andlisis en casos clinicos es la conocida
maldicion de la dimension, “curse of dimensionality” (212), el problema en
aprendizaje automatico que resulta de tener un reducido numero de
observaciones (casos) y un alto numero de variables predictoras
(marcadores resultado del analisis de chips). Cuando esto sucede, los
modelos tienden a generalizar mal, ofreciendo resultados muy buenos en el

conjunto de datos del estudio pero con resultados poco extrapolables a la
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poblacién en general. Este fendmeno es conocido como sobreaprendizaje u
“overfitting”. Concretamente en nuestro estudio realizamos el analisis de
expresion diferencial del modelo PanCancer, que incluye 730 genes de las
principales rutas canodnicas del cancer: MAPK, STAT, PI3K, RAS, Notch,
Hedgehog, ciclo celular, apoptosis, Wnt, reparacion de dafios del ADN,
regulacion transcripcional, modificacion de la cromatina y TGF-B (figura 12).
En el anexo 2 se recogen los 730 genes analizados con el modelo
PanCancer. La solucion tipica del sobreaprendizaje es reducir el nUmero de
predictores seleccionando aquellos que son mas relevantes (seleccién de
caracteristicas) o generar un numero reducido de variables alternando los
marcadores originales mediante ciertas transformaciones (extraccion de

caracteristicas).

Aunque las técnicas de extraccién ayudan a solucionar el problema de la
dimensionalidad, no permiten aislar genes concretos y dificulta la
interpretabilidad. Por esta razon, se empled en este estudio un método de
seleccion de caracteristicas adaptado al conjunto reducido de observaciones
con gue contamos, para asi identificar aquellos genes con mas influencia en
la posibilidad de recaida e incluso poder sugerir un posible orden de

importancia para los mismos (213).
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Figura 12. Vias de sefializacion incluidas en el panel PanCancer de nanostring. Cada
uno de los circulos representa una de las trece rutas candénicas del cancer, reflejando en
cada uno de ellos el nUmero de genes incluidos en este panel respecto al total de genes
reconocidos para dicha via segun las fuentes de datos publicos disponibles (KEGG). Las
lineas muestran, segun su grosor, el nimero de genes que forman parte de distintas vias
simultdneamente (7).
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Actualmente se conoce que en cada tumor existen entre 2 y 8 mutaciones
en genes dianas que regulan la actividad de las vias moleculares principales,
por lo que es fundamental para conocer la biologia subyacente de cada
tumor conocer las alteraciones que ocurren en las vias de sefalizacion
canonicas del cancer (214). Respecto al modelo de genes de PanCancer,
para la identificacion del conjunto principal de genes se usaron diferentes

criterios de seleccion, que permitio incluir:

- 125 genes conocidos que participan en la tumorogénesis (215).

- 127 genes que participan en al menos tres de las vias tumorogénicas
principales.

- 50 genes con expresion diferencial conocida entre los pacientes con
tumor y pacientes controles sanos, obtenidos a través de TCGA (The
Cancer Genome Atlas) (http://cancergenome.nih.gov/).

- 75 genes identificados como “key members” en la tumorogénesis.

- El resto de genes se identifico a través de un programa estadistico,
seleccionando aquellos genes que permitian explicar la mayor
variabilidad en la expresion génica de cada via, de forma que no sélo
fuesen genes con alta variabilidad en su expresion sino que también

estuviesen implicados en la expresion génica de otros genes (7).

Las trece rutas candnicas del cancer incluyen:
1. Via de sefializacion Notch

Esta via tiene un papel importante en multiples etapas del desarrollo
celular como son la proliferacion, crecimiento, diferenciacion, migracion y
apoptosis celular. Participa en el mantenimiento de las células precursoras
indiferenciadas, siendo fundamental en el desarrollo embrionario,
maduracion de las células T en el timo y destino celular (216,217). En la
epidermis, la via Notch tiene un papel opuesto favoreciendo la diferenciacion

de los queratinocitos y reduciendo la proliferaciéon celular (218,219).

La unién de la proteina Notch con su ligando provoca la liberacion del

dominio intracelular, permitiendo la translocacion al ndcleo y unién a la
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proteina CSL de union al ADN, desplazando asi el complejo histona
desacetilasa correpresor de CSL, provocando finalmente la activacion

transcripcional de los genes de la via Notch.

2. Via de sefalizacion APC (Wnt)

La via de sefializacion Wnt tiene un papel esencial en la remodelacion
Osea, ejerciendo un papel clave en la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis del osteoblasto. A partir de ahi, que tenga una gran importancia en
el metabolismo Oseo y patologia ésea (220). Las proteinas secretadas por
esta via provocan la activacién de tres vias intracelulares: via de la [3-

catenina, via del calcio y via de polaridad celular planar.

El efecto principal de la union del ligando Wnt a su receptor es la
estabilizaciéon de la B-catenina citoplasmatica inhibiendo su degradacion,
permitiendo su translocacion al nucleo y la activacion de genes regulados

por Wnt.

La via de sefalizacibn Wnt-calcio, mediada por proteinas G y
fosfolipasas, provoca aumentos en el calcio libre citoplasmatico activando la

proteina quinasa C, CAMKII y la calcineurina fosfatasa.

La via de la polaridad celular planar conduce la activacion de GTPasas
RHOA y RAC1, activando las quinasas de estrés JNK y ROCK que permiten
la remodelacién del citoesqueleto y cambios en la adhesién y motilidad

celular.

3. Via de sefalizacién Hedgehog (Hh)

Los mamiferos presentan tres genes constituyentes de la via Hedgehog:
Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) y Desert hedgehot (Dhh). La
via Hh constituye una de las vias mas importantes durante el desarrollo
embrionario, de hecho los dominios de expresion de uno de sus miembros,

Shh, coinciden con la localizacion de algunos de los centros mejor
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caracterizados en el desarrollo embrionario (notocorda y zona de actividad
polarizadora de la extremidad) (221-223). Se cree que las proteinas Hh
actian como morfégenos en varios sistemas de desarrollo, como en el
desarrollo del sistema nervioso central y en el desarrollo de las extremidades
(224-226).

La union a su ligando, Ptc (Patched), permite su internalizacién en la
célula con el consecuente mantenimiento del gradiente celular, lo cual es
importante ya que la diferenciacion celular depende de su posicion dentro
del gradiente (227). Respecto a los testiculos, la via Dhh favorece la
diferenciacion de las células de Sertoli durante el desarrollo testicular y tiene
un papel fundamental regulando el desarrollo celular de la linea germinal
(228,229).

También se encuentra relacionada con el mantenimiento y regulacién de
algunas células madres en el organismo adulto y en el desarrollo de varios
tumores (225,230,231). Se ha relacionado con el desarrollo de multiples
neoplasias malignas como tumores del tracto gastrointestinal,
meduloblastomas, carcinomas de pulmon de células pequefias y tumores
basocelulares, asi como, con la progresién de otros tumores como tumores

del sistema nervioso central, piel y préstata (232).

4. Via de modificacion de la cromatina

La cromatina es la forma en la que se encuentra el ADN en el nucleo
celular. Cada célula de nuestro cuerpo tiene la misma informacion genética y
el mismo conjunto de genes, pero sélo un pequefio subgrupo de genes se
transcriben en un momento concreto en una célula determinada. La via de
sefalizacion de la cromatina esta regulada por multitud de factores,
incluyendo elementos del ADN, interacciones proteina-proteina, origen y
estadio celular, asi como modificaciones postraduccionales de factores de
transcripcion e histonas. Esta via provoca alteraciones en la estructura de la

cromatina y con ello en la expresion genética.
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La informacién genética codificada en nuestro ADN se encuentra
empaquetada en los nucleosomas que forman la cromatina. Un nucleosoma
contiene unas 146 pares de bases de ADN envuelto alrededor de un
octamero nucleosémico (ocho histonas nucleosémicas) compuesto por dos
copias de histonas H3, H4, H2A y H2B. Este octdmero forma un nucleo
proteico alrededor del cual se enrolla la hélice de ADN, permitiendo el primer
paso de compactacion del ADN. Las modificaciones de las histonas
desempeiian un papel indiscutiblemente importante en la transcripcion del
ADN. Las histonas contienen una cola aminoterminal flexible, que
sobresalen del nucleosoma y que se modifican ampliamente
postraduccionalmente (233,234). Las modificaciones en las histonas pueden
tener mudltiples funciones, como modificaciones en las interacciones
proteinas-ADN, proteina-proteina y nucleosoma-nucleosoma vy, pueden
formar superficies de union a ciertas proteinas pudiendo conllevar cambios
epigenéticos en el ADN (235,236).

5. Regulacion transcripcional

La regulacion transcripcional es un proceso bioldgico critico que permite a
la célula o al organismo responder a una variedad de sefales intra y
extracelulares, definir la identidad celular durante el desarrollo y coordinar la
actividad celular. Este mecanismo altamente dinamico requiere gran
cantidad de factores moleculares que establecen grandes redes e
interacciones especificas ADN-proteina, asi como, la formacion de
complejos nucleoproeicos (237).

La alta complejidad de la regulacion transcripcional también deriva de la
participacion de ARN no codificantes (ARNnNc). De hecho, en las ultimas dos
décadas se ha descubierto nuevos tipos de ARNnc, como microARN
(miARN), ARN pequeiio nucleolar (ARNsno), ARN no codificante largo
(ARNInc), ARN circular (ARNcirc) y ARN potenciador (ARNe), cada uno con
diferentes funciones reguladoras y que en conjunto pertenecen a la gran y
compleja red de comunicacion del ARN que controla en ultima instancia la

produccion proteica (238).
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6. Via de control del dafio del ADN

Con el fin de asegurar una adecuada duplicacion y herencia del material
genético, las células tienen la capacidad de detectar los dafios en el ADN,
asi como, activar esta via, provocando respuestas celulares que incluyen la
deteccidn del ciclo celular, reparacion del ADN, senescencia y apoptosis. La
disregulacion de los componentes implicados en estos pasos contribuye a la
inestabilidad gendmica, favoreciendo la tumorogénesis, de hecho las
mutaciones en las proteinas que juegan un papel en la respuesta al dafio del

ADN predisponen al desarrollo del cancer (239).

Las lesiones del ADN desencadenan la activacion de varias quinasas,
gue constituyen los trasductores primarios de esta cascada de sefializacion.
Destacan los miembros de la familia PIKK (phosphoinositide - 3 — kinase —
related protein kinase): ATM, ATR y DNA-PKcs. Mientras que ATR se activa
generalmente ante dafios en el ADN producidos en una sola hebra y en
horquillas de replicacion, ATM (fundamentalmente) y DNA-PKcs suelen
activarse por roturas de doble hebra del ADN (240).

Las distintas interacciones y modificaciones entre proteinas, incluyendo
fosforilacidén, ubiquitinacion, metilacién, acetilacion y sumoilacion, permiten
activar la via de sefalizacion de dafio del ADN, permitiendo detener el ciclo
celular y reparar el ADN, o bien, provocar apoptosis y senescencia (241). Un
reciente estudio identific6 mas de 700 proteinas fosforiladas en respuesta al
dafio del ADN (242), lo que indica una gran red de interacciones proteicas
secundaria a la modificacion postraduccional.

Los sistemas proteoliticos intracelulares detectan y degradan las
proteinas que se encuentran lesionadas o mal plegadas. La via de la
ubiquitina proteosoma esta implicada en el recambio de las proteinas a nivel
intracelular, jugando un papel clave en la degradaciébn de proteinas
reguladoras de vida corta, las cuales estan implicadas en varios procesos
celulares como son la regulacion del ciclo celular, la modulacién de los
receptores de superficie y de canales ibnicos, el procesamiento y
presentacion de antigenos, asi como, la activacion de factores de
transcripcion. Esta via usa una cascada enzimatica por la cual moléculas de

ubiquitina pueden insertarse covalentemente a la proteina sustrato. El
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reconocimiento del sustrato por una de las ubiquitina ligasas lleva a la
poliubiquitinacion o sefial de degradacion. Esta modificacibn mediante
poliubiquitinacion sefiala a la proteina para su destruccion y la conduce al
complejo proteosoma para la degradacion proteica. La sumoilaciéon es un
proceso similar a la ubiquitinacién, pero en este caso la proteina se une
covalentemente a otra pequefia proteina de unos 100 aminoacidos, estando
implicado en diversos procesos celulares como la regulacion transcripcional
(generalmente inhibicidn), ciclo celular y apoptosis, estabilidad de las

proteinas y transito intracelular e intranuclear.

7. Via TGF-B

La via de sefializacién TGF-$ controla diversos procesos celulares como
la proliferacién, diferenciacion, transicion epitelio-mesénquima, apoptosis y
migracion celular. Interacciona con multiples vias de sefializacion como Wnt,
Hippo, EGFR/RAS y PI3K/AKT. Desde el punto de vista oncoldgico, tiene un
papel dependiente del contexto de forma que en células premalignas actla
como supresor tumoral y en etapas mas avanzadas del cAncer promueve la
invasion y metastasis (promoviendo la transicion epitelio-mesénquima al
aumentar los macadores mesenquimales, como N-cadherina y vimentina, y
disminuir la expresién de marcadores epiteliales, como E-cadherina) (243—
247).

La sefalizacion de la via TGF- B tiene lugar a través del complejo
receptor transmembrana, constituido por el receptor tipo | y tipo Il de
serina/treonina (figura 13). La activacion del receptor tipo | de TGF-B
favorece la fosforilacion de SMAD2/3 (R-SMAD), también conocidos como
reguladores o asociados al receptor. SMAD2/3 fosforilado forma hetero-
oligbmeros con SMAD4, permitiendo en el nucleo regular la expresion de
genes diana. SMAD6 y SMAD7, son conocidos como I-SMADs al jugar un
papel en la inhibicion de la via TGF-f a través de multiples mecanismos.
SMADG6/7 pueden competir con R-SMAD en los receptores tipo | y evitar la
fosforilazcion y activacion de R-SMAD, ademas, SMAD7 puede favorecer la
ubiquitinacién y degradacion del receptor tipo | a través del reclutamiento de
las ligasas E3 SMURF1 y SMURF2 (248,249). FAF1 desestabiliza al
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receptor tipo Il de TGF-B en la superficie celular, limitando la respuesta
excesiva de la via TGF-.

Los receptores TGF- pueden activar también otras vias de sefializacion
no SMAD, a través de la fosforilacion o interaccion directa con intermediarios
de sefializacion, como la via PI3K/AKT/TOR, Erk, p38 y MAPK e
infraexpresion de intermediarios de sefalizacion GTPasa tipo Rho (250,251).
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Figura 13. Representacion la via de sefializacién TGF-B, mediada por las proteinas
SMAD (izquierda) y no SMAD (derecha) (252).

8. Via MAPK/ERK

La via MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-
regulated) esta estrechamente regulada por las fosfatasas y por la
interaccion con otras vias como AKT/mTOR. Puede actuar tanto como

supresor tumoral como protoncogénico, segun la intensidad de la sefial y el
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contexto en el que se activa. Constituye una via clave en la supervivencia y
diseminacién de las células tumorales, asi como en la resistencia a farmacos
diana (253). En la regulacion de esta via influyen numerosos estimulos,
como son el estrés metabdlico, la via de sefializacién de dafio del ADN, las
alteraciones en las concentraciones de proteinas, la sefalizacidén de factores
de crecimiento, las interacciones célula-matriz extracelular y la comunicacion

intercelular (254).

Existen cuatro vias independientes MAPK: familia MAPK/ERK o via
clasica, BMK-1 (Big Map Kinase-1), JNK (c-Jun Nterminal kinase) y via p38
(255). Generalmente estas quinasas se denominan segin su cercania al
nucleo, de mayor o menor: MAPKKK (MAPK kinase-kinase), MAPKK (MAPK
kinase) y MAPK.

La via de sefalizacién candnica MAPK/ERK est4d compuesta por tres
tipos de MAPKKK: quinasas A-RAF, B-RAF y RAF-1 o C-RAF. BRAF es el
gen mas comunmente mutado en la via MAPK en las neoplasias en
humanos. A continuacién encontramos, las quinasas MAPKK, compuestas
por MEK1 y MEK2, y finalmente encontramos ERK1 y ERK2, efectores
finales de la via MAPK (256) (figura 14). La fosforilacién de ERK resulta en la
activacion de multiples sustratos responsables de la estimulacién del ciclo

celular.

1. Via STAT

Esta via de sefalizacién tiene distintos papeles, algunos de ellos no
superpuestos a otras vias. Las proteinas STAT son claves en la via del
interferon (IFN), de forma que la disrupcion o deficiencia de estas proteinas
lleva a la incapacidad de responder a IFN con la subsiguiente susceptibilidad

a infecciones.

Las proteinas STAT participan en la transformacion celular y oncogénesis.
Durante los multiples pasos de la tumorogénesis, las células pierden su
habilidad normal para detectar y reparar el ADN dafado, asi como, para

regular la progresion del ciclo celular y apoptosis. Paralelamente adquieren
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Figura 14. Via de activacién de la via MAPK/ERK. La activacion del receptor
transmembrana recluta proteinas RAS que conducen finalmente a la activacion de ERK. Las
fosfatasas reguladoras (Sprouty y Spred) modulan la intensidad de la sefial. La via
PISK/AKT interacciona con la via MAPK/ERK en condiciones normales y en células
cancerosas, asi como con proteinas citoplasmaticas diana como RSKs (ribosomal S6
kinases), GSK3 (glycogen synthasekinase 3) y L1 (adhesion molecule L1). Finalmente en el
ndcleo se activan proteinas reguladoras de la proliferacién, apoptosis, metabolismo vy
respuestas inmune como CPS2 (copalyl diphosphate synthase 2) y p90Rsk (90-kDa
ribosomal protein S6 kinase) (257).

patrones alterados en la sefializacibn de los factores de crecimiento,
angiogénesis e invasion. A pesar de que no se conoce que las proteinas
STAT participen en la regulacién directa del ciclo celular o reparacién del
ADN dafiado, pueden contribuir a la tumorogénesis a través de su intimo
contacto con la via de factores de crecimiento, apoptosis, angiogénesis y
sistema inmune, comprometiendo la supervivencia inmune y favoreciendo el

desarrollo tumoral (258).

2. Via PI3K

49



PISK (Phosphoinositide 3-kinases) es una familia de proteinas que
participa en la regulacion del ciclo celular, metabolismo, proliferacion,

homeostasis de la glucosa y trafico de vesiculas (259).

El gen supresor tumoral PTEN es un regulador negativo de la via PI3K,
principal regulador del crecimiento, metabolismo y supervivencia celular. La
via PI3K tiene una gran cantidad de reguladores, cuyas alteraciones pueden
dar lugar a diferentes patologias, incluyendo sindromes familiares,
disfunciones metabdlicas y cancer. La via PI3K no esta limitada a la
activacion de la via AKT/mTOR, sino que también participa en la regulacion
de otras vias (figura 15), como la via RAS-MAPK.

Pi3K-regulated pathways

[ Canonical PI3K pathway ]

Figura 15. Vias reguladas por PI3K. En verde se representa la cascada de activacion de
la via de sefializaciébn PI3K. En azul se representan las vias que se encuentran bajo el
control de la via PI3K (260).

La via PI3K se puede regular tanto por factores transcripcionales como
post-transcripcionales. El factor de transcripcion PTEN esta regulado en las
células neoplasicas por RAS y JNK, llevando a la progresion tumoral (261—
263). La sobreexpresion anémala de RAS promueve la inhibicion de PTEN
dependiente de MAPK (263). La infraexpresion de PTEN via MAPK permite

el escape de la apoptosis a través de la sobreexpresion celular de RAS.
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También la infraexpresion de PTEN se ha relacionado con la sobreexpresion
de MKK4, regulador JNK (figura 16).

Figura 16. Vias que regulan la sefializacion PI3K. La via PI3K se encuentra
representada en verde y las vias que la regulan en amarillo (260).

3. ViaRAS

Los genes RAS constituyen una familia de oncogenes, constituida por
tres genes: H, Ky N-ras, expresados en todos los tipos celulares en distintas
proporciones. Estos genes codifican cuatro proteinas (H-Ras, K-Ras4A, K-
Ras4B y N-Ras) que se pueden encontrar unidas a GDP, inactivas, o bien
unidas a GPT, activas. En condiciones normales este ciclo de activacion -
desactivacion estd regulado por dos proteinas: factores de intercambio y
proteinas GAPs (proteinas activadoras de la actividad GTPasa de Ras). Las
proteinas Ras oncogénicas, pierden la sensibilidad a GAPs y por tanto se

mantienen siempre unidas a GTP y, por ende, constitutivamente activadas.
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Las proteinas Ras se encargan de regular gran cantidad de funciones
celulares como la supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular, y
permiten activar varias vias de sefalizacion intracelular, como Raf, PI3K y
factores de intercambio de nucleétidos (264). La ruta RAS-ERK es la ruta de
trasduccion de sefiales probablemente mejor estudiada y conocida (figura
17).

H, K, N-Ras

Figura 17. Via de transduccion de sefiales RAS-ERK. También se representan las
proteinas principales que participan en la regulacion de esta via (265).

4. Ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto ordenado de procesos, por el que la célula
crece y se divide en dos células hijas. En las células eucariotas, el ciclo
celular se divide en dos fases importantes: durante la interfase la célula
crece y realiza una copia de su ADN y en la fase mitética la célula separa las

dos copias de su ADN y el citoplasma para formar las dos células hijas. En la
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interfase existen a su vez varias fases: fase G1, donde la célula crece, fase
S donde se duplica el ADN y el centrosoma, y fase G2 donde la célula se
organiza para la mitosis (figura 18). Algunas células se dividen lentamente o
directamente no se dividen, pudiendo salir de la fase G1 y entrar en un

estado de reposo, denominado fase GO.
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Figura 18. Representacion del ciclo celular. CDK2/4: cyclin-dependent kinase activities;
TF: transcription factors; TADs: topologicallyassociating domains (266).

5. Apoptosis

La apoptosis es la muerte celular programada, con el fin de controlar el
desarrollo y crecimiento celular. Tiene un papel importante eliminando
aquellas células dafiadas y la proliferacion celular indiscriminada en

prevencion de situaciones patolégicas, como el cancer.
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HIPOTESIS

La hipotesis de este trabajo es que existe una expresion diferencial de
genes relacionados con la recaida que permite seleccionar, con mayor
sensibilidad y especificidad que los parametros histopatoldgicos usados hoy
dia, a aquellos pacientes con TCGNS estadio | tratados exclusivamente con
orquiectomia con alto riesgo de recaida y, por tanto, candidatos a un
tratamiento quimioterapico adyuvante, permitiendo evitar la toxicidad aguda

y a largo plazo de un tratamiento adyuvante en el subgrupo de menor riesgo.

OBJETIVOS

1. OBJETIVOS PRINCIPALES

= Determinar la expresion diferencial de los genes implicados en las
trece rutas canonicas del cancer en los pacientes con TCGNS estadio |
sometidos a orquiectomia sin quimioterapia adyuvante, con y sin
recaida.

= Encontrar un perfil o firma de expresidén génica que permita identificar
aquellos pacientes con TCGNS estadio | con mayor riesgo de recaida,
los cuales se beneficiarian de un tratamiento adyuvante, permitiendo
asi evitar el sobretratamiento en una proporcion significativa de

pacientes.

1. OBJETIVO SECUNDARIO

» Revision bibliografica sobre la utilidad de terapias dianas en pacientes

con tumores de células germinales.
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REVISION BIBLIOGRAFICA “TERAPIAS DIANA EN
PACIENTES CON TUMORES GERMINALES”

Inicialmente se llevd a cabo una busqueda bibliogréfica sobre terapias
diana en pacientes con tumores de células germinales. Se uso para ello la
base de datos pubmed. Se seleccioné todo tipo de publicacion en espariol e
inglés, sin limite de fecha de publicacion. Se llevé a cabo una busqueda
avanzada con los siguientes buscadores: “germ cell tumors” or “testicular
tumors” and “targeted therapy”, obteniendo ochenta y ocho publicaciones de

las que se seleccionaron setenta y una publicaciones.

A raiz de la minuciosa revision de estas publicaciones, se concluye que
hasta la fecha ninguna terapia diana ha demostrado en pacientes con
tumores de células germinales una razonable efectividad, poniendo de
manifiesto la importancia de centrarnos en los pacientes en estadios iniciales
para disminuir el riesgo de recaida y la probabilidad de que formen parte del
pequefio grupo de pacientes metastasicos sin opciones curativas. Esta
revisibn estd publicada recientemente en la revista Critical Reviews in
Oncology/Hematology con el titulo “Targeted treatment approaches in
refractory germ cell tumors” con un indice de impacto de 5.012 (6). A partir
de aqui comenzé el estudio en pacientes con TCGNS estadio | sin
tratamiento adyuvante para detectar aquellos con mayor riesgo de recaida
basado en la expresién génica de los genes implicados en las principales

rutas canoénicas del cancer.

ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL EN
PACIENTES CON TCGNS ESTADIO |

1. POBLACION DE ESTUDIO

61



Para la realizacion de este estudio retrospectivo, se seleccionaron 54

pacientes con diagndstico de tumor de células germinales de testiculo, no

seminoma, en estadio | que no habian recibido quimioterapia adyuvante tras
la orquiectomia, desde el 01/04/1994 al 27/02/2017. EI estudio fue
coordinado por la Unidad de Gestion Clinica Intercentros de Oncologia

Médica de Malaga, de los Hospitales Universitarios Virgen de la Victoria y

Regional Carlos Haya, con la participacion de centros asociados al Grupo

Espafiol de Tumores Germinales.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con tumor de células germinales no seminoma de testiculo,
sometido a orquiectomia.

No quimioterapia adyuvante.

Estadio | (sin evidencia de enfermedad en el estudio de extension
radiolégico con normalizacién de los marcadores tumorales tras la
orquiectomia).

Descripcidén histolégica del subtipo histolégico de tumor germinal
testicular no seminoma.

Disponibilidad de los datos clinicopatologicos de los pacientes.
Seguimiento durante al menos dos afios en el caso de los pacientes
sin recaida.

Disponibilidad de muestras de biopsia sélida embebidas en parafina

del tumor primario.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Haber recibido quimioterapia adyuvante tras orquiectomia.

Seguimiento inferior a dos afios tras orquiectomia, en el caso de los
pacientes sin recaida. En los pacientes con recaida se permitia
cualguier niumero de meses de seguimiento tras la fecha de la

recaida.
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= No disponibilidad de material anatomopatolégico suficiente para el
estudio genético.

» Pacientes que rechazasen participar en el estudio tras explicarle
detalladamente en qué consistia el estudio, objetivo del mismo y

resuelto las dudas oportunas.

De los 54 pacientes incluidos:

- Veintiséis (48%) eran pacientes con recaida, es decir, pacientes que
habian recaido con la aparicién de enfermedad a distancia (fuera del
testiculo contralateral) y sin incluirse el diagndéstico de segundos
tumores testiculares.

- Veintiocho (52%) eran pacientes sin recaida, es decir, pacientes que

no habian recaido tras al menos dos afios de seguimiento.

Los pacientes fueron reclutados fundamentalmente de hospitales de la
provincia de Mélaga, asi como de diversos centros a nivel nacional. De los
pacientes con recaida, cinco (5/26) procedian del Hospital La Fe de
Valencia, dos (2/26) del ICO-L"Hospitalet de Barcelona, seis (6/26) del
Hospital Universitario Regional Carlos Haya de Mélaga, cinco (5/26) del
Hospital Universitario Son Espases de las Islas Baleares, tres (3/26) del
Hospital Santa Lucia Cartagena de Murcia, uno (1/26) del Hospital Morales
Meseguer de Murcia, uno (1/26) del Hospital Universitario Virgen de la
Victoria de Malaga y tres (3/26) del Hospital Universitario Reina Sofia de
Cérdoba. De los pacientes sin recaida, dieciocho pacientes (18/28)
procedian del Hospital Universitario Virgen de la Victoria, cinco (5/28) del
Hospital Universitario Regional Carlos Haya, uno (1/28) del Hospital Costa
del Sol de Méalaga, dos (2/28) del Hospital Morales Meseguer y dos (2/28)
del Hospital Comarcal la Axarquia de Malaga.
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a. Consentimiento informado

El tratamiento de los datos de caracter personal se realiz6 de acuerdo a
la normativa vigente del RD 223/2004 del 6 de Febrero y la Ley Organica

15/1999 del 13 de Diciembre sobre proteccion de datos de caracter personal.

Tras la adecuada informacion sobre el estudio por parte del oncologo,
todos los pacientes vivos diagnosticados en 2007 o fecha posterior dieron su
consentimiento informado para poder usar sus datos de forma anénima, asi
como, para poder realizar el analisis de expresion en el bloque tumoral
representativo de la lesion. Debido al caracter retrospectivo del estudio, no
se obtuvo el consentimiento de aquellos pacientes que habian fallecido. El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Coordinador de Etica de la
Investigacion Biomédica de Andalucia (que se adjunta en el anexo 3). La
informacion clinica fue recogida del historial médico del paciente por
personal con entrenamiento y dedicacion especifica. El analisis genético se
realizé por personal independiente, sin acceso a la informacién clinica de los

pacientes.

En el anexo 3 se adjunta el documento que acredita la aprobacion del
estudio por el Comité Coordinador de Etica de la Investigacion Biomédica de

Andalucia.

En el anexo 4 se adjunta el modelo de consentimiento informado para

este proyecto.

2. METODOS

a. Obtencion y procesamiento de las muestras

Durante el primer afio de trabajo fueron identificados todos los pacientes
incluidos en el estudio y seleccionados los bloques de tumor de TCGNS
estadio | representativos de la lesion, fijados en formol e incluidos en
parafina (FFPE). Todos los bloques tumorales procedian de la pieza

quirtrgica de la orquiectomia. Los casos de pacientes intervenidos en la
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provincia de Malaga, fueron solicitados y cedidos por la Unidad de Biobanco
de IBIMA (Instituto de Investigacion Biomédica de Malaga). En el caso de los
distintos hospitales que participaron en este proyecto, el material solicitado
fue el estrictamente necesario, de modo que no hubo ningan excedente y no

fue necesario ningun plan de contingencia.

Una vez identificadas las muestras, en cada uno de los hospitales
colaboradores, se realiz6 una tincion de hematoxilina-eosina a partir de la
cual el patélogo delimitd la zona correspondiente al tumor. Esta zona se
microdiseccion6 manualmente, obteniendo 6 cortes de 10um de grosor.
Estos cortes se enviaron por mensajeria al Laboratorio de Biologia Molecular
del Céncer ubicado en el Centro de Investigaciones Médico Sanitarias
(CIMES) de la Universidad de Malaga (UMA)), donde se llevé a cabo la
extraccion, purificacion y cuantificacion del ARN total de las muestras (figura
19). La extraccion del ARN de las muestras se llevo a cabo a partir de estos
cortes con el kit RNeasy FFPE (Qiagen). Posteriormente se determind la
concentracion y calidad del ARN purificado con el espectrofotdmetro
Nanodrop (Thermo Scientific). EI ARN se cuantificé y se almaceno a -80°C

en alicuotas de un solo uso.

Tincion HE
Bloque ; Ecan A > 3 ..
q identificar area tumoral laminas NO TENIDAS para Extraccién del
tumoral y celularidad macrodiseccion ARN con kit

Marcar area tumoral en

Figura 19. Representacion de los pasos del procesamiento de las muestras: obtencion
del blogue tumoral, tincién hematoxilina-eosina para identificar el area tumoral, marcaje del
area tumoral en areas no tefiidas para la macrodiseccién y extraccion del ARN.

Previo al procesamiento del ARN, se selecciond las muestras de ARN

gue pasaban el criterio de calidad de Nanostring (concentracién = 12.5 ng/uL
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y ratio A260/280 de 1.7-2.3, medido con Nanodrop). EI ARN se proceso
siguiendo las recomendaciones y pautas del fabricante.

b. Estudio de expresion génica

Para el estudio de expresién génica se ha utilizado el sistema nCounter™
de Nanostring, basado en el contaje digital de moléculas de ARN, de manera
automatica y con capacidad para estudiar en una misma reaccién hasta 800

dianas de interés.

Es una metodologia fundamentada en la hibridacion, sin amplificacion
previa, donde cada molécula diana se va a identificar por un codigo o
combinacion de seis fluorocromos de cuatro colores diferentes. La secuencia
génica problema hibridard con dos sondas: una sonda de captura que esta
unida a biotina y una sonda reporter unida a la combinacion de los seis

fluorocromos.

Concretamente en este trabajo se ha empleado el panel nCounter™
PanCancer Pathways (Nanostring). Este panel incluye 730 genes esenciales
directamente relacionados con las 13 rutas candnicas principales que
gobiernan el proceso de transformacion en cancer, incluyendo genes claves
relacionados con los procesos de proliferacion celular, apoptosis,

inestabilidad genémica y transicion epitelio-mesénquima.

El proceso ha consistido en la hibridacion de ARN, tras lo cual se
prepararon las muestras para poder realizar el contaje digital de los genes

objeto de estudio.

Las muestras se hibridaron con las sondas reporter y de captura
incubandose a 65°C toda la noche en una placa térmica, concretamente un
termociclador, tiempo tras el cual las muestras se transfirieron a la estacion
de preparacion o PrepStation. En esta, se eliminaron los excesos de sonda

sin hibridar, se purificaron las muestras y se produjo la union de las sondas
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hibridadas al cartucho. Las moléculas inmovilizadas fueran sometidas a un

campo eléctrico para su posterior alineamiento.

Finalmente, en el médulo Digital Analyzer o estacidon de analisis digital, se
colocaron los cartuchos para realizar el contaje directo de los codigos de

barras asociados a los ARN mensajeros (figura 20).

El sistema dispone de un software libre para el andlisis de los datos
resultantes, el nSolver Analysis Software (version 5). El panel PanCancer
Pathways incorpora 40 genes de normalizacion (“housekeeping genes”), que
fueron seleccionados de los estudios de expresién génica del TCGA (The
Cancer Genome Atlas), tras demostrar su representatividad en diferentes
tipos de cancer. El método de ajuste de p-value fue por el método de
Bonferroni. Se usé este software para la normalizacion de los datos y para
realizar los controles de calidad necesarios para asegurar que no habia
habido ningun problema durante el analisis y que los resultados obtenidos se

ajustaban a la realidad de estos tumores.

1 » Hibridacion 2 Neado sxceso de sonda/purtficaciaon, slinesmiento

Sonda de Sonda

SR eeee T
= -

AL
I\/ RNA diann ‘
A
\
.
D002
s
- N
Hibrido: Sonda+*RNA diana
3, DA: Contaje de moléculas

L

Figura 20. Vision general del anélisis de expresion génica con nCounter™:

1) Esquema de la sonda portadora del objetivo especifico (target-specific reporter probe)
y la sonda de captura (target-specific capture probe). Proceso de hibridacion a 65°C durante
12-21 horas en placa térmica.

2) Estacion de preparacion de muestras donde se eliminan los excesos de sondas y se
alinean en el cartucho los hibridos (sonda + ARN diana).

3) Estacién de andlisis digital, donde se procede al contaje digital de moléculas (267).
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c. Andlisis de los datos

i. Estudio descriptivo

Se recogieron las siguientes variables clinicopatologicas de cada uno de

los pacientes:

- Numero de identificacion del paciente.

- Hospital de referencia. Variable categorica.

o

(¢]

o

O

O

Hospital Universitario Virgen de la Victoria, de Malaga.

Hospital Universitario Regional Carlos Haya, de Malaga.

Hospital Costa del Sol, de Malaga.

Hospital Comarcal la Axarquia, de Malaga.

Hospital La Fe, de Valencia.

ICO-L Hospitalet, de Barcelona.

Hospital Universitario Reina Sofia, de Cérdoba.

Hospital Universitario Son Espases, de las Islas Baleares.

Hospital Santa Lucia Cartagena, de Murcia.

Hospital Morales Meseguer, de Murcia.

- Oncodlogo responsable.

- Fecha de nacimiento.

- Fecha del diagnéstico.

- Fecha de la orquiectomia (coincidente con la fecha del diagnéstico en

todos los casos).

- Subtipo histologico. Segun las siguientes variables categoricas.

O

Tumor

de células germinales testicular puro.

categorica: Si/No.

Tumor

Carcinoma embrionario. Variable categoérica: Si/No.
Teratoma. Variable categérica: Si/No.
Teratocarcinoma. Variable categoérica: Si/No.
Tumor yolk sac. Variable categoérica: Si/No.

Coriocarcinoma. Variable categodrica: Si/No.

de células germinales testicular mixto.

categorica: Si/No.

Seminoma. Variable categorica: Si/No.

Carcinoma embrionario. Variable categérica: Si/No.
Teratoma. Variable categorica: Si/No.
Teratocarcinoma. Variable categoérica: Si/No.

Tumor yolk sac. Variable categdrica: Si/No.

Variable

Variable
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= Coriocarcinoma. Variable categorica: Si/No.
Marcadores tumorales: Variable categorica: “elevado / normal”. La
categoria “elevado” se referia a la elevacion de  HCG, AFP o de
ambos marcadores antes de la orquiectomia.
BHCG antes de la orquiectomia: Variable categorica: “elevado /
normal’.
AFP antes de la orquiectomia: Variable categorica: “elevado / normal’.
Tamafio tumoral: Variable categorica: “superior o igual/inferior a 4
cm”.
Infiltracion linfovascular: Variable categorica: Si/No.
Recaida: Variable categorica: Si/No.
Fecha de recaida.
Localizacién recaida: Opcidn de elegir una o varias opciones:

o 0: sdlo elevacion de marcadores tumorales.
o 1: afectacién ganglionar retroperitoneal.

o 2: afectacién pulmonar.

o 3: afectacién hepatica.

o 4: afectacion ganglionar mediastinica.
Tipo de tratamiento recibido a la recaida (primera linea).
o Bleomicina, etopdsido, cisplatino (BEP).
o Etoposido, cisplatino (EP).
o Bleomicina, gemcitabina, platino (BGP).
o Bleomicina, vincristina, metotrexato, cisplatino — etoposido, ifosfamida,
cisplatino (BOMP-EPI).
Numero de lineas de tratamiento recibido en total (tras la recaida).
Exitus: Variable categorica: Si/No.
Fecha de éxitus.
Causa de éxitus: Variable categdrica: progresion tumoral / toxicidad /
otras.
o Dentro de la opcion “otras” se especificié cual.
Comorbilidades: Variable categérica: Si/No.
Tipo de comorbilidades del paciente. Variable de texto libre.
Fecha del dltimo seguimiento.
Estado del dltimo seguimiento: Variable categorica.

o Vivo sin enfermedad (VSE).

o Vivo con enfermedad (VCE).
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o Muerto sin enfermedad (MSE).

o Muerto con enfermedad (MCE).

A partir de las variables continuas se analiz6 la media, mediana,
desviacion tipica y rango. Y a partir de las variables categoricas se analizé la

frecuencia y el porcentaje.

Se calculo la edad del paciente al diagnostico a través de la fecha del

diagnéstico menos la fecha de nacimiento.

il. Estudio de supervivencia
Se crearon las siguientes variables en cada uno de los pacientes.

- Supervivencia libre de progresiéon (SLP): Definido como el tiempo en meses
desde la orquiectomia hasta la recaida tumoral, muerte por cualquier causa

o fecha del dltimo control.

- Supervivencia global (SG): definido como el tiempo en meses desde la

orquiectomia hasta la muerte por cualquier causa o fecha del dltimo control.

- Supervivencia global causa especifica: definido como el tiempo en meses
desde la orquiectomia hasta la fecha de muerte por el tumor o fecha del

ultimo control.

Para las curvas de supervivencia se utilizé el método de Kaplan-Meier,
usando el sistema estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 23) con log rank
como estadistico de contraste para comparar los grupos de pacientes con
recaida y sin recaida. Se analizé la supervivencia libre de progresion, global
y causa especifica tanto en la poblacién global, en el grupo con recaida

como en el grupo sin recaida.

iii. Redes de coexpresion
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Dado que las redes de expresion génica son Uutiles para describir las
relaciones existentes entre genes, posteriormente se llevo a cabo el andlisis
de redes de coexpresion para determinar cambios en los patrones de los
modulos segun la condicion recaida vs no recaida. En biologia molecular,
usamos cada vez mas las redes para analizar conjuntos de datos de alta
dimension donde los genes corresponden a variables. Dado que las redes
de coexpresion aprovechan la asociacion estadistica, es decir la correlacion
entre los perfiles de expresion génica, a veces se les denomina redes de

dependencia estadistica o redes de asociacion.

En nuestro analisis de redes de coexpresidn, describimos las relaciones
entre genes en los pacientes con recaida y sin recaida. Si A representa una
matriz dimensional, i un gen y | otro gen distinto, Aij representa la
cuantificacion de la fuerza de conexion entre el geniy el genj. Para una red
de coexpresion donde los constituyentes estan representados por valores
numericos (como en nuestro estudio con la cuantificacion de la cantidad de
ARNm (&cido ribonucleico mensajero) de cada gen), Aij es la correlacion
entre los perfiles de expresion de los genes iy j. De este modo, Aij adquiere

un namero real entre 0 y 1, dependiendo de la fuerza de conexiéon entre los

genes iy j. Asi ii = 1, ya que la relacion entre el gen i con si mismo es
maxima.
0 < Aijj =1,
Aij = Aji,
Aii=1

Se definié una medida de significacién de cada gen, representado como
GS.recurrence, como un vector correlacionado con los genes de la red de
forma global. Por ejemplo, para el gen i, GS.recurrence representa la fuerza
de correlacion del perfil de expresion de dicho gen con el evento (en nuestro
caso con la recaida) de forma independiente al resto de genes. Si
GS.recurrence es igual a 0, dicho gen no tiene ninguna relacién con la
recaida. Este grado de significacion de cada gen es independiente a la
significacion  estadistica de dicha relacion, representada como

p.GS.recurrence.
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El andlisis de redes de coexpresion génica puede considerarse una
técnica de reduccion de datos, la cual consta de las siguientes etapas (figura
21) (268,269):

- Determinacién de los perfiles de expresion génica de los 730 genes
del panel PanCancer en cada uno de los pacientes incluidos.

- Identificacion de modulos biolégicamente interesantes. La
construccion de los modulos se realiza a partir de los datos de
expresion, utilizando un procedimiento de agrupamiento jerarquico.
Para la determinacion de los modulos/clusters de la agrupacion
jerarquica de los genes, disponemos del método dynamicTreeCuty la
biblioteca R.

- Representacién de los modulos con la significacion de los genes
constituyentes (GS.recurrence).

- Cuantificacion de la conectividad/importancia intramodular de cada
gen (representado como MM), como medidas cuantitativas de los
miembros del médulo, con la determinacion de la significacién de
dicho valor (representado como p.MM).

- Combinaciéon de la significacion de cada gen independiente con la
recaida (GS.recurrence) y la medida de la conectividad/importancia
intramodular de cada gen (MM), para identificar genes centrales

significativos.

El andlisis de expresion génica centrado en los modulos/redes de
coexpresion de genes ayuda al analisis estadistico de los datos en este
estudio, caracterizado por una gran cantidad de variables (genes) en una
muestra de pacientes pequefia (n=54), centrandose en la relacion de una

serie de moédulos con la recaida.
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Figura 21. Descripciéon general del andlisis de redes de coexpresion génica, con un
ejemplo de tumores del SNC y las redes de coexpresidon relacionadas con la
supervivencia (270).

a) Diagrama de flujo tipico del analisis. El analisis de redes de coexpresion génica tiene
como objetivo identificar las redes de coexpresion (médulos) y sus constituyentes (genes).

b) Representa el arbol jerarquico de genes en la redes de coexpresion (figura superior).
Aqui los médulos corresponden a ramas del arbol. A cada modulo se le asigna un color
(figura inferior).

c) Significacibn promedio de cada uno de los mddulos respecto a la significacion
prondstica para el tiempo de supervivencia.

d y e) La imagen d representa el gréafico de dispersion de la significacion de los genes
(GS.recurrence) que constituyen el médulo marrén (eje Y) respecto a la conectividad /
importancia de cada gen dentro del médulo en cuestion (eje X). Lo mismo en la imagen e
para el médulo azul. La importancia de cada modelo se basa en la pendiente de la linea
roja (en la imagen d) o linea azul (en la imagen e), resultante de un modelo de regresion.
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V. Analisis bioinformatico

- ldentificacion de genes relevantes

La metodologia usada se basa en la seleccion de caracteristicas de tipo
embebido. Se empled nueve modelos de clasificacion diferentes disponibles
en Scikit-learn. Estos modelos comparten la existencia de métricas internas
de seleccion de caracteristicas, clave a la hora de seleccionar los
marcadores con mayor capacidad predictiva. La lista de modelos es:

Lasso, Ridge, Gradient Boosting, Random Forest, ExtraTrees,
LogisticRegression, SGDC, Passive Aggressive Classifier y SVR.

El conjunto de datos es balanceado con respecto al evento recaida (26
pacientes con recaida frente a 28 pacientes sin recaida), de modo que no
hizo falta emplear procedimientos especiales para corregir este sesgo. Como
preprocesamiento de la informacion, se procedi6 a un escalado y

normalizado estandar de la expresion de los marcadores.

Para cada modelo se efectuaron simulaciones con una particion del 70%
de datos del conjunto de entrenamiento y un 30% del conjunto de validacion.
En cada modelo, se entrené con todos los marcadores (730 genes) y se
identifico en cada simulacién, mediante métricas propias de cada modelo,
los 20 genes de mas relevancia. Estos genes eran los seleccionados como

importantes en cada modelo y simulacion.

Para consolidar los resultados, se efectué mil simulaciones por cada
modelo. A partir de ello se generd un vector de relevancia que asignaba a
cada gen un valor de relevancia correspondiente a la proporcion de veces
que dicho marcador se identific6 como importante. Adicionalmente se definié
el rendimiento de cada modelo como la mediana del area bajo la curva
(AUC), en las mil simulaciones realizadas en cada modelo. Esta métrica es

adecuada para evaluar problemas de clasificacion equilibrados.

Distintos modelos asignan relevancias diferentes a distintos genes.
Ciertas discrepancias entre ellos son esperables, pero es importante definir
un método objetivo que permita juzgar cuales son los genes mas relevantes

de forma global, independientemente del modelo seleccionado. En este
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trabajo, se utilizé dos criterios: uno de unanimidad (el gen es relevante en
todos los modelos) y otro de voto mayoritario (al menos la mitad de los

modelos lo han considerado relevante).

Para establecer un orden de importancia entre los diferentes marcadores
seleccionados se recurrio al método de elevacion de umbral progresivo; es
decir, se fue considerando los conjuntos de n genes mas relevantes de cada
modelo y se fue incrementando n. Para cada valor de n se determina qué
genes estan presentes en todos los conjuntos (criterio de unanimidad) o en

la mayoria de ellos (criterio de voto mayoritario).

- Mejoras en prediccion

Una vez identificados los genes clave, se comprob6 finalmente que la
capacidad de prediccion de los modelos mejoraba, restringidos a los
marcadores mas relevantes. Para ello se comparé los valores de AUC en
estimacion de recaidas para el conjunto de todos los genes y para

secuencias de numero creciente de los genes marcados como relevantes.

3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones principales del estudio son el pequefio tamafio muestral
(n = 54) y el amplio numero de variables utilizadas (730 genes), asi como el

caracter retrospectivo del mismo.
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Como resultado de la minuciosa revision bibliografica “terapias diana en
pacientes con TCG” se concluye que hasta la fecha ninguna terapia diana ha
demostrado en pacientes con TCG una razonable efectividad. A partir de aqui la
importancia de centrarnos en los estadios iniciales con el objeto de disminuir el
riesgo de recaida y la probabilidad de que formen parte del 15-20% de pacientes
con TCG sin opciones curativas (271). A raiz de lo cual surge nuestro estudio de
expresion génica diferencial en pacientes con TCGNS estadio | tratados

exclusivamente con orquiectomia, entre aquel grupo con recaida vs no recaida.

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE EXPRESION GENICA
DIFERENCIAL EN PACIENTES CON TCGNS ESTADIO |

1. CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS

Se incluy6 un total de 54 pacientes, de los que 26 eran pacientes con
recaidas y 28 pacientes sin recaida. En la tabla 1 se recogen las
caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes. La mediana de edad fue

30 afios en ambos grupos.

El 78% (n=42) de la poblacién global tenian tumores germinales mixtos,
destacando el subtipo histolégico carcinoma embrionario (91%, n=38 de los
42 pacientes con tumores mixtos), seguido por orden de frecuencia del
teratoma (69%, n=29 de los 42 pacientes con tumores mixtos), seminoma
(41%, n=17 de los 42 pacientes con tumores mixtos), tumor del seno
endodérmico o tumor de yolk sac (33%, n=14 de los 42 pacientes con
tumores mixtos), coriocarcinoma (12%, n=5 de los 42 pacientes con tumores
mixtos) y teratocarcinoma (5%, n=2 de los 42 pacientes con tumores mixtos).
Este orden de subtipos histolégicos, respecto a la frecuencia de
presentacion en los tumores germinales mixtos, se mantenia
independientemente del subgrupo analizado (recaida vs no recaida), pero
sin embargo en el subgrupo con recaida el subtipo histolégico carcinoma
embrionario estaba presente en el 100% de los pacientes con tumores

mixtos. En la figura 22 se representan los subtipos histologicos
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constituyentes dentro de los tumores germinales no seminoma mixtos, tanto

en el grupo de pacientes con recaida como en aquellos sin recaida.

Por otro lado, respecto a los tumores germinales puros o no mixtos, el
subtipo predominante fue el carcinoma embrionario. Seis pacientes con
recaida (23%) tenian un tumor germinal puro (los seis carcinoma
embrionario). Respecto al grupo de pacientes sin recaida, igualmente seis
pacientes tenian un tumor germinal puro (21%), de los que cuatro eran
carcinoma embrionario, uno teratoma y otro teratocarcinoma. En las figuras
23 y 24 se representan los subtipos constityentes de los tumores germinales
no seminoma puros en el grupo de pacientes con recaida y en el grupo sin

recaida, respectivamente.

En cuanto a los marcadores tumorales, el 67% de los pacientes incluidos
presentaban elevacion de algun marcador tumoral al diagnéstico,
predominando la elevacion de a-fetoproteina (61% elevacion de AFP vs 48%

elevacion de BHCG), con posterior normalizacion tras orquiectomia.

La infiltracion linfovascular s6lo estaba presente en cuatro pacientes, de
los que tres no progresaron y uno si. Esta escasa frecuencia de pacientes
con infiltracién linfovascular estd en consonancia con el hecho de que la
mayoria de los pacientes valorados en los centros reclutadores con dicho
hallazgo histolégico recibieron quimioterapia adyuvante y, por tanto, no eran

incluibles en nuestro estudio.

El tamafio tumoral se recogié como tumor superiora4 cm o <4 cm. En el
caso de los pacientes con recaida, seis pacientes presentaban un tumor > 4
cm (23%) mientras que en el caso de los pacientes sin recaida el 50%

(n=14) tenian un tumor mayor a 4 cm.

Respecto a las comorbilidades, estaban bastante balanceadas entre
subgrupos (15% en los pacientes con recaida (n=4) y 14% en los pacientes
sin recaida (n=4)). Entre los pacientes sin recaida, habia un paciente con
sindrome de Noonan, otro con una esclerosis lateral amiotréfica (que le
provocé la muerte, sin evidencia de enfermedad tumoral en el momento del

éxitus), otro presentaba virus hepatitis C y habia tenido previamente un
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traumatismo craneoencefalico que requirié trepanacién y, otro paciente

presentd poco antes del diagnostico un neumotérax espontaneo; el resto de

pacientes sin recaida no tenian antecedentes médicos relevantes. Entre los

pacientes con recaida, uno de ellos era excocainGmano, otro presentaba una

esclerosis lateral amiotrofica (que le provocd la muerte sin evidencia de

enfermedad tumoral en el momento del éxitus), otro presentaba enfermedad

de Graves Basedow y otro paciente tenia epilepsia; el resto de pacientes con

recaida no tenian antecedentes médicos relevantes.

Tabla 1: Caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes. Comparativa entre ambos grupos con

estadistico Chi cuadrado.

Grupo Grupo no Global
recaida recaida (n=28) (n=54)
(n=26)
Mediana de edad 30 (15 -51) 30 (17 - 52) 30 (15 -52)
Subtipo histolégico(p =0.571)
Mixto 20 (77%) 22 (79%) 42 (78%)
No mixto 6 (23%) 6 (21%) 12 (22%)
Elevaciéon de BHCG y/o AFP al diagnéstico
(p = 0.185) 16 (62%) 20 (71%) 36 (67%)
ﬁll 10 (38%) 8 (29%) 18 (33%)
0
Elevacion de AFP al diagnostico(p = 0.135)
Si 14 (54%) 19 (68%) 33 (61%)
No 12 (46%) 9 (32%) 21 (39%)
Elevacion de BHCG al diagnéstico(p = 0.210)
Si 14 (54%) 12 (43%) 26 (48%)
No 12 (46%) 16 (57%) 28 (52%)
Infiltracién linfovascular(p = 0.377)
Si 1 (4%) 3 (11%) 4 (7%)
No 25 (96%) 25 (89%) 50 (93%)
Tamafo tumoral (> 4cm) p=0.119)
Si 6 (23%) 14 (50%) 20 (37%)
No 20 (77%) 14 (50%) 34 (63%)
Comorbilidades
Si 4 (15%) 4 (14%) 8 (15%)
No 22 (85%) 24 (86%) 46 (85%)
N° lineas a la recaida:
0 1 (4%)
1 23 (88%) No procede No procede
3 1 (4%)
6 1 (4%)
Estado del paciente en la visita de la
Gltima visita:
VSE 22 (84%) 27 (96%) 49 (90%)
VCE 1 (4%) 0 (0%) 1 (2%)
MSE 1 (4%) 1 (4%) 2 (4%)
MCE 2 (8%) 0 (0%) 2 (4%)
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Figura 22. Subtipos histolégicos constituyentes de los tumores germinales mixtos.
En el grafico superior en pacientes con recaida y en el grafico inferior en pacientes sin
recaida. Cada subtipo representado con el valor absoluto de dicho subtipo histologico entre
el conjunto de pacientes con tumores germinales mixtos en pacientes con recaida (n=20) en
el gréfico superior, y entre aquellos tumores germinales mixtos de pacientes sin recaida
(n=22) en el grafico inferior, y entre paréntesis el porcentaje respecto al total de pacientes
con tumores germinales mixtos en ambos grupos (porcentaje respecto a los 22 pacientes
con tumores mixtos entre los pacientes sin recaida y porcentaje respecto a los 20 pacientes
con tumores mixtos en aquellos con recaida).

Pacientes CON recaida con TCGT puro

W Carcinoma
embrionario

Figura 23. Subtipos histologicos constituyentes de los pacientes con TCGT puro con
recaida. En este caso, los seis tumores germinales puros estaban constituidos por
carcinoma embrionario.
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Figura 24. Subtipos histolégicos constituyentes de los pacientes con TCGT puro sin
recaida. En este caso, un TCGT puro de los seis lo conformaba teratoma, otro
teratocarcinoma y cuatro de los seis estaban formados por carcinoma embrionario.

Con una mediana de seguimiento de casi 5 afios (59 meses), el estado
en la dltima visita de los pacientes con recaida fue del 84% (n=22) vivos sin
enfermedad (VSE), el 4% (n=1) vivo con enfermedad (VCE), un paciente
(4%) muerto sin enfermedad (MSE) y dos pacientes (8%) muertos con
enfermedad (MCE). Respecto al estado en la dltima visita de los pacientes
sin recaida, el 96% estaban VSE (n=27) y un paciente MSE (4%).

Como podemos observar, hubo un total de dos muertes sin enfermedad.
Una de ellas tuvo lugar en un paciente sin recaida (paciente niumero 27),
debido a una esclerosis lateral amiotréfica. EI segundo éxitus sin evidencia
de tumor tuvo lugar en un paciente con recaida e igualmente debido a una
esclerosis lateral amiotréfica (paciente niamero 6). Este paciente presento
una recaida ganglionar retroperitoneal, a tres meses y diez dias de la
orquiectomia, tratandose con BEP tres ciclos y quedando libre de
enfermedad. El éxitus tuvo lugar en Agosto 2018, diez meses después de la
recaida retroperitoneal.

En la tabla 2 se recogen los tratamientos que recibieron los pacientes en
las recaidas, asi como el lugar de recaida, tiempo a la recaida y estado en la
Gltima visita del paciente. La mediana del tiempo a la recaida fue de 6.6

meses (rango: 1 — 41 meses). El lugar méas frecuentemente afectado a la
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recaida fue la afectacion ganglionar retroperitoneal, estando presente en el
81% de los casos (21 de 26 pacientes con recaida). Le seguian por orden de
frecuencia la afectacion pulmonar (presente en el 31% de los pacientes (8 de
26 pacientes con recaida)), afectacion ganglionar mediastinica (presente en
el 8% de los pacientes (2 de 26 pacientes con recaida)), afectacion hepatica
(presente en el 4% de los pacientes (1 de 26 pacientes con recaida)) y, en
Gltima instancia, la elevacion aislada de marcadores tumorales (presente en

el 4% de los pacientes (1 de 26 pacientes con recaida)).

El régimen quimioterapico mas frecuentemente usado fue BEP (en 18
pacientes de los 26 con recaida, a los que a dos se les realizé ademas una
linfadenectomia retroperitonal por masas residuales postquimioterapia). El
paciente nimero 7 a 12 meses de la orquiectomia recayo a nivel ganglionar
retroperitonal, pulmonar y hepatica, provocandole el éxitus a sus 37 afios sin
llegar a recibir ningln régimen de tratamiento oncoldgico de rescate. Cinco
pacientes recibieron a la recaida un esquema basado en
bleomicina/gemcitabina/platino, un paciente recibié BOMP-EPI
(bleomicinal/vincristina/metotrexato/cisplatino - etopodsido/ifosfamida/

cisplatino) y un paciente etopdsido/cisplatino.

Respecto al estadio de los pacientes con recaida en la Ultima visita, con
una mediana de seguimiento de 59 meses, el 88% de los pacientes se
mantuvieron vivos sin enfermedad con una sola linea de tratamiento
guimioterapico tras la recaida, lo cual dado el tiempo habitual de las recaidas
de los TCGNS hace que podamos considerar a este 88% de los pacientes
curados con una sola linea de tratamiento. El paciente numero 7,
mencionado previamente, no tuvo oportunidad de recibir ningun tratamiento
de rescate a la recaida (MCE). En el momento de recopilacion de los datos,
el paciente nimero 14 continuaba en curso de tratamiento oncoldgico,
concretamente con la sexta linea (VCE) y el paciente niumero 1 recibi6 varias
lineas de tratamiento (BEPx4 seguido de linfadenectomia retroperitoneal,
seguido de TIP (paclitaxel / ifosfamida / cisplatino) y trasplante de células
madres), muriendo finalmente a causa de una hemorragia pulmonar

complicacion del trasplante de células madres recibido.
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Tabla 2. Pacientes con recaida. Descripcion del tiempo a la recaida, lugar y tratamiento a la recaida, tratamientos

posteriores y estado en la Gltima visita.

Casos Tiempo a la| Lugar recaida* Tratamiento a la recaida Tratamientos Estado en la
recaida (SLP) posteriores Gltima visita
(meses)

1 16 1,2 BEP x4 => LDRP TIP, TCM MCE
2 5 1 BEP x4 => LDRP 0 VSE
3 9 1 BEP x 4 0 VSE
4 20 1 BEP x 4 0 VSE
5 22 1 BEP x 4 0 VSE
6 3 1 BEP x 3 0 MSE
7 12 1,2,3 No 0 MCE
8 10 1 BGP x 3 0 VSE
9 8 1 BGP x2 + GP x1 0 VSE
10 3 1 BGP x3 0 VSE
11 I 0 BGPx1+EPx3 0 VSE
12 14 1 BGP x 3 0 VSE
13 8 2,4 BEP x 4 0 VSE
14 10 1 BEP x 4 5** VCE
15 6 2 BEP x 3 0 VSE
16 5 1 BEP x 3 0 VSE
17 6 1,2 BOMP-EPI| *** 0 VSE
18 3 2,4 BEP*** 0 VSE
19 41 1 BEP*** 0 VSE
20 4 1 BEP*** 0 VSE
21 1 1,2 BEP x 4 0 VSE
22 3 1,2 EP x 4 0 VSE
23 10 1 BEP x 3 0 VSE
24 8 1 BEP x 3 0 VSE
25 2 1 BEP x 3 0 VSE
26 4 2 BEP x 3 0 VSE

BEP: bleomicina, etopésido, cisplatino; LDRP: linfadenectomia retroperitoneal; TIP:

paclitaxel, ifosfamida,

cisplatino; TCM:

trasplante de células madres; BGP: Bleomicina, gemcitabina, platino; EP: etopdsido, cisplatino; BOMP-EPI: bleomicina,
vincristina, metotrexato, cisplatino — etoposido, ifosfamida, cisplatino.
*Lugar recaida: 0: s6lo elevacion de marcadores tumorales; 1: ganglionar retroperitoneal; 2: pulmonar; 3: hepatica; 4: ganglionar

mediastinica.

**E| paciente nimero 14 recibi6 seis lineas en total a la recaida, desconociendo el tipo de tratamientos posteriores a la primera

linea con BEP.
*** Desconociendo el nimero de ciclos recibidos.

2. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA

En cuanto a los resultados de supervivencia, se obtuvieron como era de

esperar diferencias estadisticamente significativas en SLP entre ambos

grupos (p=0.000), con una mediana de supervivencia libre de progresion de
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6.6 meses (95% Cl, 3.977 — 9.223) en el grupo con recaida, no alcanzada en

el grupo sin recaida y de 41.3 meses en la poblacion global (figura 25).

La mediana del tiempo a la recaida fue de 7 meses desde la fecha de la
orquiectomia (fecha del diagnostico) (rango: 1 — 41 meses). Ademas el 81%
de las recaidas ocurrieron en el primer afio. La tasa de SLP en la poblacion
con recaida a los 12, 24, 36 y 48 meses fue del 19%, 4%, 4% y 0%

respectivamente.
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Figura 25. Curva de Kaplan Meier para SLP en pacientes con recaida y sin recaida.

De las cuatro muertes de la poblacidon global, dos fueron sin evidencia de
tumor (una entre los pacientes con recaida y otra entre los pacientes sin
recaida) y dos debida al tumor (entre las recaidas). Por lo que la

supervivencia causa especifica a los 60 meses fue del 95%.

No se obtuvo la mediana de supervivencia global en ningun grupo, dado
el buen pronéstico de estos pacientes independientemente de que

recayesen 0 no, y no se obtuvieron diferencias significativas entre ambos
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grupos (p=0.328) (figura 26). Sin embargo, si se observo una tendencia a
peores resultados en supervivencia en la poblacién con recaida (aunque no
significativos probablemente por el pequefio tamafio muestral), con unas
tasas de SG a 12, 24 y 60 meses del 96%, 96% y 91% en la poblacion con
recaida, y del 100%, 100% y 95% en el grupo sin recaida. Diferencias en
supervivencia global que quedan mas remarcadas si aumentamos el
seguimiento de los pacientes, con una SG a 200 meses del 77% en los
pacientes con recaida vs 95% en pacientes sin recaida (poco valorable dado

la mediana de seguimiento de nuestro estudio de 59 meses).
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Figura 26. Curva de Kaplan Meier de SG en pacientes con recaida y sin recaida.

3. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL DE
LOS 730 GENES

Inicialmente se llevo a cabo un analisis de expresion diferencial usando
los 730 genes en los 54 pacientes incluidos, usando la herramienta nSolver

version 5.
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Con los resultados obtenidos con el andlisis de expresion génica de las
54 muestras tumorales mediante el panel PanCancer (28 muestras de
pacientes sin recaida y 26 muestras de pacientes con recaida tumoral) se
realizd el analisis de expresion diferencial obteniendo, como vemos en la
imagen tipo volcan de la figura 27, una probable expresion diferencial pero
sin diferencias significativas de expresion en ninguno de los genes
analizados, probablemente por el fold change no suficientemente amplio.
Practicamente todos los genes se encontraban en el rango entre doble
infraexpresion y doble sobreexpresion al comparar la expresion de dichos
genes entre ambos grupos (recaida y no recaida).
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Figura 27. Gréfico tipo volcan. Representa la expresién diferencial de los genes tras
el andlisis de las 54 muestras tumorales de pacientes con TCGNS, incluyendo tanto a
pacientes con recaida como sin recaida. El eje Y representa la pvalue ajustado al total de
genes estudiados, considerandose < 0.05 significativo. El eje X representa el log, fold
change, expresando el nimero de veces que cada gen es sobreexpresado o infraexpresado
en el grupo con recaida respecto a los pacientes sin recaida. Se han delimitado los limites -
1 y 1 (doble infraexpresado o doble sobreexpresado). No se observa ningdn gen con
expresion diferencial estadisticamente significativa y la gran mayoria de los genes tenian
una expresion tan sélo entre 1 y -1 fold change.
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En la tabla 3 se representan los genes con expresion diferencial mas

proximo a la significacion estadistica (p < 0.05).

Tabla 3. Significaciéon estadistica de los genes mas
representativos.
Gen Fold change p adj
AKT3 -0.62 0.064
BAIAP3 -0.90 0.064
ZBTB16 -0.90 0.064
RASGRP1 -0.92 0.075
KIT -1.25 0.075
IL13RA2 0.96 0.075
ITGA3 -0.73 0.075
ACVR1B -0.54 0.075
TGFB3 -0.89 0.075
HHEX -0.80 0.075
CCNA1 0.97 0.075
NR4A1 -0.68 0.075
PLA2G10 0.64 0.075
FGF7 -1 0.075
GADDA45A 0.64 0.075
MMP9 -1.31 0.082
TGFB2 -1.10 0.087
RRAS?2 0.72 0.087
CDC7 0.33 0.095
CCNB1 0.61 0.095
Significacion estadistica de los genes con expresion diferencial
mas proxima a la significacién (p < 0.05) (p adj) y fold change de
cada uno de esos genes indicando el nUmero de veces que cada
gen esta sobre/infraexpresado en el grupo con recaida respecto al
grupo sin recaida (como vemos todos ellos entre -1 y +1).

4. ANALISIS DE REDES DE COEXPRESION

Para analizar si existian genes con expresion diferencial homogénea
entre ellos en ambos grupos (recaida y no recaida), sugiriendo participar en

redes de interaccion, se llevo a cabo el andlisis de redes de coexpresion.

Se obtuvieron distintos modelos de genes relacionados, concretamente
nueve, es decir, nueve posibles redes de coexpresion génica (figura 28) o, lo

gque es lo mismo, nueve grupos de genes con expresion diferencial
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homogénea entre ellos en ambos grupos de pacientes estudiados (TCGNS
con y sin recaida). De estos modelos, s6lo uno (MEpurple) fue
estadisticamente significativo con una correlacion de 0.39 con la recaida
(pvalue 0.003), lo cual es importante teniendo en cuenta el gran niumero de
genes analizados, el pequefio tamafio muestral, que sélo fue analizada una
variable (recaida si vs no) y el cardcter multifactorial de las recaidas

(interviniendo multitud de factores, no solo la coexpresion de estos genes).

Module-trait relationships

MEblue 0,15(0.D '
MEbrown -0,032(08)
MEblack 0.074(05) |—vea
VEturquoise 0.11(0.9
MEmagenta 0.038(0.7) -
MEred 0.17(0.2
MEgreen 0,13(0.D - 08
MEpurple 0.35(0.003)
MEgrey 0.25(0,07) .i -

Figura 28. Escala de correlacion y significacién de los distintas redes de coexpresion
génica encontrados en los 730 genes analizados en ambos grupos (recaida y no
recaida). A la izquierda se observan los nueve modelos encontrados de redes de
coexpresion. A la derecha se observa la escala de expresion diferencial, siendo 1 la maxima
correlacién positiva con la reida, O la nula relacién con la recaida y -1 la méaxima correlacién
negativa con la recaida. En la columna de en medio se observa la correlacion que tiene
cada modelo con la recaida y entre paréntesis la significacion estadistica. Como vemos sélo
el modelo MEpurple esta relacionado estadisticamente con la recaida (p = 0.003), con una
correlacién de 0.39.
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En la tabla 4 se representan los distintos genes incluidos en dicha red de
coexpresion obtenida de forma significativa (MEpurple), compuesto por 31
genes. Se representa la correlacion individual de cada gen con la recaida, de
forma independiente al resto de genes (GS.Recurrence), destacando
FOSL1, PLA2G10, CCNA1, PIK3CB, RRAS2, IL13RA2 cuyas correlaciones
individuales con la recaida son iguales o superior a 0.39 (con pvalue,
representado como “p.GS.Recurrence”, < 0.0032,), que corresponde con el
valor de correlacién del modelo en global con la recaida. Para el resto de

genes, la correlacién con la recaida fue inferior a dicho valor de 0.39.

También se representa el nivel de asemejacion de la expresion de cada
uno de los 31 genes con la media de expresion del modelo ME.purple
(MM.purple). Practicamente todos estos 31 genes se asemejan bastante a la
media de expresion del modelo (representado como MM.purple) de forma
estadisticamente significativo en todos los casos (como observamos en la

columna p.MM.purple).

Tabla 4. Caracteristicas de los genes que conforman el modelo de coexpresién ME.purple.

Genes GS.Recurrence p.GS.Recurrence MM.purple p.MM.purple
FOSL1 0,43 0.001 0,77 9,65 E-12
PLA2G10 0,42 0.002 0,77 1,28 E-11
CCNA1l 0,42 0.002 0,81 2,32 E-13
PIK3CB 0,42 0.002 0,82 3,29 E-14
RRAS2 0,41 0.002 0,86 5,61 E-19
IL13RA2 0,39 0,003 0,59 2,78 E-06
GADD45A 0,38 0.005 0,69 6,40 E-09
IL23A 0,38 0.005 0,77 8,58 E-12
FGF4 0,36 0.008 0,90 4,80 E-20
BDNF 0,34 0.012 0,71 1,27 E-09
PRKAR2A 0,32 0.019 0,81 1,16 E-13
MAD2L2 0,31 0.022 0,84 9,77 E-16
FGF19 0,31 0.024 0,79 7,23 E-13
NODAL 0,30 0.027 0,81 7,50 E-14
NRAS 0,30 0.028 0,80 6,60 E-13
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Continuacién Tabla 4. Caracteristicas de los genes que conforman el modelo de coexpresion
ME.purple.

CARD11 0,28 0.038 0,77 1,09 E-11
HDAC1 0,28 0.038 0,83 4,80 E-15
PDGFA 0,28 0.044 0,85 9,36 E-16
PTPRR 0,27 0.049 0,70 5,28 E-09
DUSP5 0,27 0.049 0,83 9,05 E-15
PTPN11 0,22 0.115 0,70 5,04 E-09
PBX3 0,21 0.128 0,58 5,02 E-06
FGFR4 0,20 0.155 0,80 2,75 E-13
SHC3 0,19 0.171 0,51 7,51 E-05
TFDP1 0,17 0.216 0,58 3,79 E-06
SPRY?2 0,14 0.305 0,61 7,98 E-07
PTCH1 0,13 0.337 0,41 0.002

SPRY4 0,13 0.354 0,73 2,71 E-10
LEFTY1 0,11 0.440 0,70 2,87 E-09
RPS6KAS -0.19 0.160 -0.57 6,07 E-06
ID4 -0.25 0.063 -0,67 3,45 E-08

GS.Recurrence: Correlacion individual de cada gen con la recaida vs no recaida.
p.GS.Recurrence: significacion para la correlacion GS.Recurrence.

MM.purple: Nivel de asemejacion de la expresion de cada gen con la expresion media del
modelo, es decir conectividad/importancia de cada gen dentro del modelo. Mientras mas alto es
el nimero absoluto, mayor es la contribucion de dicho gen en la red de coexpresién.
p.MM.purple: significacion de MM.purple.

En la figura 29 podemos observar como la mayoria de los genes del
modelo MM.purple tienen una alta correlacién individual con la recaida y

contribucion al modelo.
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Figura 29. Representacion de la correlacién individual de cada gen con la recaida, asi
como con el grado de asemejacion y contribuciéon de cada gen con el modelo. El eje Y
representa la correlacion individual de cada gen con la recaida y el eje X el grado de
asemejacion y contribucién de cada gen con el modelo. Vemos como la mayoria de los
genes se agrupan en el cuadrante supero-derecho (alta correlacion a la recaida vy
contribucién al modelo).

5. ANALISIS BIOINFORMATICO

Finalmente se llevd a cabo un analisis bioinformético usando distintas
herramientas con el objetivo de disminuir el ruido ocasionado por el alto
namero de variables analizadas (730 genes). Se usé nueve modelos de
clasificacion (representados en la tabla 5), los cuales comparten métricas
internas de seleccion de caracteristicas, fundamental para seleccionar los

genes con mayor capacidad predictiva.

Se realizaron simulaciones con cada modelo con una participacion del
70% de datos del conjunto de entrenamiento y un 30% del conjunto de
validacion. En cada modelo se entren6 con los 730 genes y, se selecciono
en cada una de las mil simulaciones realizadas con cada modelo, los 20
genes con mas relevancia de cada simulacién. La mediana del rendimiento
de cada modelo en las mil simulaciones realizadas con cada uno de ellos se
representd como el area bajo la curva (AUC) (valor mediano de la AUC

sobre las 1000 iteraciones), estando la mayoria en torno a 0.6 (valorando
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cada modelo individualmente). Los datos de entrada han sido meramente
normalizados. Niguna seleccion de marcadores ni procesado previo
adicional ha tenido lugar. Los modelos han sido ejecutados con los valores

defecto de los hiperparametros de la libreria scikit-learn.

Una guia adecuada para clasificar la precision indicada por la AUC seria

similar al sistema académico de puntuacion:

e 0.90-1.00: clasificador excelente (A)
e 0.80-0.90: clasificador bueno (B)

e 0.70-0.80: clasificador aceptable (C)
e 0.60-0.70: clasificador mediocre (D)
e 0.50-0.60: clasificador deficiente (E)

En la tabla 5 se representan los entrenamientos iniciales con los

resultados para cada modelo empleado (730 marcadores empleados).

Tabla 5. Resultados de AUC con los entrenamientos iniciales
en cada modelo.

MODELO AUC
Lasso 0.667
Ridge 0.639
Gradient Boosting 0.530
Random Forest 0.586
ExtraTrees 0.598
LogisticRegression 0.607
SGDC 0.607
PassiveAgressiveClassifier 0.614
SVR 0.653
Resultado referencia 0.607
(mediana AUC)

En la figura 30 vemos el nimero de genes seleccionados, con cada uno
de los criterios, en funcion del tamafio umbral empleado. Es decir, segun el
criterio de unanimidad (genes relevantes en todos los modelos, representado
en rojo) el numero de genes seleccionados variaba segun el namero de
genes empleados en la simulacién (a mayor numero de genes empleados

(tamafio muestral) mas genes seleccionados). Igual ocurre cuando
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empleamos el criterio de voto mayoritario (genes relevantes al menos en la
mitad de los modelos usados, representado en azul), donde a mas genes
empleados/estudiados mas genes seleccionados/mas genes se repiten

como destacados en al menos la mitad de los modelos usados.

(v ]

N de genes seleccionados

Tamano umbral de genes empleados

Figura 30. Representacién del nimero de genes seleccionados con cada uno de los
criterios en funcién del tamafio umbral empleado. Azul: genes seleccionados segin el
criterio de voto mayoritario, en funcion del tamafio umbral empleado. Rojo: genes
seleccionados segun el criterio de unanimidad, en funcién del tamafio umbral empleado.

La secuencia de genes en orden de importancia (voto mayoritario) resulta
ser: MPL, COL24A1, NR4Al, FOSL1, CREB5, FANCB, LAMB4, ZBTB16,
CALMLS.

A continuacién se realizé las mismas simulaciones con un conjunto
creciente de genes seleccionados, y se compard los resultados con los

mismos modelos utilizados sobre el conjunto total de genes (tabla 6).
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Tabla 6. Simulaciones con un nimero creciente de genes seleccionados y resultados
de AUC.

GENES MEDIANA AUC MEJORA (%)

SELECCIONADOS (AUC referencia 0.607)
MPL 0.519 -14%
MPL, Col24al 0.639 5%
MPL, Col24al, NR4Al 0.735 21%
MPL, Col24al, NR4A1, 0.708 17%
FOSL1
MPL, Col24al, NR4A1, 0.708 17%
FOSL1, CREB5
MPL, Col24al, NR4AL1, 0.736 21%

FOSL1, CREB5, FANCB

MPL, Col24al, NR4Al,

FOSL1, CREB5, FANCB, 0.757 25%
LAMB4

MPL, Col24al, NR4A1,

FOSL1, CREB5, FANCB, 0.763 26%

LAMB4, ZBTB16

MPL, COL24A1, NR4A1,

FOSL1, CREBS, 0.790 30%
FANCB, LAMB4, ZBTB16,

CALML3

Mayor cantidad de genes <0.790 < 30%

Pensando en identificar una dependencia entre la expresion de los genes
referencia y la recaida, habria que insistir en que no es una cuestién
facilmente abordable. Muchos de los modelos empleados son no-lineales y
los comportamientos que predicen son bastante mas complejos que una
relacion lineal basada en marcadores independientes. Ademas el analisis es
bastante dependiente del split. Sin embargo, y dado que el modelo Ridge
(lineal) presenta un buen comportamiento dentro de los modelos usados
sobre el conjunto limitado de genes de referencia (mediana AUC > 0.80)
parece relevante notar la dependencia que apunta sobre los genes y su
relacion con la recaida. Segun sus coeficientes, tendriamos que la recaida

es mas probable cuando se da la siguiente relacion para cada gen.

- MPL: sobreexpresion

- Col24al: infraexpresion
- NR4AL: sobreexpresion
- FOSL1: sobreexpresion

- CREBS: sobreexpresion
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- FANCB: sobreexpresion
- LAMBA4: infraexpresion

- ZBTB16: infraexpresado
- CALMLS: sobreexpresion

A la vista de los resultados concluimos que la expresion de los genes de
la lista ofrece una cierta capacidad predictiva en términos de recaida, con
una mejora de hasta un 30% de la mediana de la métrica AUC en el caso de
la utilizacion de nueve marcadores referencia (MPL, COL24A1, NR4A1,
FOSL1, CREB5, FANCB, LAMB4, ZBTB16, CALML3), aumentando el AUC
de 0.5 a 0.8. Interpretamos que la razén por la que los modelos funcionan
mejor seleccionando estos genes frente a los 730 totales se debe a la
eliminacién del ruido que suponen los restantes. Es interesante observar
que, si aumentamos el niumero de marcadores referencia, los resultados
comienzan a empeorar; posiblemente debido a la utilizacibn de otros
marcadores que suponen la introduccion de mas ruido que capacidad

predictiva.

6. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL DEL
MODELO DE NUEVE GENES

En las tablas 7 y 8 se muestran los valores absolutos del contaje de
expresion de ARNm (normalizados con los genes de referencia) de cada
uno de los nueve genes del modelo obtenido con el analisis bioinformético,

en el subgrupo sin recaida y con recaida, respectivamente.

En la tabla 9 se recogen las medias de expresion absoluta de estos
nueve genes del modelo obtenido con el analisis bioinformatico en la
poblacion global (con su rango de expresion), asi como, las medias de

dichos genes en el grupo de pacientes con recaida y sin recaida.

En la tabla 10 se representa los resultados del analisis estadistico t

student comparando las medias de los nueve genes del modelo obtenido
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con el analisis bioinformatico entre el grupo de pacientes que recaen y los
que no. La prueba de Levene para la igualdad de varianzas nos indica si
podemos o no suponer varianzas iguales. Si la probabilidad (sig) asociada al
estadistico Levene es > 0.05 suponemos varianzas iguales. Si la
probabilidad (sig) asociada al estadistico Levene es < 0.05 suponemos
varianzas distintas. Con estos resultados, obtenemos que los genes FOSL1
y ZBTB16 presentan medias de expresion diferentes entre los pacientes con
recaida y los que no, pero valorando cada gen independientemente. Para
FOSL1: p=0.001 (95% CI, 55.04 — 207.93), para ZBTB16: p = 0.005 (95% ClI,
(-117.20) - (-22.84)).

Tabla 7. Expresion génica en los pacientes SIN recaida.

Pacientes | CALML3 | Col24al | CREBS5 | FANCB | FOSL1 | LAMB4 | MPL | NR4A1l | ZBTB16
27 ** 20 36 72 55 24 4 5 130 20
28 40 8 55 40 54 7 17 114 8
29 22 41 197 92 75 11 14 440 131
30 44 60 568 573 294 20 32 656 53
31 17 104 375 444 66 11 29 940 315
32 25 262 275 90 146 11 23 251 68
33 13 28 121 197 72 7 15 287 151
34 28 50 360 140 117 16 69 555 329
35 21 86 149 119 43 10 16 790 11
36 8 62 201 338 178 15 12 638 51
37 11 6 73 81 125 3 10 68 11
38 30 60 209 149 197 10 64 287 160
39 27 44 187 133 51 10 25 316 58
40 28 160 508 255 212 14 21 399 36
41 9 180 259 243 56 6 12 172 106
42 11 93 447 313 163 16 12 334 159
43 23 21 52 129 22 6 8 112 45
44 34 96 257 262 180 14 26 590 329
45 35 48 255 269 117 8 18 148 127
46 8 43 324 472 119 16 10 602 183
47 20 31 154 184 127 15 24 353 342
48 17 102 103 628 45 8 24 299 131
49 19 118 317 242 112 30 18 260 188
50 6 241 508 183 47 22 18 542 86
51 7 55 169 196 124 10 13 244 200
52 5 47 230 132 59 8 20 169 296
53 15 82 256 66 295 13 30 368 40
54 13 133 755 188 65 37 31 497 307

Se representan los valores absolutos del contaje de expresién de ARNm (normalizados con los genes de
referencia) de cada uno de los genes del modelo obtenido con el analisis bioinformatico en la poblacion de

pacientes sin recaida.
** Paciente MSE por esclerosis lateral amiotréfica.
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Tabla 8. Expresion génica en los pacientes CON recaida.

Muestras | CALML3 | Col24al | CREB5 | FANCB | FOSL1 | LAMB4 | MPL | NR4Al | ZBTB16
1 10 19 136 316 239 4 11 166 26
2 38 40 302 213 105 5 29 122 25
3 23 29 327 359 152 7 19 113 43
4 21 14 59 89 31 3 16 124 18
) 26 73 326 365 393 4 23 522 36
6 ** 14 135 517 244 106 20 36 173 66
7 18 43 330 240 446 8 35 909 175
8 29 90 449 335 226 10 38 116 67
9 62 65 544 438 231 18 74 285 111
10 55 9 331 202 180 7 91 166 36
11 29 271 545 272 65 18 33 714 162
12 57 14 222 465 132 13 36 211 52
13 33 30 399 242 331 8 13 222 40
14 ** 54 98 175 348 101 12 40 233 64
15 41 22 255 303 458 7 53 187 49
16 15 3 28 11 18 1 10 28 6
17 44 43 141 42 110 5 24 1220 77
18 9 26 371 265 167 2 7 187 53
19 4 21 201 287 240 9 2 231 36
20 20 26 288 460 176 11 25 188 55
21 5 71 478 533 667 16 17 607 206
22 20 44 344 539 406 15 24 611 148
23 34 17 306 148 123 5 57 406 28
24 19 42 351 476 522 11 32 244 40
25 13 33 785 235 150 15 41 165 130
26 16 40 672 330 601 10 23 317 90

Se representan los valores absolutos del contaje de expresion de ARNm (normalizados con los genes de
referencia) de cada uno de los nueve genes del modelo obtenido con el analisis bioinformatico en la
poblacién de pacientes con recaida.

** Paciente MSE por esclerosis lateral amiotrofica.
*** Paciente VCE a fecha del Gltimo seguimiento que habia recibido seis lineas de tratamiento.

Tabla 9. Media y rango de expresién absoluta de cada uno de los nueve genes del
modelo obtenido con el andlisis bioinformatico.

Genes Media (rango) Media en grupo recaida vs no
recaida
CALML3 23.43 (4 -62) 27.27119.86
Col24al 66.94 (3 —271) 50.69/82.04
CREB5 302.19 (28 — 785) 341.62 / 265.57
FANCB 258.7 (11 — 628) 298.35/221.89
FOSL1 177.06 (18 — 667) 245.23/113.75
LAMB4 11.15 (1 -37) 9.38/12.79
MPL 26.39 (2 -91) 31.12/22

NR4A1l 352.37 (28 — 1220) 325.65/377.18
ZBTB16 107.04 (6 — 342) 70.73 / 140.75

99




Tabla 10. Andlisis comparativo de los nueve genes del modelo bioinformatico entre los dos grupos de
pacientes usando la prueba estadistica t student.

Prueba de
Levene para la Prueba T para la igualdad de medias
igualdad de
Genes varianzas
95% Intervalo de
Sig Diferencia | Error tip. confianza para la
F Sig. t Gl (bilateral) | de medias de la diferencia
diferencia | Inferior | Superior
CALML3
e esliin 5.73 0.02 1.97 52 0.05 7.41 3.76 -0.13 14.95
varianzas |gua|es
No se asumen
varianzas iguales 1.94 41.87 0.59 7.41 3.82 -0.30 15.12
Col24a1
el 1.44 0.24 -1.93 52 0.06 -31.34 16.26 -63.96 1.27
varianzas iguales
No se asumen
varianzas iguales -1.94 51.59 0.58 -31.34 16.16 -63.77 1.08
CREB5
el 0.01 0.96 1.61 52 0.11 76.04 47.25 -18.78 170.86
varianzas iguales
No se asumen
varianzas iguales 1.61 51.23 0.11 76.04 47.34 -18.98 171.07
FANCB
Se asumen 0.09 0.77 1.93 52 0.59 76.45 39.57 -2.95 155.85
varianzas |gua|es
No se asumen
varianzas iguales 1.94 51.99 0.58 76.45 39.43 -2.67 155.58
FOSL1
Se asumen 16.58 0.00 3.60 52 0.00 131.48 36.58 58.08 204.88
varianzas |guales
No se asumen
varianzas iguales 3.50 32.84 0.00 131.48 37.57 55.04 207.93
LAMBA4
Se asumen 0.75 0.39 -1.92 52 0.06 -3.40 1.77 -6.96 0.15
varianzas |guales
No se asumen
varianzas iguales -1.94 48.66 0.06 -3.40 1.75 -6.92 0.12
MPL
Se asumen 2.44 0.12 1.91 52 0.62 9.12 4,78 -0.47 18.70
varianzas |guales
No se asumen
varianzas iguales 1.88 44.94 0.66 9.12 4.84 -0.63 18.86
NR4A1
Se asumen 0.50 0.49 -0.75 52 0.46 -51.53 68.41 -188.79 85.74
varianzas iguales
No se asumen
varianzas iguales -0.75 47.51 0.46 -51.53 69.01 -19.03 87.27
ZBTB16
Se asumen 13.79 0.00 -2.93 52 0.01 -70.02 23.89 -117.96 -22.08
varianzas iguales
No se asumen
varianzas iguales -2.93 -3.00 0.01 -70.02 23.33 -117.20 -22.84
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Si observamos el mapa de calor con la expresion diferencial de los nueve
genes del modelo resultante del andlisis bioinformatico en la poblacién global
de 54 pacientes con TCGNS, no observamos un patron claramente distinto
entre los pacientes con recaida y los que no recayeron (figura 31). Entre los
mapas de calor en pacientes con recaida y sin recaida, observamos una
mayor expresion absoluta de los genes ZTBTB16 y NR4AL1l en los pacientes
sin recaida y de CREB5 en los pacientes con recaida (en comparacion al
grupo contrario) (figura 32 y 33).
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Figura 31. Mapa de calor de las 54 muestras de pacientes con TCGNS con los nueve
genes del modelo obtenido con el andlisis bioinformatico. Los dos grupos, recaida y no
recaida, no muestran ningun subconjunto claro de expresion génica diferencial.
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Figura 32. Mapa de calor de las 28 muestras de pacientes con TCGNS sin recaida con
los nueve genes del modelo obtenido con el analisis bioinformético. En comparacion
con el mapa de calor del subgrupo con recaida, observamos una mayor expresion absoluta
de los genes ZTBTB16 y NR4A1.
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Figura 33. Mapa de calor de las 26 muestras con TCGNS con recaida con los nueve
genes del modelo obtenido con el andlisis bioinformatico. En comparaciéon con el mapa
de calor del subgrupo sin recaida, observamos una mayor expresion absoluta de CREBS.
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RESULTADOS DE LA REVISION BIBLIOGRAFICA
“TERAPIAS DIANAS EN PACIENTES CON TUMORES
GERMINALES?” (6)

1. FAMILIA EGFR

Se ha observado expresion de EGFR en el 71% de los teratomas, 100%
en coriocarcinomas, 29% en carcinomas embrionarios y un 0% en
seminomas y tumor de yolk sac (95). Ademas la expresion de EGFR no
parece modificarse en los pacientes platino sensibles y refractarios,
indicando que esta expresion probablemente no influya en la adquisicion de

resistencia (272).

En el estudio preclinico de Juliachs et al. (2013), se observé que la
inhibicién de EGFR con gefitinib (molécula pequefia anti-EGFR) o cetuximab
(anticuerpo anti-EGFR) era inefectivo en la reduccién del tamafio tumoral,
mientras que con lapatinib (inhibidor dual de ErbB1 y ErbB2) si que se redujo
un 50% el crecimiento tumoral, bajo un 80% las células Ki67 positivas y se
aumentd la apoptosis en 3.5 veces (273). Esta en marcha y pendiente de
resultados el ensayo clinico NCT01962896 que estudia la combinacion de
erlotinib + sirolimus (anti-EGFR + inhibidor m-TOR) (274).

Hay muy poca experiencia con farmacos antiHER2 en TCG refractarios.
En un estudio preclinico con ratones con TCG sensibles y refractarios a
platino, se observé que la combinacion de pazopanib junto con lapatinib
disminuia el volumen tumoral en mayor medida que cuando se
administraban en monoterapia en ambas cohortes (platino sensible y platino
refractario) (275). En cuanto al tratamiento con trastuzumab solo hay datos

de casos clinicos aislados, con respuestas muy pobres (276).

2. PIBK/AKT/mTOR
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En los testiculos, el gen supresor tumoral PTEN esta altamente expresado
en las células germinales normales, mientras que estd ausente en un
porcentaje significativo de seminomas, carcinomas embrionarios y casi todos
los teratomas. La neoplasia de células germinales in situ expresa altos
niveles de PTEN, sugiriendo que la pérdida de la expresion PTEN esta
relacionada con la transicion a TCGT invasivo asi como con la progresion
tumoral. La inactivacion de PTEN esta asociado con la desregulacion de la
via PI3K/AKT y el aumento de mTOR (mammalian target of rapamycin). La
familia de proteinas TOR estd implicada en el control del inicio de la
transcripcion del ARNm, la organizacion del citoesqueleto celular, el trafico
de membrana, la formacién de ribosomas y la regulacion del crecimiento,
proliferacion y muerte celular. Everolimus es un inhibidor mTOR y, ademas
sensibiliza las células tumorales p53 wild-type (presente en la mayoria de los
TCGT) a la apoptosis inducida por cisplatino (91).

Mego et al. (2016) publicé los resultados de un ensayo clinico fase II,
donde 15 pacientes con TCG refractarios (al menos dos lineas previas
basadas en platino) se trataron con everolimus 10mg/dia hasta progresion,
toxicidad inaceptable o respuesta completa. Este estudio fallé6 en su objetivo
primario, que era la tasa de respuesta objetiva, no obteniéndose ninguna
respuesta completa ni parcial; aunque un paciente mantuvo una estabilidad
de la enfermedad durante 22.2 meses. La SLP a los tres meses fue del 40%,
con una mediana de SLP de 1.7 meses (95%, CI: 1.1 — 4) y una mediana de
SG de 3.6 meses (95%, CI: 2 — 11) (277).

En el ensayo clinico fase Il RADIT se trat6 con everolimus 10mg/dia a 22
pacientes con TCG refractarios (el 76% habian recibido cinco o mas lineas
de tratamiento previo). El objetivo primario fue la supervivencia libre de
progresion a la semana doce, que no se alcanzo, siendo del 0%. Tampoco
se obtuvo ninguna respuesta objetiva, Unicamente un paciente presentd
estabilidad de la enfermedad tras seis semanas de tratamiento. Las
medianas de SLP y SG fueron 7.4 semanas (80%, Cl: 4.9 — 7.6 semanas) y
8.3 semanas (80%, CI: 7.1 — 9.1 semanas), respectivamente (278).
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3. cKIT/STEM CELL FACTOR

La via cKIT/SCF es crucial para el desarrollo embrionario del testiculo y la
espermatogénesis (79). CKIT se expresa en una alta proporcién en tumores
germinales refractarios, presentandose en un estudio en un 48% de los
casos (11 pacientes positivos de 23). Sin embargo, la expresion del
protoncogén cKIT no se presenta de forma uniforme en todos los subtipos
histoldgicos, siendo su expresion mayoritaria en los seminomas (80 — 100%),
expresandose en un 7 — 48% en los no seminomas y, estando su expresion
ausente o casi ausente en el caso del coriocarcinoma y teratocarcinoma
(80-85).

Esta alta tasa de expresién de cKIT, abre la posibilidad de respuesta a
imatinib en tumores germinales. En un ensayo clinico fase Il se estudio la
expresion de cKIT mediante inmunohistoquimica en 18 pacientes con
tumores de células germinales refractarios, no subsidiarios de tratamiento
curativo con quimioterapia ni cirugia. Seis de los dieciocho pacientes (33%)
mostraron expresion positiva para cKIT y recibieron tratamiento con imatinib
oral 600mg/dia. No se obtuvo ninguna respuesta objetiva. Cinco de los seis
pacientes presentaron progresién tumoral en las primeras ocho semanas de
iniciar imatinib. El sexto paciente se trataba de una recaida tardia, a seis
afios de la Unica terapia previa con quimioterapia segun el esquema BEP
(bleomicina, etopdsido y platino) con cirugia de rescate; este paciente
presentd estabilidad tumoral con una disminucion mayor al 50% de AFP
durante tres meses antes de la progresion (279).

Otro estudio con imatinib incluyé siete pacientes (un TCGS y seis
TCGNS) quimiorefractarios cKIT positivos. ElI estudio se cerrd
prematuramente debido a la baja tasa de expresion cKIT (menor del 10% de
los pacientes estudiados inicialmente) y la ausencia de actividad antitumoral
(los siete pacientes presentaron una rapida progresion tumoral radiologica y
bioquimica, con una mediana de progresion de 34 dias) (280).

Una probable explicacién a esta ausencia de eficacia en los dos estudios
anteriores, es el hecho de que la mutacion mas frecuentemente encontrada
en los seminomas es en el exdn 17 (en los que no suele haber respuesta a

imatinib) y no en el exon 11, el cual es un factor predictivo positivo de
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respuesta (81,89). De ahi, que el estado mutacional del receptor cKIT
deberia analizarse antes de comenzar tratamiento con imatinib en los futuros
ensayos clinicos con pacientes con TCG.

Por otra parte, existen varios casos clinicos de pacientes con tumores de
células germinales refractarios cKIT positivo y respuesta a imatinib. Uno de
los casos trata de un varon de 24 afios con un seminoma puro metastasico
al diagnéstico (retroperitoneo, pulmon e higado) quimioresistente que recibid
una tercera linea con paclitaxel 150mg/m2 + oxaliplatino 100mg/m2 +
gemcitabina 800mg/m2 cada dos semanas junto a imatinib 400mg/dia
(debido a la intensa expresion positiva para cKIT). Tras el primer mes de
tratamiento ya se observo una respuesta parcial en pulmén y completa
bioquimica, la cual se mantuvo tras los seis ciclos de quimioterapia. El
paciente se someti6 a una cirugia de rescate, obteniendo Unicamente
necrosis en los hallazgos histopatoldgicos. Dicho paciente continuaba en
curso de imatinib y libre de enfermedad a los treinta y dos meses de la
cirugia (281). El otro caso clinico trataba de un paciente de 29 afios con
enfermedad retroperitoneal bulky al diagnéstico, que tras tres lineas de
tratamiento basado en platino recibié imatinib 400mg/dia tras constatar la
positividad para cKIT. Tras tres meses con imatinib, se observo respuesta
completa. A los veinticuatro meses del inicio del tratamiento con imatinib, el

paciente permanecia libre de enfermedad (282).

4. AGENTES ANTIANGIOGENICOS

Existen dos casos clinicos publicados con respuesta a bevacizumab en
pacientes con TCG refractarios. Uno de ellos recibié bevacizumab en
combinacion con ifosfamida a altas dosis, etopdsido y carboplatino
obteniendo una respuesta casi completa de las metastasis hepaticas, pero
con una SLP de sélo cinco meses (283). En el otro caso clinico se obtuvo
una estabilidad tumoral durante seis meses con bevacizumab vy, tras

suspender el mismo el tumor progresé (284).
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Por otra parte, existen los datos del ensayo clinico fase Il de oxaliplatino y
bevacizumab en pacientes con TCG refractarios, donde se obtuvo una
respuesta objetiva del 27.6% (ocho pacientes de veintinueve), incluyendo
una respuesta completa en un paciente durante mas de doce meses. Estos
pacientes habian recibido una media de cuatro lineas de quimioterapia
previas. La mediana de duracién de la respuesta fue de cinco meses (rango:
4 a 22 meses), con una mediana de supervivencia de ocho meses para la
poblacién global y de 17.5 meses para la poblacion respondedora. Sin
embargo, el objetivo principal del estudio no se alcanzd, con solo un
paciente libre de progresién a los doce meses. Esta combinacion fue bien
tolerada, con efectos adversos manejables. Al igual que sucede con el caso
publicado por Voigt et al., la contribucion de bevacizumab a la efectividad del
tratamiento no se puede determinar (285). Ademas, esta tasa de respuesta
no difiere de la que presenta oxaliplatino en monoterapia en pacientes TCG
refractarios (19 — 25%) y es inferior a la presentada con la combinacion de

oxaliplatino con gemcitabina, con o sin paclitaxel (46%) (286,287).

En otro estudio se trataron 43 pacientes con TCG (14% de los cuales eran
platino sensibles) con altas dosis de quimioterapia asociada a bevacizumab.
Recibieron un primer ciclo de gemcitabina, docetaxel, carboplatino y
bevacizumab seguido de un segundo ciclo con ifosfamida, carboplatino,
etopdsido y bevacizumab. Se obtuvo un 89% de respuesta objetiva (32%
respuesta completa (RC), 35% respuesta parcial (RP) menor, 22% RP
mayor). Hay que tener en cuenta en este estudio, ademas de la
heterogeneidad de la poblacién, la alta tasa de efectos adversos con cuatro
muertes relacionadas con el tratamiento (288).

A parte del uso de bevacizumab en pacientes con TCG refractarios,
también tenemos algunos datos del uso de talidomida en estos pacientes
(farmaco con propiedades antiangiogénicas, al inhibir el receptor VEGF). Un
ensayo clinico fase Il tratd quince pacientes con TCG refractarios con
talidomida, obteniendo una disminucion de los marcadores tumorales en
cinco pacientes (33%), pero sin llegar a obtener ninguna respuesta objetiva.
Esa respuesta bioquimica ocurrid6 en pacientes con baja carga tumoral,

enfermedad lentamente progresiva y AFP elevada (289). En el otro estudio,
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se trataron cuatro pacientes con TCG refractarios, con una media de siete
lineas previas (cuatro previas a cisplatino), con lenalidomida 25mg/dia los
dias 1-21 cada 28 dias (farmaco que entre otras mecanismos antitumorales,
inhibe la angiogénesis mediante el bloqueo de la migracién y adhesion de
células endoteliales asi como inhibiendo la formacion de microvasos). A
pesar del perfil de toxicidad aceptable, todos los pacientes progresaron en el
primer ciclo bioquimica y radiolégicamente, presentando una mediana de

supervivencia de ocho semanas (290).

5. INHIBIDORES MULTIPLES TIROSINQUINASA

En varios estudios se ha encontrado una expresion substancialmente
mas alta de VEGF y del factor de crecimiento derivado de las plaguetas
(PDGF) en los pacientes con TCG comparado con los tejidos normales,
sugiriendo que pueden jugar un papel importante en la angiogénesis,
progresion y metastasis tumoral (119,291).

Sunitinib es una pequefia molécula oral y potente inhibidor multirosin
quinasa de los receptores VEGF, PDGF, receptor del factor de células
madres (c-KIT) y receptor 1 del factor estimulador de colonia (SCF-1). En un
estudio con ratones con TCG sensibles y resistentes a cisplatino, se
agruparon los ratones en cuatro grupos (control sin tratamiento, con
sunitinib, con CDDP y con la combinaciéon de CDDP-sunitinib) y, se observo
unos mejores resultados en los animales tratados con la combinacion, con
una mediana de supervivencia de 13, 33, 36 y 47 dias en el grupo control,
grupo CDDP, grupo sunitinib y grupo de la combinacion respectivamente.
Ademas en la poblacion tratada se observo una disminucion del Ki67 y
CD31, indicando una disminucion de la proliferacion celular y de la
vasculatura tumoral. En la cohorte de ratones CDDP resistentes, se observo
Unicamente respuesta en el grupo con sunitinib y con CDDP-sunitinib,

aunque sin diferencias entre ambos grupos como era de esperar (292).

109



En un estudio de Oechsle et al. (2011), se trataron los pacientes con TCG
refractarios con sunitinib 50mg/dia durante 4 semanas en ciclos de 6
semanas. De treinta y dos pacientes evaluables, se obtuvo una respuesta
parcial en tres (9%) y la supervivencia libre de progresion en estos tres
pacientes fue de 5, 6.4 y 12.2 meses. La mediana de supervivencia libre de
progresion fue de dos meses (95% CI: 1.4 — 2.6), con una tasa de SLP a los
seis meses del 11%. La mediana de supervivencia global fue de 3.8 meses
(95% CI: 3 — 6.6), con una tasa de SG a los seis meses del 36.4% (293).

En otro ensayo clinico fase Il cinco pacientes con TCG seminomas y no
seminomas, refractarios a la primera linea de tratamiento, se trataron con
sunitinib 50mg/dia durante 4 semanas en ciclos de 6 semanas. Sélo un
paciente estaba libre de progresién a la semana doce (20%), manteniendo la
respuesta durante diecisiete meses con sunitinib (294).

En otro estudio con diez pacientes con TCG refractarios, Unicamente se
consiguio con sunitinib una estabilizacién de los marcadores tumorales como
mejor respuesta, ni siquiera el cambio de pauta de administraciéon de
intermitente (50mg/dia durante 4 semanas en ciclos de 6 semanas) a
continua (37.5mg/dia continuo) consiguié mejorar los resultados. Todos los

pacientes progresaron en los tres primeros ciclos (295).

Pazopanib es un inhibidor de mdultiples receptores tirosin quinasa,
incluyendo VEGFR, PDGFR y cKIT. Se emplea en mudltiples tipos de
carcinoma, fundamentalmente carcinoma renal y algunos tipos de sarcomas
de partes blandas y, debido a su mecanismo de accién, podria tener efecto
también en TCG. En un ensayo clinico fase Il se estudié cuarenta y tres
pacientes tratados con pazopanib con TCG refractarios. En este estudio el
51.2% habia recibido tres lineas de tratamiento previo y el 37.2% mas de
tres. Se obtuvo una reduccion de los marcadores en el 70.3% y una
respuesta parcial en dos pacientes (4.7%). Sin embargo, no se alcanzo el
objetivo primario que era la SLP a los tres meses, que fue del 12.8%. La tasa
de SLP a los seis meses fue sélo del 2.6% (95% CI: 0.4 — 178), mientras que
la tasa de SG a los veinticuatro meses fue del 14.2% (95% CI: 6 — 33.7)
(296). Como se menciono previamente, también tenemos los resultados del

estudio publicado por Juliachs et al. (2013) en el que ratones con TCG
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CDDP sensibles o refractarios, recibieron pazopanib en monoterapia o
asociado a lapatinib. El efecto fue mayor en los animales tratados con la

combinacion (275).

Respecto a sorafenib (inhibidor de multiples receptores tirosin quinasa
usado fundamentalmente en carcinoma renal avanzado, hepatocarcinoma y
carcinoma papilar de tiroides) tenemos los resultados de un estudio fase Il
donde se trataron dieciocho pacientes con TCGNS politratados (con una
mediana de tres lineas previas) con sorafenib 400mg dos veces al dia hasta
progresion o toxicidad inaceptable. Se obtuvo una disminucion de los
marcadores tumorales en ocho pacientes, con estabilidad radiolégica en tres
de ellos durante mas de 350 dias, aunque no se obtuvo ninguna respuesta
objetiva (297).

6. ANTI-PD1

El receptor de muerte programada 1 (PD-1, CD279) se expresa en la
superficie de células T activadas, células B y macréfagos. Su ligando, PDL1
(B7-H1, CD274), se expresa en células tumorales, macrofagos, células T y
otros ciertos tipos de tejidos (298). La interaccion de estas dos moléculas
regula la respuesta inmune de forma negativa, por lo que la expresion PDL1
es una via importante por la que las células tumorales suprimen la actividad
inmune antitumoral en el microambiente tumoral.

Existen dos estudios principales cuyos resultados nos sugiere que la
inhibicion de checkpoints inmunes puede tener un papel relevante en el
tratamiento de los TCG. Uno de ellos es el estudio de Fankhauser et al.
(2015), que report6 una mayor expresion de PDL1 en los TCG
(fundamentalmente en teratomas) que en tejidos testiculares normales (73%
en seminomas, 64% en no seminomas y, Sin expresion en su precursor
(NCGIS) ni en tejido testicular normal). Este estudio, ademas, afiade un
posible valor prondstico a la expresion PDL1 en dichos pacientes, asociando

una alta expresiéon PDL1 a peores caracteristicas clinicas y resultados en
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supervivencia (299). El otro estudio es el de Cierna et al. (2016), quien
obtuvo un 76% de expresion PDL1 en seminomas y un 89% en no
seminoma, asociando también caracteristicas de peor prondstico a la
expresion PDL1 (incluyendo = 3 sitios metastasicos, marcadores tumorales
elevados y/o metéastasis viscerales no pulmonares). En este ultimo estudio,
los pacientes con PDL1 bajo (score < 10 (basado en la extension e
intensidad de la tincion)) obtuvieron mejores resultados en SLP (HR 0.4,
95% CI: 0.16 — 1.01, p = 0.0081) y SG (HR 0.43, 95% CI: 0.15 — 1.23,
p=0.0397) que aquellos con PDL1 mas alto (score = 10). En el analisis
multivariante, la expresion PDL1 s6lo se asocié de forma independiente con
la SLP (independientemente de la clasificacion IGCCCG). En este estudio, a
diferencia del estudio de Fankhauser, la subpoblacion con niveles mas altos
de PDL1 eran los coriocarcinomas (300).

Zschabitz et al. (2017) reviso retrospectivamente los pacientes con TCG
refractarios tratados con anti-PD1 (nivolumab o pembrolizumab). De siete
pacientes, cuatro pacientes progresaron rapidamente tras el primer ciclo y
tres pacientes recibieron al menos seis meses de tratamiento con anti-PD1.
De estos tres pacientes respondedores, un paciente (tras cuatro ciclos de
quimioterapia a altas dosis-autotrasplante de células madres, asi como,
GOP) presentd una pseudoprogresion tras dos ciclos de pembrolizumab por
lo que continué con nivolumab hasta un nimero de diez ciclos, que fue
cuando se confirm6 la progresion. En el momento de la publicacién, este
paciente aun seguia vivo (tras diecinueve meses de iniciar el tratamiento
anti-PD1). No se puede concluir en este paciente si esa lenta evolucion es
fruto de la efectividad del tratamiento anti-PD1 recibido, o bien, de una lenta
evolucion tumoral basal. En los otros dos pacientes respondedores, si que
se observo una larga respuesta tumoral. Uno de ellos, con PDL1 60% vy tras
varias recaidas previas (inclusive HDCT-ASCT), recibi6 7.6 meses de
nivolumab y en el momento de la publicacidon continuaba con el mismo. El
otro paciente, con PDL1 70% y no candidato a tratamiento con HDCT-ASCT,
tras varios tratamientos previos (incluyendo GOP vy sunitinib) recibid
pembrolizumab junto con etopdsido; tras tres meses se suspendid etoposido
y se continuo con pembrolizumab en monoterapia. Este ultimo paciente tras

el ciclo numero quince continuaba manteniendo una respuesta casi
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completa. Al mes numero diciseis se decidid suspender el tratamiento y
observar, y cuatro meses tras la interrupcion el paciente progresé y se
reinicié nuevamente pembrolizumab (301).

También existen datos negativos con anti-PD1, como los resultados de un
estudio en el que se incluyeron doce pacientes con TCGNS refractarios, de
los que Unicamente dos pacientes eran PDL1 positivos. Se trataron con
pembrolizumab y ningun paciente consiguio una tasa de respuesta objetiva.
Solo dos pacientes obtuvieron estabilidad de la enfermedad, en la semana
veintiocho y diecinueve (ambos PDL1 negativos), aunque con elevacion
progresiva de marcadores tumorales (302).

Estos datos nos llevan a considerar los inhibidores de checkpoints
inmunes como potenciales tratamientos efectivos en pacientes con TCG
seleccionados. Para aportar mas evidencia a estos resultados, estd en
marcha el ensayo clinico fase Il con pembrolizumab (NCT02499952) en
pacientes con TCG refractarios y el ensayo clinico de la combinacion de

ipilimumab con nivolumab en pacientes con tumores raros (NCT02834013).

7. INHIBIDORES DE CICLINAS

Aunque los TCG indiferenciados (como los carcinomas embrionarios)
apenas expresan pRB, los TCG mas diferenciados como los teratomas han
demostrado presentar altos niveles de expresion de pRB (72,73). Luego la
inhibicion selectiva de CDK 4/6 pudiese tener un papel en la inhibicion de
teratomas en crecimiento.

Tenemos disponibles los resultados de los ensayos clinicos fase 1y Il de
Vaughn et al. (2009) con inhibidores de ciclinas. En el ensayo clinico fase |
tres pacientes con teratomas en crecimiento irresecables recibieron
palbociclib. El primer paciente recibié 150mg/dia durante 21 dias en ciclos
de 28 dias, consiguiendo estabilidad tumoral durante 18 meses. El segundo
paciente, que recibié 200mg/dia durante 14 dias en ciclos de 21 dias, obtuvo
una respuesta parcial durante mas de 22 meses. El tercer paciente, con

125mg/dia durante 21 dias en ciclos de 28 dias, obtuvo estabilidad de la
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enfermedad durante mas de 24 meses (303). Es decir, estos datos ponen de
manifiesto que probablemente la inhibicion de las ciclinas 4/6 tenga su papel
en aquellos tumores de células germinales con expresion de pRB.

En otro ensayo clinico fase Il, se administré a veintinueve pacientes con
TCG refractarios, incurables y con expresion de pRB por IHQ, palbociclib
oral 125mg/dia durante 21 dias en ciclos de 28 dias. El objetivo primario fue
la SLP a las veinticuatro semanas, alcanzdndose con una tasa del 28 %
(90% CI: 15% - 44%). De los once pacientes con teratomas, cinco estaban
libres de progresion a la semana veinticuatro (uno de ellos con afectacion del
sistema nervioso central y médula espinal) y, a la semana ochenta aun tres
pacientes con teratomas estaban libres de progresion. De los diez pacientes
con teratomas con transformacion maligna, dos estaban libres de progresion
a la semana veinticuatro y de los ocho pacientes con TCG no teratoma, solo
un paciente alcanzé la SLP a la semana veinticuatro. La mediana de SLP en
el grupo de pacientes con teratomas, teratomas con transformacién maligna
y TCG no teratoma fue de 23, 18 y 5 semanas, respectivamente. A pesar de
estos resultados prometedores en la poblacion de teratomas con o sin
transformacién maligna, no se obtuvo ninguna tasa de respuesta objetiva
segun criterios RECIST en la poblacibn global. La toxicidad fue
principalmente hematol6gica, fundamentalmente neutropenia (43% grado
3/4), aunque solo un paciente presentd una neutropenia febril y fue no

complicada (304).

8. INHIBIDORES PARP

Aln no tenemos resultados de ensayos clinicos con la inhibicién de esta
via en TCG, unicamente los datos preclinicos del estudio de Guggenheim et
al. (2008), donde una poblacion celular con carcinoma testicular (NTera2)
tuvo una alta sensibilidad a la inhibicion de PARP-1 (305).
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Esta en marcha un ensayo clinico que trata con olaparib a pacientes con
TCG refractarios (NCT02533765), cuyos resultados nos ayudard a conocer

mejor el papel de esta via en estos pacientes.

9. MET/HGF
La expresion de MET se ha detectado por IHQ en un 67% de los TCG. A

partir de estos datos, surge la idea del posible efecto antitumoral de una
diana anti-MET. Ya tenemos disponibles los datos del ensayo clinico fase Il
con tivantinib (anti-receptor tirosinquinasa MET), en el que se tratd a
veintisiete pacientes con TCG (93% no seminoma) refractarios con tivantinib
360mg dos veces al dia. De veinticinco pacientes evaluables, no se obtuvo
ninguna tasa de respuesta objetiva, la mejor respuesta fue estabilidad
tumoral en cinco pacientes. La mediana de SLP fue de un mes, la tasa de
SLP a la semana doce fue del 21% y la mediana de SG fue de seis meses.
El farmaco fue bien tolerado, exceptuando una neumonia grado 3 y un
sincope grado 3. En este estudio, sin embargo, soOlo seis pacientes
expresaban MET y ademas de forma muy débil (+1) (ninguno tenia una alta
expresion MET (+3)) (306). Luego para proximos estudios habria que tener

en cuenta la expresion MET como criterio de inclusion.

10. CD30

Los linfomas de Hodgkin, linfomas anaplasicos de células grandes y
carcinomas embrionarios se caracterizan histopatologicamente por la
expresion de CD30. Brentuximab es un anticuerpo conjugado formado por
un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD30 (inmunoglobulina G1 [IgG1]
guimérica recombinante, producida mediante tecnologia de ADN
recombinante en células de ovario de hamster chino) que se une de forma
covalente a MMAE (agente antimicrotubulos monometil auristatina E). Este
farmaco fue aprobado en 2011 para el tratamiento del linfoma de Hodgkin
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recidivante. Actualmente se investiga dentro del ensayo clinico fase Il
(NCT01851200) de Necchi A et al. (2016), en el que se han publicado los
datos de nueve pacientes con TCG refractarios CD30+ tratados con
brentuximab 1.8mg/kg iv trisemanal. De estos pacientes, tres pacientes
habian recibido dos lineas previas y el resto al menos tres lineas previas. Se
obtuvo un 22.2% de tasa de respuesta objetiva (una respuesta completa y
una respuesta parcial (superior al 80%)), una disminucién del 44% de los
marcadores tumorales tras el segundo ciclo, pero sin embargo la SLP a los
tres meses fue solo del 11% (95% CI: 0.6 - 38.8) y la SG a los seis meses
del 85.7% (95% CI: 33.4 — 97.9). No hubo discontinuaciones en el
tratamiento por toxicidad. Ademas de la actividad antitumoral, se observo un
efecto inmunomodulador con reduccion de las células T activadas,
granulocitos y células dendriticas maduras, asi como un aumento de células
dendriticas inmaduras (307).

Disponemos también de los resultados del ensayo clinico fase Il de Albany
et al. (2013) (NCT01461538), en el que se tratd con brentuximab a tres
pacientes con carcinoma embrionario CD30 positivos politratados (dos
pacientes como tratamiento de cuarta linea y uno como tratamiento de
tercera linea). Un paciente consiguié una respuesta parcial bioquimica
(mediante BHCG) y radiolégica tras dos ciclos, con posterior progresion; otro
paciente obtuvo tras dos ciclos una respuesta parcial radiolégica pulmonar y
mediastinica (manteniendo los marcadores negativos desde el inicio) y el
tercer paciente consigui6 una respuesta bioguimica con estabilidad

radioldégica a los dos ciclos (308).
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Los tumores de células germinales testiculares son el tumor sélido mas
frecuente en varones adolescentes y adultos jovenes y, constituyen uno de
los tumores malignos con mas alta tasa de curacion debido a su alta
sensibilidad a la quimioterapia basada en platino, de forma que solo un 3 -
5% de los pacientes con TCGT moriran directamente por el tumor (19-21).
Sin embargo, los pacientes que recaen tras segunda linea de tratamiento
tienen un prondéstico desfavorable, sin opcion curativa cuando no es posible
la reseccion quirdrgica (309). De forma que el 15-20% del global de
pacientes metastasicos no dispondran de opciones terapéuticas curativas,
de ahi la importancia del desarrollo de terapias diana en este grupo de
pacientes (6,271).

Las terapias con farmacos frente a dianas especificas estan modificando
el paradigma del tratamiento de multiples tumores sélidos tras la seleccion
de los pacientes que pueden beneficiarse. Tras una exhaustiva revision
bibliogréfica, en el caso concreto de los TCG, dado el escaso numero de
pacientes que recaen y la heterogeneidad de la poblacion, parece que
ninguna terapia diana ha demostrado una razonable efectividad (6). La
ausencia de informacién al respecto podria deberse, en primer lugar, a la
diversidad de subtipos histolégicos en los tumores de células germinales, en
segundo lugar, a la dificultad para reclutar un nimero suficiente de pacientes
en los ensayos clinicos debido al bajo porcentaje de pacientes con TCG
refractarios y, en tercer lugar, a que son pacientes altamente pretratados y
de mal pronéstico. Todo ello conduce a que los resultados con terapias
diana que se han llegado a observar en modelos preclinicos raramente se
han trasladado a un beneficio en la practica clinica. El futuro de la
investigacion radica en una adecuada seleccion de los pacientes basado en
un perfil molecular concreto que permita identificar factores pronosticos de

recaida, predictivos de respuesta y de resistencia a farmacos diana.

Tras lo anteriormente expuesto, en este trabajo se planted realizar un
estudio focalizado en encontrar un modelo de expresion génica diferencial
gue permitiese seleccionar, de forma mas fidedigna, pacientes con TCGT
con una alta tasa de recaida, con mayor sensibilidad y especificidad que los

datos anatomopatolégicos prondsticos convencionales. Para homogenizar

119



la muestra, el estudio se ha centrado en tumores no seminoma sSin
tratamiento adyuvante tras orquiectomia. De esta forma, se podrian
identificar a los pacientes con TCGNS con un alto riesgo de recaida, a los
cuales administrar tratamiento quimioterapico adyuvante disminuyendo la
probabilidad de recaida y, por tanto, el riesgo de pertenecer en un futuro al
grupo de pacientes metastasicos que recaen mas alla de la segunda linea,
donde las opciones terapéuticas curativas son escasas Yy la terapia diana
esta en fases muy precoces de investigacion con datos desfavorables en la

mayoria de los casos.

Respecto a los TCGNS estadio I, el 70% se curan con solo orquiectomia
(2). Este hecho junto a la supervivencia causa especifica a largo plazo
superior al 99% (146,147), hace que la administracion de un tratamiento
adyuvante en toda esta poblacion suponga el sobretratamiento de un
subgrupo demasiado amplio. Por lo que hasta dia de hoy, la actitud a seguir
tras orquiectomia se basa en el riesgo de recaida basado en factores
anatomopatologicos. El factor predictor de enfermedad micrometastésica
mas ampliamente validado es la infiltracidn linfovascular y, en segundo lugar,
la predominancia del subtipo histolégico carcinoma embrionario
(2,146,147,150-152).

Los TCGNS estadio | sin ningun factor de riesgo (generalmente en
funcién de la presencia o ausencia de infiltracion linfovascular) se consideran
de bajo riesgo, con una tasa de recaida del 10 - 14% tras orquiectomia. La
mayoria de las guias recomiendan en estos casos vigilancia activa. En el
caso de TCGNS estadio | con infiltracién linfovascular (asociado o no a la
predominancia de carcinoma embrionario), se consideran de alto riesgo,
presentando en la mayoria de los estudios un riesgo de recaida del 50%
aproximadamente (2,146,147,150-152). En este subgrupo, son opciones
tras orquiectomia equiparables en tasas de supervivencia, el tratamiento
quimioterapico adyuvante, la linfadenectomia retroperitoneal y la vigilancia
activa. El tratamiento adyuvante quimioterapico supondria el
sobretratamiento del restante 50% que no recaeran a pesar de ser TCGNS
estadio | de alto riesgo. El tratamiento quimioterapico adyuvante mas
ampliamente aceptado es BEP un ciclo, el cual reduciria la tasa de recaida a
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por debajo del 10% en la mayoria de los estudios, mientras que BEP dos
ciclos lo reduciria a por debajo del 3% (181). No se ha llegado a comparar
directamente BEP uno vs dos ciclos, por lo que desconocemos hasta qué
punto es beneficioso disminuir mas audn la tasa de recaida con BEP dos
ciclos, teniendo en cuenta la excelente supervivencia causa especifica en
ambos casos Yy la posible mayor toxicidad a largo plazo con dos ciclos de
BEP adyuvante. Teniendo en cuenta que la mayoria de las recaidas de los
TCGNS estadio | se presentan con elevacion de marcadores tumorales y
tienen lugar mayoritariamente en los dos primeros afios, con una mediana
de tiempo a la recaida de 6.3 meses, hace bastante factible la opcion de la
vigilancia activa tanto en el subgrupo de bajo como de alto riesgo, siempre y
cuando el paciente conozca el beneficio y riesgo de la vigilancia activa, las
posibles complicaciones de un tratamiento adyuvante y que sea capaz de

adherirse a un seguimiento estrecho.

1. Revision en laliteratura de estudios de expresiéon génica en TCG

En los ultimos afios, el desarrollo biotecnolégico ha permitido desarrollar
firmas de expresidbn génica pronosticas y predictivas de respuesta en
distintos tipos de tumores malignos, sin embargo, en el caso de los TCG aln
estd en fases precoces de investigacion debido a la baja incidencia de los
TCG y la amplia variedad de subtipos histolégicos, aun sin evidencia

cientifica suficiente como para su aplicabilidad en la practica clinica habitual.

Los modelos de expresion génica en TCG como factores de mal
prondstico y/o predictores de respuesta se han centrado en pacientes con
estadios avanzados, sin existir hasta la fecha ningiin modelo publicado con
pacientes con TCGT con uUnicamente estadios iniciales. El estudio de
Korkola et al. (2015) identific6 un modelo de expresion génica predictivo de
respuesta en los pacientes con TCG avanzados tratados con esquema de
quimioterapia basada en platino. Se identifico 14 regiones genomicas
relacionadas negativamente (excepto una) con la SLP a 2 afos. Estas
regiones incluian la ganancia del cromosoma 14 y pérdida en los

cromosomas 1, 4 y 9, incluyendo los siguientes genes: ACTN1, ALDHG6A1,
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CPEB2, DLST, FBXL5, PGF, MED6, SGPP1 y SYNPO2. Este modelo
clasificd correctamente al 64 — 79.6% de los pacientes en el grupo de
validacion (54 TCGNS), siendo uno de los factores prondsticos
independientes en el analisis multivariante. Cuando se us6 este modelo en
los pacientes de alto riesgo (intermedio/mal pronéstico segun IGCCCG) se
encontraron diferencias significativas en supervivencia, de forma que esta
firma génica podria tener utilidad en la estratificacion de los pacientes con
TCG de alto riesgo (210).

En otro estudio se identificaron 140 genes relacionados con la
supervivencia global a 5 afios en la muestra de entrenamiento (compuesta
por 74 TCGNS), clasificando correctamente al 90% de los pacientes del set
de validacién (34 TCGNS). De estos genes, obtuvieron un modelo de 10
genes (STX6, CFLAR, FNBP1, ITSN2, SYNE1, MAP3K5, PTGDS, PXMP2,
IRAK4, RABGAP1L) con una exactitud predictiva de 0.66 en la cohorte de
entrenamiento y un indice de concordancia del 0.83 en la corte de
validacion. Aquellos pacientes en los que se predijo mejores resultados,
tuvieron supervivencias mas largas (<0.001). En este estudio se observo que
los genes relacionados con la respuesta inmune se expresaban en mayor
medida en los pacientes con buen prondstico, incluyendo los genes
relacionados con las células T (ITGB2, CXCL12, PTPRC, SYK), células B
(BLNK, IGKC, IGJ, IGHM, IGHAL, IGL, IGKV1-5, IGLV23-25), activacion del
complemento (C1S, C1R, C7) y otras funciones inmunes (IL6R, IFI16,
MNDA, TNFSF13B, HLA-DPAL). Por el contrario, los genes relacionados
con la diferenciacién celular se expresaban en mayor medida en los
pacientes de peor pronéstico (BMP7, NRCAM, MDK, SOX11, OTX2, ZIC1,
PCDHB14, PLXNA2) (207).

La aplicacion de estos modelos génicos predictivos en la practica clinica
habitual para la evaluacion clinica de los pacientes con TCGNS avanzados,
podria mejorar la prediccion de los resultados a los tratamientos asi como
identificar posibles terapias diana efectivas. Sin embargo, hasta dia de hoy
no disponemos de un modelo de expresidn génica que nos permita
identificar aquellos pacientes con TCGNS estadio | sometidos a

orquiectomia y con alto riesgo de recaida, con mayor sensibilidad y
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especificidad que el factor anatomopatolégico mas ampliamente aceptado
hoy dia, la infiltracion linfovascular, la cual predice un 50% de recaida

aproximadamente cuando esta presente.

Respecto a la prediccion de la recaida desde el punto biomolecular, solo
disponemos de los datos del microARN 371. Por un lado, Dieckman et al.
(2019) estudié el papel de la presencia del microARN 371 en plasma en 258
varones controles y 616 varones con TCG (257 TCGNS, 359 TCGS) estadio
I (n=371), con enfermedad avanzada (n=201) o en recaida a un tratamiento
previo (n=46). En el diagndstico inicial del TCG, la expresion en sangre de
microARN 371 presentaba una sensibilidad, especificidad y valor predictivo
positivo del 90.1%, 94% y 97.2% en la prediccion de la enfermedad tumoral,
mientras que AFP, BHCG y LDH mostraron una sensibilidad solo
ligeramente superior al 50% en TCGNS. En todos los subtipos histologicos,
excepto en teratomas, los niveles de expresion de microARN 371 se

relacionaban con el estadio, carga tumoral y respuesta al tratamiento (310).

Por otro lado, Nappi et al. (2019) estudi6é los niveles de expresion de
microARN 371 en una cohorte de 111 pacientes con historia previa o con
diagnéstico de novo de TCG. El 96% de los casos con enfermedad tumoral
activa (44/46) expresaban microARN 371. Con una mediana de seguimiento
de 15 meses, la especificiadad, sensibilidad, valor preditivo positivo y
negativo de la expresiéon de microARN 371 en plasma para la presencia de
enfermedad tumoral activa fue del 100%, 96%, 100% vy 98%,
respectivamente (311). Esto posiciona a microARN 371 en los TCG como un

marcador tumoral mas fidedigno que los clasicos (LDH, AFP, BHCG).

Por tanto, la determinacién de microARN 371 en los pacientes con TCGT
sometidos a orquiectomia podria tener su utilidad en la deteccion de
aguellos pacientes con un estadio superior a | y, en consecuencia, con
enfermedad tumoral activa y por ello candidatos a un tratamiento
guimioterapico adyuvante con un riesgo infimo de sobretratamiento en la
poblacion que nunca recaeran (valor predictivo positivo del 100% segun el
estudio de Nappi). También la determinacion de microARN 371 podria tener

su papel en la determinacion de la viabilidad tumoral tras un tratamiento
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quimioterapico en pacientes con TCGT en recaida, pudiendo evitar la cirugia
de rescate de masas residuales.

Hasta dia de hoy, sin embargo, no se ha realizado ningun estudio
centrandose en la busqueda de un modelo génico que prediga el riesgo de
recaida de los TCGNS estadio | tras orquiectomia de forma mas fidedigna
que con los factores anatomopatoldgicos conocidos, permitiendo una mejor
estratificacion del riesgo de recaida secundario al mejor conocimiento de la
biologia molecular del tumor. De este modo se evitarian toxicidades a corto y
largo plazo (cardiovascular, esterilidad, segundas neoplasias) asociadas a
un tratamiento quimioterapico o0 quirdrgico complementario a la
orquiectomia, junto a la disminucion de los costes econdémicos y mejora de la

calidad de vida de los pacientes.

2. Discusion de los resultados obtenidos del estudio de expresion génica
en TCGNS

En este trabajo, se ha seleccionado una cohorte homogénea de
pacientes (TCGNS estadio | sin quimioterapia adyuvante) estudiando una
gran cantidad de genes (730) en cada paciente, teniendo en consideracion
las caracteristicas anatomopatoldégicas como la infiltracibn vascular y
presencia de carcinoma embrionario. La infiltracion linfovascular sélo estaba
presente en cuatro pacientes (tres de ellos sin recaida y uno con recaida),
debido a que cuando estaba presenta la practica totalidad de los pacientes
optaban por el tratamiento quimioterapico adyuvante para reducir el riesgo

de recaida y con ello la no posibilidad de su inclusion en este estudio.

En la mayoria de los casos, la presencia de carcinoma embrionario
reflejaba en los informes anatomopatolégicos como presente/ausente, sin
cuantificarse porcentajes dentro de los TCGNS mixtos. Coincidiendo con la
literatura, en nuestro estudio se observa una mayor tendencia a la presencia
de carcinoma embrionario en los pacientes con recaida, muestra de ello es
que estaba presente en el 100% de los TCGNS mixtos con recaida y en el
82% de los TCGNS mixtos sin recaida y, ademas el 100% de los TCGNS
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puros con recaida estaban formados por carcinoma embrionario versus el

67% de los casos sin recaida.

En cada uno de los 54 pacientes con TCGNS incluidos (28 sin recaida y
26 con recaida) analizamos, mediante el modelo PanCancer, la expresion
génica de los 730 genes de las principales rutas canodnicas del cancer
(MAPK, STAT, PI3K, RAS, Notch, HedgeHog, ciclo celular, apoptosis, Wnt,
reparacion de dafios del ADN, regulacion transcripcional, modificacion de la
cromatina y TGF-B). En el analisis de expresion diferencial no encontramos
ningun gen con expresion diferencial entre el grupo recaida y no recaida, de
forma estadisticamente significativa, pero sin embargo si encontramos un
conjunto de genes que se aproximaban a la significacion estadistica y
parece ser que ejercen un papel clave en el desarrollo y diseminacion de los
TCGNS (AKT3, BAIAP3, ZBTB16, RASGRP1, KIT, IL13RA2, ITGAS,
ACVR1B, TGFB3, HHEX, CCNA1, NR4A1l, PLA2G10, FGF7, GADD45A,
MMP9, TGFB2, RRAS2, CDC7, CCNBL1).

3. Discusion de los resultados obtenidos del estudio de red de

coexpresion

Por otro lado, obtuvimos un modelo constituido por 31 genes con
expresion diferencial homogénea en los grupos recaida y no recaida,
pudiendo por tanto formar dichos genes parte de una red de coexpresion
relacionada con la recaida en los pacientes con TCGNS (p=0.003), con una
correlacion con la recaida de 0.39. Este 0.39 es un valor significativo e
importante, teniendo en cuenta el gran nimero de genes analizados, el
pequefio tamafio muestral, que sélo fue analizada una variable (recaida si vs
no) y el caracter multifactorial de las recaidas (interviniendo multitud de
factores, no solo la coexpresion de estos genes). De los 31 genes del
modelo de red de coexpresion destacan aquellos con una correlacion
individual con la recaida igual o mayor a 0.39 (equivalente a la correlacion
del modelo global con la recaida) (FOSL1, PLA2G10, CCNA1, PIK3CB,
RRAS2, IL13RA2). Ademas, cinco de los treinta y un genes del modelo de

red de coexpresion presentan una expresion diferencial proxima a la recaida
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(IL13RA2, CCNA1l, PLA2G10, GADD45A y RRAS2). Como podemos
observar, de los cinco genes del modelo de red de coexpresion con
expresion diferencial proxima a la significacion cuatro presentan una

correlacion individual con la recaida superior a 0.39.

Merece mayor detenimiento el estudio de FOSL1, gen de nuestra red de
coexpresion con mayor correlacion con la recaida (0.43, p=0.001) y cuarto
gen en importancia dentro del modelo de nueve genes obtenido con el
analisis bioinformético. FOSL1 es el gen codificante de la proteina Fra-1
(antigeno relacionado con FOS1), localizado en el cromosoma 11 (11g13.1)
y miembro de la familia de factores de transcripcion AP-1 (complejo
activador de proteina 1), los cuales estan implicados en la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular. Las proteinas FOS (c-Fos, FosB, Fra-1,
Fra-2) pueden solo heterodimerizar con miembros de la familia Jun, y tanto
los homodimeros Jun como los heterodimeros Jun-FOS pueden regular la
transcripcion de genes a través de su interaccion con el ADN, aunque los
heterodimeros Jun-FOS son més estables que los homodimeros Jun y, por
tanto, mas eficientes en el control transcripcional. Las proteinas de Jun y
FOSL1 pueden formar el complejo AP-1, donde FOSL1 es la proteina
predominante que contribuye a la actividad de AP-1. Miembros de la
proteina FOS tienen un papel fundamental en la proliferacién vy
diferenciacion celular de tejidos normales, asi como, en la transformacion y
progresion tumoral. La funcion de AP-1 se ha relacionado principalmente con
la proliferacion y progresion tumoral, a través de la activacion MAPK
(312,313) pero hay evidencia creciente de que AP-1 puede tener también un
importante papel en la muerte celular (314). AP-1 se une a regiones
promotoras de genes especificos, convirtiendo sefales extracelulares en

cambios en la expresion génica (315).

FOSL1 es un protooncogén, que se encuentra normalmente ausente en
las células epiteliales normales y cuya sobreexpresion puede tener un papel
esencial en la carcinogénesis de multiples carcinomas, incluyendo el
adenocarcinoma de colon, ovario, mama, SNC, tiroides, cabeza y cuello,
pulmon y esofago (316-320). La sobreexpresion de Fra-1 provoca una
reduccion de la apoptosis, a través del incremento del potencial de la
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membrana mitocondrial (AWm), la disminucion de ROS (reactive oxygen
species) y de las concentraciones de calcio iénico (321).

En el carcinoma de mama, FOSL1 afecta a la morfologia y motilidad
celular, asi como al potencial invasivo de las células. En un estudio con 70
carcinomas de mama y 30 lesiones benignas de mama, se observé que Fra-
1 se encontraba sobreexpresada en el nucleo en todas las muestras de
carcinoma. En la mayoria de los fibroadenomas también se expresaba pero
en este caso tanto en el ndcleo como en el citoplama y el nimero de células
positivas fue menor que en el caso de los carcinomas, mientras que el tejido
normal mamario no mostré ninguna expresion de Fra-1. Esto pone de
manifiesto el importante papel de Fra-1 en el proceso de transformacion
celular, pudiendo ser considerado como un marcador Gtil de neoplasias
mamarias e hiperplasias (322). La alta expresion de Fra-1 se ha asociado
en el carcinoma de mama con un fenotipo mas agresivo, como son los casos
con receptores estrogénicos negativos y los casos mas indiferenciados
(323).

En tejidos con carcinoma gastrico, la sobreexpresion de Fra-1 se ha
relacionado con la infraexpresion de PI3K/AKT y p53, asi como con la
sobreexpresion de MDM2 (murine doble minute 2), activando mecanismos
comunes de las células neoplasicas para la proliferacién y evasion de la
muerte celular programada (324). Como vemos, FOSL1 también se
encuentra muy relacionado con las vias de expresion de otros genes
encontrados en nuestro estudio con expresion diferencial proxima a la
significacion (AKT3, p=0.06) y constituyentes de la red de coexpresion
relacionada con la recaida en nuestro trabajo (FOSL1 0.43, p=0.001;
PIK3CB 0.42, p=0.002).

Otros estudios han demostrado una relacion entre Fra-1 y el carcinoma
de ovario, observando una sobreexpresiéon de hasta 100 veces en las células
transformadas (325), sugiriendo que FOSL1 podria relacionarse con el
carcinoma de ovario a través de su papel con la motilidad y adhesién celular
(318,326).
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Respecto al mesotelioma, cambios en la composicion de AP-1 esta
relacionado con el desarrollo del mesotelioma inducido por asbesto, y
Unicamente Fra-1, de todos los miembros de la familia FOS, se ha
relacionado con su aparicién (concretamente su sobreexpresion) (327). La
expresion de Fra-1 en las células de mesotelioma es complejo, estando
regulada por las quinasas de sefalizacién extracelular ERK1/2, Src y PI3K
(328).

En el carcinoma de pulmén, la exposicion a téxicos ambientales
(fundamentalmente el tabaco) provoca la sobreexpresion de Fra-1 en las
células epiteliales bronquiales (requiriendo la via EGFR-MAPK). Fra-1
participa también en la transformacion de carcinoma microcitico de pulmoén a
no microcitico (329) y se encuentra sobreexpresada en las células
neoplasicas de pulmoén en 3.76 veces (p < 0.01) en comparacién con las

células normales adyacentes (330).

En el carcinoma colorrectal, la sefializacion desde RAS a Fra-1 tiene
lugar a través de RAF, MEK y las quinasas de sefializacion extracelular
ERKZ1/2. Estas quinasas son capaces de fosforilar Fra-1, protegiéndola de la
degradacion proteosémica (331). Fra-1 provoca en el carcinoma colorrectal
incremento de la motilidad e invasion celular, cambios morfol6gicos e
inactivacién de la integrina B1, sin afectar directamente a la proliferacion
celular. SIRT1 (silent mating type information regulation 2 homolog 1) esta
relacionado positivamente con la expresiéon de Fra-1, asi como con las
metastasis y supervivencia global en pacientes con carcinoma de colon,
regulando la transicion epitelio-mesénquima. De esta manera, la
sobreexpresién de SIRT1 se asocia, entre otros, a peor pronéstico en el
cancer de colon (332,333,333).

Centrandonos en la piel: en la capa basal de la epidermis Fra-1 es el
miembro principal de la familia FOS, en la capa espinosa Fra-1, FosB y c-
Fos se encuentran expresados y en la capa granulosa c-Fos y Fra-2 son las
proteinas principales encontradas de la familia FOS. Luego en etapas
precoces de la carcinogénesis de tumores de piel, se requiere

principalmente Fra-1 (334).
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Fra-1 también se encuentra sobreexpresada en el carcinoma escamoso
de cabeza y cuello, es6fago, gliomas de alto grado, cancer de pancreas
altamente agresivo y carcinoma de préstata (315,335,336). Por el contrario,
en el carcinoma de cérvix Fra-1 actia como gen supresor tumoral,
encontrandose infraexpresado en las células neoplasicas en relacion a las

células adyacentes normales (337,338).

Respecto a la fosfolipasa A2 (PLA2), aunque se ha asociado con diversos
procesos bioldgicos, su papel en el desarrollo del cancer permance
desconocido y existen minimos datos publicados sobre su papel en procesos
oncoldgicos. En un estudio con 142 pacientes con carcinoma de colon, se
observo que la baja expresion de PLA2G3 y alta de PLA2G10 se asociaba a
unas mayores tasas de supervivencia (p=0.038), luego PLA2G3 y PLA2G10
podrian jugar un papel opuesto en la carcinogénesis del carcinoma de colon
(339).

Segun nuestros resultados, destacamos también la familia de proteinas
demonimadas quinasas dependientes de ciclinas, las cuales juegan un papel
central en la conduccion de la célula a través del ciclo celular (340,341). La
regulacion del ciclo celular es importante para el normal crecimiento y
diferenciacion celular, por lo que su disregulacion puede llevar al crecimiento
descontrolado y aparicion de tumores (342). Aunque algunas de estas
ciclinas son supresores tumorales, la mayoria de ciclinas actuan como

oncogenes cuando se altera su expresion (343).

La ciclina A1 (CCNA1) se expresa fundamentalmente en testiculos y en
células progenitoras hematopoyéticas, mientras que la expresion es muy
baja en el resto de tejidos (344). En los ratones con pérdida de CCNAL, so6lo
se ha observado infertilidad. Disponemos de datos que nos sugieren el papel
supresor tumoral de CCNALl, como son: CCNAl se encuentra
infraexpresada en varios canceres, como carcinoma hasofaringeo y

escamoso de cabeza y cuello (345-347), juega un papel importante en la
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reparacion del ADN de doble hebra (348) y su promotor, al igual que varios
genes supresores tumorales, se encuentra hipermetilado frecuentemente en
el carcinoma de colon y de cabeza y cuello (345,349). La expresion de
CCNA1 se ha relacionado con la activacion de TP53, de hecho en tumores
de cabeza y cuello se ha observado una relacién inversa entre la

hipermetilacion del promotor CCNA1 y el estado mutacional en TP53 (345).

La hipermetilacion de la ciclina A1l podria ser un potencial marcador de
diagndstico precoz del carcinoma de cérvix invasivo, a raiz de un estudio con
43 muestras de células sanguineas, 25 células normales del cérvix, 24,5y
30 muestras con lesiones asociadas a papilomavirus en cérvix premalignas,
microinvasivas e invasivas, respectivamente. En las células normales y
lesiones con carcinoma intraepitelial de bajo grado, no se observd metilacion
de ciclina Al, mientras que en las muestras con lesiones intraepiteliales de
alto grado, lesiones microinvasivas e invasivas, la metilacion fue del 36.6%,
60% y 93.3%, respectivamente (350).

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en los tumores previamente
expuestos, en el cancer de prostata se ha encontrado una mayor expresion
de CCNA1 en comparacion con el tejido adyacente normal, relacionandose
con la invasion y metastasis, a través de una correlacion significativa entre la
expresion de CCNAl y MMP2 (metalloproteinase 2), MMP9
(metalloproteinase 9) y VEGF en 482 pacientes con cancer de préstata (p <
0.001) (351).

Por otro lado, la via de sefializacion PI3K (phosphatidylinoisitol 3'-kinase)
es esencial en muchos procesos celulares que pueden promover la
transformacién de células normales a células tumorales. Existen ocho genes
PI3Ks en mamiferos divididos en tres clases (clase |, Il y 1ll) en funcién de su
estructura, substrato de preferencia, distribucion tisular y mecanismos de
activacion (352—-354). Las proteinas PI3K clase | (p110a (PI3KCA), p1103
(PIBKCB) y p110d (PIBKCD)) son criticas en el crecimiento, motilidad y
supervivencia celular, donde p110a es la isoforma implicada en la mayoria
de los carcinomas. PI3BKCA y PI3KCB se localizan en el brazo largo del
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cromosoma 3 (3925-27) (355). La alteracion en esta via es una de las vias
mas frecuentemente activadas en el cancer, y ocurre frecuentemente por
pérdida de la actividad supresora tumoral PTEN o por mutaciones somaticas
activadoras de PI3K clase I, fundamentalmente PIK3CA (356—-361). Estas
mutaciones provocan la activaciéon de AKT, mTOR y S6K (ribosomal protein
S6 kinase), lo cual se observa comiunmenente en las células cancerosas.
PTEN inhibe la via PI3K, por lo que PTEN en los tumores comunmente se
encuentra mutado, con delecciones o reprimido epigenéticamente (362,363).
En presencia de pérdida de funcion PTEN parece que PIK3CA no tiene
papel en la via PI3K ni en el crecimiento ni supervivencia celular, mientras
gue PIK3CB es la quinasa critica que conduce la activacion de la via PI3K,
asi como al crecimiento y supervivencia celular (364,365). PI3K interactia
con RAS y puede ser activada dierectamente tras la union de RAS a pl110
(366—368). Solo con estos datos del papel de PIK3CB en la tumorogénesis y
que es uno de los genes mas altamente relacionados con la recaida en
nuestro estudio, formando parte del modelo de red de coexpresiéon, aunque
no disponemos de datos publicados sobre su papel en los TCGT
probablemente si que tenga un papel clave en su desarrollo y diseminacion,
sin disponer aun de dicha confirmaciéon debido a la rareza de los TCGT y los

pocos estudios al respecto.

Respecto a la familia de genes RAS, asociada a GTPasas, esta
relacionada con 36 genes y compuesta por tres miembros: RRAS, RRAS2 y
RRAS3. Se clasifica en 21 subfamilias, de las que Unicamente la subfamilia
clasica RAS (HRAS, NRAS y KRAS), asi como, RRAS2 presentan
mutaciones relacionadas con los tumores malignos en humanos (369). De
los tres miembros de esta familia, RRAS2 es la que se asemeja a RAS en
mayor medida (55-60% de similitud proteica) (370), pero mientras que RAS
ejerce su actividad proliferativa a través de la activacion de las vias RAF-
ERK de MAPK, RRAS2 parece apenas activar esta via y ser un fuerte
activador de la via PI3K (371,372). He aqui la correlaciéon existente, segun

los datos publicados, entre RRAS2 y PI3K, concordantes con los resultados
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obtenidos en nuestro estudio, donde ambos forman parte del modelo de red

de coexpresion.

Tanto RRAS como RRAS2 se expresan ubicuamente, mientras que
RRASS3 solo se expresa en el SNC. En un estudio con 90 muestras de
tumores del SNC, RRAS2 se observd sobreexpresada en todas las
muestras, incluyendo glioblastomas, astrociotmas y oligodendrogliomas,
pero en mayor medida en tumos de bajo grado (G1-2) sugiriendo que
RRAS2 se sobreexpresa en estadios tempranos de la carcinogénesis.
Mientras que RRAS y RRAS3 no se expresan diferente entre células de
menor grado o premalignas y las células tumorales de alto grado, de forma
significativa (373). Mutaciones en RRAS2 se ha encontrado en
leiomiosarcoma, cancer de mama y cancer de ovario y sobreexpresada (wild
type) en carcinoma de mama, piel, eso6fago, estbmago y cavidad oral (374—
381).

También es importante mencionar el papel del microambiente tumoral,
puesto que en los tumores malignos la diseminacion y aparicion de
metéstasis depende de una amplia gama de interacciones en el
microambiente tumoral (382,383) y parte de estas interacciones dependen
de citoquinas y sus receptores, luego es fundamental determinar la
expresion de estas citoquinas en las células metastasicas. Las citoquinas
estan producidas por multiples células, incluyendo fibroblastos, células
endoteliales y epiteliales, como células cancerosas, las cuales expresan su
receptor asociado a proteina G. La activacion de esta proteina G
desencadena varias vias de sefializacion como PLC-B, PI3K y MAPK, que
juegan un papel en la adhesion, migracion y supervivenica de las células

cancerosas (384).

La interleuquina 13 (IL13) es una citoquina inmunoreguladora y
antiinflamatoria, producida por multiples células del sistema inmune como
céullas B, T, natural Killer y células dendriticas y, que se ha asociado a
asma, enfermedades autoinmunes y condiciones inflamatorias (385,386).

Diversos tumores solidos sobreexpresan el receptor de 1L13 (IL13R), el cual
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esta constituido por tres subunidades: IL13RA1, IL13RA2 e IL4R2. IL13 se
une a IL13RA2 con 50 veces mayor afinidad que con IL13RA1, activando la
via ERK/AP-1, asociada a mayor expresion de metaloproteasas de la matrix
extracelular (MMP), induciendo TGFB e incrementando las metastasis
(387,388). ILL3RA2 se ha encontrado sobreexpresado en tumores del SNC,
tumores de cabeza y cuello, carcinoma de células renales, hepatocarcinoma,
sarcoma de Kaposi asociado al sindrome de inmunodeficiencia, y se ha
relacionado con la invasién, metastasis y peor prondstico en carcinoma

colorrectal, ovario, mama y gastrico (389-391).

En un estudio con 68 muestras de carcinoma de ovario y 13 de tejidos
ovaricos normales, se observo que IL13RA2 se encontraba sobreexpresada
en el 83% de los carcinomas de ovario y en la mayoria de los carcinomas de
células claras de peor prondstico, a diferencia de las células normales del
ovario que presentan una nula o muy baja inmunotincion para ILL3RA2. Esta
interleuquina ademas disminuia sus niveles detectados en plasma de
ratones con carcinoma de ovario tras el tratamiento oncolégico. Ademas,
ILL3RA2 parece relcionarse con el subtipo histolégico, encontrandose una
mayor sobrexpresion en los carcinomas de células claras (75%) (392). Por
otro lado, los carcinomas de ovario con IL13RA2 positiva parecen
metastatizar mas precozmente a ganglios linfaticos y peritoneo que los
pacientes con IL13RA2 negativa. En la invasion y metéstasis del cancer es
necesario la degradacion de la matriz extracelular y el aumento de expresion
de las MMP, por lo que la expresion de MMP es generalmente baja en los
tejidos normales y aumenta cuando se induce la remodelacién de la matriz
extracelular, luego MMP esta relacionada con la capacidad de invasion y
metastasis de los tumores malignos, concretamente a través de AP-1
(393,394). Aquellos pacientes con IL13RA2 positiva 0 metastasicos en
ganglios linfaticos expresan mayores niveles de MMP y mayor activacion de
la via ERK1/2.

El factor transcripcional AP-1 esta regulado por varias vias como MAPK.
Las quinasas reguladoras de la sefalizacion extracelular son una de las
principales componentes de la via MAPK, luego la activacion anormal de
ERK esta asociada con las metastasis en tumores (390,395-397). De esta
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forma, IL13RA2 podria tener un papel importante en la tumorogénesis del
carcinoma de ovario, crecimiento y metéstasis, pudiendo usarse para

monitorizar la respuesta al tratamiento y evolucion de dicho carcinoma.

En un estudio con 1283 carcinomas invasivos de mama, se observo
ILI3RA2 expresado en el 10.8%, estando asociado a la positividad para
receptores de estrégenos (p < 0.001) y de progesterona (p < 0.001), asi
como con el subtipo luminal (p < 0.001). Parece relacionarse ademas con
unas peores tasas de SLP. En el analisis multivariante, ILL3RA2 constituia
uno de los factores de mal prondstico independientes del carcinoma de
mama luminal (p=0.03) (398,399).

ILI3RA2 se ha asociado a peores resultados en otros tipos de tumores,
como: en el carcinoma gastrico tras gastrectomia se ha asociado como
factor pronéstico independiente, con peores tasas de SG (p < 0.001) (390);
en pacientes con glioblastoma multiforme, la inhibicion de IL13R2A se ha
asociado a unas tasas inferiores de proliferacion (400); en el carcinoma de
colon esta en relacion con la capacidad de adhesion celular, migracion,
invasion y metastasis, con estadios mas avanzados y peores resultados en
supervivencia (391); en el cancer de pancreas la expresion de IL13RA2 es
mayor en las células metastasicas en comparacion con las células del tumor

primario (401).

Aunque igualmente no disponemos de datos publicados hasta la fecha
sobre el papel de IL13RA2 en TCGNS, a parte de ser unos de los genes
mas relacionados con la recaida en nuestro estudio, se encuentra
estrechamente relacionado con la activacion de PI3K, MAPK y complejo de
transcripcion AP-1 (donde el principal componente es FOSL1), otros de los
componentes mas altamente relacionados con la recaida en pacientes con

TCGNS segun nuestros resultados.

Y, por ultimo, GADD45A (growth arrest and DNA damage-induced 45,
alpha), localizado en el cromosoma 1 (1p31.2-31.1), estd altamente

conservado en todas las especies (402) y codifica una proteina inducida en
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situaciones de estrés celular y genotodxico, incluyendo ioniacion, radiaciones
ultravioletas, asi como, varios agentes quimioterapicos. GADD45A presenta
multiples funciones interfiriendo en el arresto del ciclo celular, estabilidad
gendmica, reparacion por escision de nucledtidos, accesibilidad a la
cromatina y apoptosis (403—-405). Esta compuesta por tres miembros:
Gadd45a (GADD45A), Gadd45B3 (GADD45B) y Gadd45y (GADD45G). Se
cree que los tres miemtros juegan un papel importante en la regulacion de la
reparacion del ADN, proliferacion celular y apoptosis (406,407). Por tanto, la
pérdidad de la regulacion de GADD45 probablemente tenga un papel

importante en la tumorogénesis.

GADDA45A puede regular también la actividad de la matrix extracelular,
cuyas alteraciones pueden promover la migracion e infiltracion de las células
tumorales, y a la inversa, también disponemos de datos que sugieren que la
sobreexpresion de MDM2 podria inteferir en el adecuado funcionamiento de
GADD45A (408,409). No s6lo MDM2 puede regular la funciébn de GADDA45A,
sino que existen mdltiples factores de transcripcion que pueden regular su
expresion, como BRCAL, WT1, Oct-1, NF-YA, ATF4, AP-1, c-myc, ZBRK1 y
Jun D (402,410-412).

En el cdncer de mama GADDA45A esta regulado principalmente por la
expresion de dos proteinas supresoras tumorales, p53 y BRCA1, actuando
en la regulacién de la transicion de la fase G2 a la fase M del ciclo celular, en
la apoptosis y en la reparacion del ADN. En situaciones de estrés
genotoxico, p53 activa la transcripcion de GADD45A, mientras que en
ausencia de dafios en el ADN, BRCA1 reprime GADD45A (403,405,406).

La disregulacion de GADD45A permite a las células escapar de la muerte
celular programada en multiples tumores (413), siendo un indicador de mal
prondstico, como se observa con las siguientes publicaciones: el
polimorfismo 1506 T>C de GADD45A se ha asociado con el riesgo de cancer
de ovario (p < 0.001, OR 1.71. CI 95% (1.28 — 2.29)), asi como factor
prondstico en el mismo (405,414); la pérdida de induccion de GADD45A tras
la radioterapia se ha relacionado con una mejor respuesta clinica (415); en

carcinoma ductal invasivo de pancreas su sobreexpresion se ha relacionado
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con un peor prongstico (416). A partir del estudio de Dong et al. (2007) con
59 pacientes con cancer de pancreas, se observd que GADD45A y p53
pueden contribuir en el comportamiento biolégico maligno del cancer de
pancreas (con una mediana de supervivencia peor en el grupo de pacientes
con GADDA45A y p53 positivos, en comparacion con aquellos con GADD45A
y p53 negativos (p > 0.05)) (417), datos que se confirman en otro estudio
donde GADD45A contribuye a la proliferacion y viabilidad del

adenocarcinoma ductal de pancreas (418).

En el cancer de pulmon de células no pequefias (CPCNP) encontramos
un efecto contrario, donde la los niveles de expresiéon de ARNm son diez
veces menor en las muestras con CPCNP respecto al tejido pulmonar
normal (p <0.001), mientras que la alta expresiéon de GADD45A intratumoral
en el CPCNP se ha asociado con un peor grado histoldgico (p=0.041) (419).
Lo mismo ocurre en hepatocarcinoma y glioblastoma, donde la expresion de
GADDA45A esta frecuentemente disminuida (413,420).

4. Discusion de los resultados obtenidos del andlisis bioinformatico

Analizando los datos obtenidos en nuestro estudio con herramientas mas
potentes, fundamentalmente en el caso de un alto numero de variables (730
genes) con escaso numeo de muestras (54 pacientes), se llevé a cabo el
analisis bioinformético encontrando un modelo de expresion génica capaz de
predecir la recaida con AUC de 0.8, formado por los nueve genes MPL,
Col24al, NRA41, FOSL1, CREB5, FANCB, LAMB4, ZBTB16 y CALML3
(ordenados por oden de importancia, de mayor a menor (segun voto
mayoritario)), sin poder determinar su relacion positiva o negativa con la
recaida al usar tanto modelos lineales como no lineales en el analisis.
Destacar que cuatro de estos nueve genes, forman parte la via candnica del
cancer PI3K. Ademas, destaca FOSL1, el cual forma parte del modelo de
red de coexpresion relacionado significativamente con la recaida (0.43
correlacion con la recaida, p=0.001; contribucion del gen al modelo de red
de coexpresion 0.77, p=9.65 E-12) y NR4A1l y ZBTB16, los cuales presentan
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una expresion diferencial entre ambos grupos (recaida y no recaida) proxima

a la significacién estadistica (p=0.08 y p=0.06, respectivamente).

Por otro lado, con el andlisis estadistico t student se observo que tanto
FOSL1 como ZBTB16 presentaban diferentes medias de expresion
estadisticamente significativa entre los pacientes con recaida y sin recaida,
evaluando cada gen independientemente al resto (FOSL1 p=0.001, 95% CI:
55.04 — 207.93); ZBTB16 p=0.005, 95% ClI: (-117.20) — (-22.84)).

En primer lugar, merece centrarnos en el Unico gen de todos los
encontrados en los distintos andlisis del estudio con el que existen datos
publicados de su relacién directa con los tumores de células germinales
testiculares, ZBTB16. El gen ZBTB16 o PLZF es el Unico de nuestro modelo
de nueve genes del que existen publicados datos con implicacién directa en
el desarrollo de los tumores de células germinales testiculares. Se localiza
en el cromosoma 11 (11923.2), se identific6 por primera vez con la
traslocacion t (11; 17) en la leucemia promielocitica aguda (421) y codifica
un factor de transcripcion de la familia “BTB-ZF” (422). La proteina
codificada se denomina PLZF (“promyelocytic leukemia zinz finger”), la cual
participa en la progresion del ciclo celular interactuando con histonas
desacetilasas (HDAC). El reclutamiento de HDAC puede resultar en
represién génica, aunque PLZF también puede activar la expresién génica
(423,424).

Las proteinas de la familia “BTB-ZF” disponen de un papel importante en
la apoptosis, diferenciacion, desarrollo celular, transcripcidén, supresion
tumoral y oncogénesis (425). Los miembros oncogénicos de esta familia
incluyen PLZF, el receptor de acido retinoico, BCL-6 (linfoma de células B 6)
y FBI-1 (factor que se une al virus de inmunodeficiencia humana 1)
(421,426,427).

La adecuada expresion de los genes BTB-ZF es esencial en el adecuado
funcionamiento del sistema inmune, alterdndose dramaticalmente la funcion
y el fenotipo de los linfocitos con la expresién anémala de estos factores de

transcripcion (428).
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Durante una infeccion, las células T especificas del patdgeno se
expanden clonalmente, se diferencian en células efectoras y migran a los
tejidos infectados para eliminar el patdégeno. Posteriormente queda una
poblacién de linfocitos de memoria nuevamente inactivos, pero que difiere de
las células T virgenes (naive) en el fenotipo, expresando generalmente
niveles méas altos del receptor de acido hialurénico, CD44 y receptores de
citoquinas como CD122 vy, disponiendo cuando se vuelven a estimular de
mayor nivel proliferativo y de produccion de citoquinas como IFN-y (429).
Dentro de la poblacion de células T, hay otros subconjuntos de células T que
desempefian una funcién importante durante el desarrollo. Estos
subconjuntos incluyen las células T reguladoras (Treg), células T natural
killer (NK) y células T invariantes asociadas a la mucosa (MAIT). Dichas
células pueden producir rdpidamente citoquinas tras la estimulacion y
poseen funciones mudltiples, siendo a veces conflictivas en procesos de
autoinmunidad (430,431).

En el sistema inmune, la expresion de ZBTB16 se encuentra Unicamente
en las células innatas, siendo esencial en el desarrollo y funcion de las
células T NK, linfocitos de respuesta inmadura, linfocitos T invariantes
asociados a mucosa y células Tyd (432). La activacion de PLZF provoca la
activacion de factores de transcripcion como T-bet, FoxP3, RORyT, GATA3
y otros factores importantes en la diferenciacion de las células T naive en
células T efectoras, de hecho la produccién de IL-4 por las células T que
expresan el factor de transcripcion PLZF interviene en el desarrollo de las
células T CD8+ (433). PLZF es altamente especifico de las células T
innatas, concretamente de las células NKJap y NKydT (434-436), y no
puede ser inducido en las células T convencionales via activacién del
receptor de células T (TCR) ni por cambios inflamatorios (437). Otras
publicaciones contradictorias si han indicado que PLZF podria ser inducido

por una fuerte expresion de TCR (438,439).

PLZF es esencial en casi todas las caracteristicas diferenciadoras de las
células T natural Killer, incluyendo su rapida y potente respuesta al antigeno.
Con la ausencia de expresion de PLZF, la potente y rapida respuesta de las

células inmunes NK se pierde. Ademas, las células T NK con expresion
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deficiente de PLZF se asemejan en muchos aspectos a las células T naive
CD4 (435,436). Caracteristicas unicas que diferencian las células T NK de
las células T convencionales son la subunidad TCRa invariante, presencia
de marcadores NK, capacidad de co-secretar IFN-y e IL-4, entre otras
citoquinas, y los granulos de granzima citotoxica B preformados (440). Por
tanto, la ausencia de PLZF no afecta de manera medible a las células T
convencionales pero si a las células T NK, las cuales no adquiririan sus
funciones efectoras innatas y presentarian comportamientos similares a las

células T convencionales (436).

Esta expresion altamente restringida de PLZF es esencial en el
mantenimiento de la funcionalidad de las células T innatas, asi como, en la
prevencion de la respuesta inmune impredecible/descontrolada por las
células T convencionales. La expresion de PLZF se presenta en las células
hematopoyéticas inmaduras y va disminuyendo su expresion
progresivamente en la diferenciacién (441), de esta manera la pérdida de
PLZF cambia las células madres con capacidad de autorenovacion a células
diferenciadas a costa de la pérdida de la autorenovaciéon, dicho de otra
forma, PLZF mantiene el estado indiferenciado en las células en las que se

expresa.

ZBTB16 afecta a diversas vias de sefializacion incluyendo el ciclo celular,
diferenciacion y apoptosis celular en células hematopoyéticas y en tumores
sélidos. Existe una correlacion inversa entre la expresion de PLZF y cKIT
en las células madres normales o progenitores hematopoyéticos CD34+
durante las fases tempranas de la eritropoyesis y en leucemias mieloides
agudas. PLZF se encuentra sobreexpresado en las células progenitoras
hematopoyéticas CD34+ quiescentes, y rapidamente se infraexpresa
durante las fases tempranas de la diferenciacion eritropoyética (442). PLZF
interactda con los factores de transcripcion GATA-1 y GATA-2 para regular

la proliferacion y diferenciacion de células normales y leucémicas (423,443).

Es evidente una correlacion entre el envejecimiento y el cancer,
probablemente debido a la acumulacion de multiples cambios genéticos a lo

largo del tiempo (444), sugiriéndose que las células madres (con capacidad
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de autorenovacion) son la fuente de gran diversidad de tumores. Sin
embargo, la pérdida de supresores tumorales como PTEN y PML pueden
desencadenar el agotamiento de las células madres. Los factores que
regulan el equilibrio entre la autorenovacion y la diferenciacion de células
madre aseguran la homeostasis de los tejidos, mientras que la interrupcion
de estos mecanismos reguladores puede conducir a la degeneracion de los
tejidos o al cancer (445). Un factor central en la homeostasis de las células
madres es el complejo 1 de mamiferos TOR (MTORC1), el cual es un
complejo de sefalizacibn que promueve la traduccién de proteinas y el
crecimiento celular (446). La regulacion de mTORC1 esta en relacion con
diversos estimulos como la disponibilidad de nutrientes, estado energético,
factores de crecimiento y estrés celular. La activacion persistente de
MTORC1 en ciertos tejidos conduce a una mayor proliferacion, con el
consecuente posterior agotamiento de células madre, lo que pone de
manifiesto que mMTORCL1 activado de manera aberrante es perjudicial para el
mantenimiento de las células madre, con mecanismos subyacentes poco
definidos (447-449). Las células espermatogbnicas con pérdida de
expresion PLZF, mejoran la actividad de mTORCL1 y de ahi la capacidad

proliferativa.

ZBTB16 esta involucrado en procesos biol6gicos importantes, como la
espermatogénesis, mantenimiento de células madre, formacion de
extremidades, hematopoyesis, regulacion inmune y tumorogénesis
(433,450-455). La deficiencia de PLZF provoca una expresion mayor de
citoquinas inflamatorias, generando respuestas inflamatorias excesivas a
estimulos infecciosos. Concretamente PLZF regula la densidad de la
cromatina a través de la actividad de histonas desacetilasas, reprimiendo

genes de respuesta imflamatoria (456).

La espermatogénesis es un proceso que ocurre dentro de los tubulos
seminiferos de los testiculos por el cual miles de espermatozoides se
producen diariamente a partir de las espermatogonias (457,458). El proceso
desde las espermatogonias hasta los espermatozoides tarda
aproximadamente 64 dias en humanos e interactia estrechamente con las

células de Sertoli, Unicas células somaticas en los tubulos seminiferos.
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Fuera de los tubulos, las células de Leydig, los nervios y los vasos
sanguineos también aportan sefales sistémicas que modulan la
espermatogénesis (457). Las células de Leydig intersticiales producen
testosterona, necesaria para la normal espermatogénesis y el desarrollo de
las caracteristicas fenotipicas masculinas (457-459). Reciprocamente, la
interrupcion de la actividad espermatogonica también puede causar una
secrecion anormal de testosterona por las células de Leydig (455), lo que
indica que la adecuada espermatogénesis es importante para todo el eje
reproductor en los hombres. Durante la fase mitética, las espermatogonias
proliferativas y la autorenovacion continuada dan lugar a dos subpoblaciones
de células germinales (células germinales diferenciadas y células madres),
siendo la expresion de KIT el factor que marca el proceso de diferenciacion
espermatogénico. De hecho, la proliferacion del espermatogonio esta
estrechamente controlada por el receptor tirosin quinasa KIT (460,461).

En la esparmatogonia indiferenciada, PLZF (regulador del estado
epigenético de las células indiferenciadas) se coexpresa con Oct4, el cual se
requiere en el mantenimiento de las células madres embrionarias
totipotentes (462—-464). PLZF no solo desempefia un papel importante en el
desarrollo de las extremidades y esqueleto axial (465), sino también es
esencial para el adecuado equilibrio entre el mantenimiento y diferenciacion
de las células madres del testiculo (455,466). Aquellos seres vivos sin
expresion de PLZF, o mutantes luxoides, presentan una falta progresiva de
espermatogonias en los tibulos seminiferos, un proceso espermatogénico
deteriorado y, en consecuencia, una disminucion en la produccién de

espermatozoides maduros, provocando infertilidad (467).

La expresidon de PLZF es baja durante el desarrollo de las células
germinales embrionarias y alcanza su punto maximo en los testiculos
postnatales, donde se expresa predominantemente en las células
progenitoras. A diferencia del patron de expresion de KIT en los testiculos,
PLZF se detecta por primera vez unos dias antes del nacimiento, en el
compartimento de células germinales, y posteriormente se mantiene en las
células espermatogonicas de crecimiento lento. De esta forma, PLZF se
expresa en espermatogonias positivas para Oct4 pero KIT negativas. En
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testiculos de neonatos, Oct4 y PLZF se co-expresan en las células madres
espermatogdnicas y en espermatogonias indiferenciadas (455,466). Las
células madres, somaticas y germinales, disminuyen con la edad (468), lo
que conlleva a un menor potencial de las células espermatogonicas para
aliviar el estrés genotoxico (469). PLZF es indispensable en el
mantenimiento de las espermatogonias, muestra de ello es que su
sobreexpresion de forma aberrante conlleva al agotamiento de las
espermatogonias y a un fenotipo similar al testiculo envejecido, con mayor
namero de tdbulos seminiferos degenerativos desprovistos de células
germinales (455,466,470). Ademas, la expresibn de PLZF provoca la
represion transcripcional de KIT, considerandose este uno de los
mecanismos por los que PLZF mantiene el conjunto de células madres
espermatogoénicas (471). Pocos genes dianas se han identificado en la
inhibicién de PLZF, como la ciclina A2, c-myc, HoxD11, Pbx1 y genes VLA4
(472-476).

Aunque el papel de ZBTB16 en la espermatogénesis esta bien
documentado, aun no se ha definido claramente su papel en los tumores de
células germinales. Se han identificado nuevos marcadores de células
germinales como NANOG, SOX2 y SALL4, sin embargo, estos marcadores
carecen de especificidad para los subtipos de tumores de células germinales
individuales (477-480) y ademas su expresion puede perderse en
metastasis o después del tratamiento (481). La a-fetoproteina es un
marcador tradicional para el tumor del saco vitelino, sin embargo, su
sensibilidad es limitada y la tincion es con frecuencia irregular, con un 60%
aproximadamente de positividad en los casos de tumor del saco vitelino
(482). También se expresa en el carcinoma embrionario y teratoma vy,
ademas la tincion de aquellos tumores positivos se puede perder tras el
tratamiento o en las metastasis. Glypican-3 es un marcador sensible
identificado mas recientemente para el tumor del saco vitelino (483,484), sin
embargo, también se ha llegado a detectar en carcinoma embrionario,
coriocarcinoma y teratoma, asi como, en algunos tumores distintos a los de

células germinales (482-485).
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En un estudio con 67 tumores de células germinales adultas (62 tumores
testiculares de células germinales, 2 tumores del saco vitelino ovérico, 1
tumor del saco vitelino mediastinico y 2 tumores del saco Vvitelino
metastasico retroperitoneal), de los que 34 eran TCGT puros y 28 TCGT
mixtos (de los 62 primarios testiculares), se encontr6 que el subtipo
histologico saco vitelino o yolk sac expresaba ZBTB16 en todos los casos
(n=15), independientemente de que se encontrase asociado a otros subtipos
histolégicos 0 no. Importante son estos resultados teniendo en cuenta que
entre todos los subtipos histolégicos de tumores de células germinales, el
tumor del saco vitelino (el cual posee varios patrones histolégicos), es el
elemento mas comunmente infradiagnosticado (486—488), y con frecuencia
se necesitan marcadores diagnosticos auxiliares para facilitar su diagndstico.
El resto de tumores sin presencia de este subtipo histol6gico no expresaban
ZBTB16, incluidos seminoma (n=27), carcinoma embrionario (n=21),
teratoma (n=17), coriocarcinoma (n=4) y neoplasia de células germinales in
situ (n=35).

En cuanto a la expresion celular de ZBTB16 en los testiculos, se observd

en distintas situaciones lo siguiente (489):

- Las espermatogonias primarias ubicadas a lo largo de la membrana
basal de los tubulos seminiferos no neoplasicos fueron fuertemente
reactivas para ZBTB16 en todos los casos.

- En cuanto a las células del estroma del cordon espermatico, las
células de Sertoli y células de Leydig fueron negativas para ZBTB16
(ocasionalmente podia haber alguna tincién citoplasmética).

- Los apéndices testiculares fueron negativos para la expresion de
ZBTB16.

- Ninguna de las NCGIS expresaba ZBTB16.

- En cuanto a los tumores de células germinales, todos los subtipos
histol6gicos fueron negativos en la expresion de ZBTB16 excepto el
tumor del saco vitelino, algunos tumores espermatociticos y el tumor

carcinoide.
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Dentro del tumor del saco vitelino, los patrones microquisticos, mixoides y
reticulares parecen tener el mayor porcentaje de células con tincion ZBTB16

en comparacion con los patrones glandulares y papilares.

Si excluimos el tumor espermatocitico y el carcinoide, los cuales son
tumores testiculares extremadamente raros y es poco probable que se
confundan morfolégicamente con el tumor del saco vitelino, la especificidad
de la inmunotincion ZBTB16 para el tumor del saco vitelino entre los tumores
de células germinales es del 100%. Y si se incluyen estas dos raras
entidades, la especificidad de ZBTB16 para el tumor del saco vitelino baja al
96%. La sensibilidad de ZBTB16 en la deteccion del tumor del saco vitelino
entre los tumores de células germinales fue del 100% (20/20). Por todo ello,
ZBTB16 es un marcador altamente sensible y especifico para el tumor del

saco vitelino (489).

Como se ha comentado previamente, la pérdida de PLZF se ha
relacionado con un mayor indice de proliferaciéon, invasiéon y motilidad
celular, asi como, de resistencia a la apoptosis en diferentes tipos de células
neoplasicas. La sobreexpresion de PLZF puede también inducir la detencion
del ciclo celular en la transicion de la fase G1 a la fase S y reprimir la
expresion de genes proliferativos como ciclina A, CCNA2 y myc (490), por lo
que también puede presentar funcidén supresora. Esta funcion supresora se
ha observado en melanoma, carcinoma de cérvix, CPCNP, mesotelioma
maligno y en algunas leucemias (452,454,491). En estos casos, PLZF puede

aumentar la expresion de p21 a través de la represion de c-myc (475).

En cuanto al adenocarcinoma de prostata, en un estudio con 83 muestras
de tumores primarios, 43 muestras de adenocarcinomas metastasicos y 8
muestras tanto de tumores primarios como metastasicos, se observé que
PLZF se expresaba fuertemente en todas las células luminales benignas
(n=77) y en adenocarcinomas de bajo grado (Gleason 3) (n=70). Por lo
contrario, la expresion estuvo ausente o débil en las células basales y del
estroma (n=70), disminuida o ausente en el 26% de los adenocarcinomas
primarios de préstata de alto grado (Gleason 4 — 5) (n=70) y en el 84% de

los adenocarcinomas metastasicos, independientemente de la localizacion
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de las metastasis (n=43). Luego este estudio pone de manifiesto que la
infraexpresion de PLZF es un proceso molecular importante en la progresion
tumoral, siendo la pérdida de expresion de PLZF un prometedor biomarcador
de agresividad y metastasis en el adenocarcinoma de prostata (453).
Ademas, en estudios in vitro se ha observado que PLZF es un gen prostético
sensible a androgenos (492).

Por otro lado, como se ha mencionado previamente, ZBTB16 también
puede actuar como protooncogén dependiendo del tipo celular en el que
actue (493). Puede estimular la proliferaciéon controlando la expresion de
genes de la via p53 (ARF, TP53 y CDKN1A). Se observé en un estudio que
el porcentaje de células positivas para PLZF en tejidos normales de rifidon,
SNC vy testiculos era del 20.2 — 25.1%, mientras que dicho porcentaje en
células de carcinoma renal de células claras, glioblastoma y tejidos de
seminoma fue del 42.3 - 86.6%, lo que pone de manifiesto la sobreexpresion

de PLZF en estas neoplasias malignas.

En condiciones normales, cuando las células se exponen a un estrés
genotdxico, se induce p53 y se activa la transcripcion de CDKN1A
codificando p21. P21 inducido detiene la progresion del ciclo celular y
permite que las células reparen el ADN dafiado, o bien, que dichas células
terminen en apoptosis. En el caso de sobreexpresién de PLZF, se inhibe la
expresion de p53 y CDKN1A independientemente del estrés genotdxico
(493).

Centrandones ahora en el protoncogén MPL (localizado en el cromosoma
1p34.2) codifica una proteina llamada CD110, receptor de la trombopoyetina
y miembro de la superfamilia de receptores hematopoyéticos, y su ligando es
la trombopoyetina (TPO), principal regulador de la megacariocitopoyesis y
trombopoyesis. La trombopoyetina y su receptor MPL, controlan la
proliferacion de mudltiples tipos de progenitores celulares hematopoyéticos
inmaduros, induciendo la proliferacion clonal de células leucémicas. A pesar
de esto no se ha visto relacion entre la sobreexpresion de TPO-MPL y la
agresividad o respuesta al tratamiento de la leucemia mieloide cronica (494).
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MPL esté asociado a enfermedades como la mielofibrosis, trombocitemia
esencial y trombocitopenia amegacariocitica congénita. En un estudio con
557 pacientes con trombocitemia esencial, el 66% presentaron mutaciones
en JAK2, el 21% en CALR y el 3% en MPL, no presentando el 11% ninguna
afectacion en ninguno de estos tres genes. Con una mediana de
seguimiento de 105 meses, el 31% murid, el 8% progresé a mielofibrosis y el
3% presentd una transformacion blastica. En el andlisis multivariante,
Gnicamente las mutaciones en MPL (HR 6.7, 95% CI 2.3-19.7, p<0.001), la
esplenomegalia palpable (HR 2.3, 95% CI 1.02-5.3, p=0.04) y la anemia (HR
3.3, 95% CIl 1.7-6.4, p < 0.001) se asociaron de forma independiente con la
supervivencia. Esto permitié clasificar a los pacientes segun el riesgo de
transformaciéon a mielofibrosis pot-trombocitemia esencial en bajo,
intermedio y alto riesgo (1 punto para esplenomegalia, 2 para anemia y 3
para mutaciones en MPL) (495).

Aunque, como vemos, no existen datos publicados sobre el papel de MPL
en los TCGT, el hecho de que la unién de la trombopoyetina a CD110, lleve
a la dimerizacion de CD110, provocando la fosforilacion tirosin-quinasa de
las familias JAK, STAT, MAPK y proteina Shc nos puede hacer pensar que
de forma indirecta si que puede participar en la génesis/agresividad de los
TCGT.

Datos similares (ausentes) en TCGT tenemos del gen Col24al,
localizado igualmente en el brazo corto del cromosoma 1 (1p.22.3). Este gen
es miembro de la familia de genes del colageno y se cree que regula la
fibrilogénesis de colageno tipo | durante el desarrollo fetal. Codifica una
proteina denominada cadena de colageno XXIV alfa 1, pobremente
caracterizada, expresada predominantemente en el tejido 6seo. Col24al es
un marcador de diferenciacion osteoblastica tardia (496), relacionado con la

osteocondrosis.

146



Interesante es el papel de NR4A1l o Nur77, localizado en el brazo largo

del cromosoma 12 (129.13.13). NR4Al forma parte de la subfamilia de
receptores nucleares huérfanos 4A (NR4A), que lo forman NR4Al (Nur77,
TR3), NR4A2 (Nurrl) y NR4A3 (Norl). Son genes de induccién temprana
por el estrés y juegan un papel Unico y superpuesto a nivel del metabolismo,
cardiovascular, neuroldgico, funcién inmune, inflamacién y cancer (497,498).
Nur77 es una proteina inducible por hipoxia, no existiendo ARNm ni
proteinas Nur77 en condiciones de normoxia. Al igual que ocurre con VEGF,
HIF-1a (hypoxia inducible factor) incrementa la expresion ARNm de Nur77,
uniéndose al promotor, y tanto Nur77 como HIF-1a incrementan la expresion
ARNmM de VEGF. HIF-1a es un importante factor de transcripcion en la
regulacion de la expresion de genes de angiogénesis, enzimas del
metabolismo de la glucosa y proteinas transportadoras de oxigeno, todo ello
critico para el adecuado uso del oxigeno (499).

El receptor NRA41 es un protoncogén regulador de la proliferacién
celular, supervivencia y migracién/invasion celular en el cancer de pulmon,
melanoma, linfoma, rifién, pancreas, colon, cérvix, prostata, ovario y gastrico
(500-506). Ademas, los ligandos que provocan inactivacion de NR4A1,
activan p53, inducen ROS, activan MAPKa e inhiben mTOR (506,507). La
disminucion de la expresion del receptor de NR4A1 por ARN de interferencia
(ARNi) demostré que en la mayoria de los tumores soélidos actia como
proto-oncogén, regulando el crecimiento y supervivencia celular. Apoya esta
afirmacién, los resultados de un estudio en el que se observd que
antagonistas de NR4A1 disminuyen el crecimiento celular en el cancer de
mama, tanto receptores estrogénicos positivos como negativos y en HER2
positivos (508). Por otro lado, las citoquinas inflamatorias inducen la
expresion de NR4Al en el cancer de mama, luego su expresion esta

elevada en el cancer de mama con alta infiltracion inmune (509).

NRA41 es un fuerte activador de la via del gen TGF-B, el cual es uno de
los genes que econtramos con expresion diferencial proxima a la
significacién en nuestro estudio (TGFB3 con p=0.08 y TGFB2 con p=0.09).
En condiciones normales, y en células premalignas, TGF-B mejora la

homeostasis celular, suprimiendo la progresion tumoral a través de la
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regulacion celular de la apoptosis y arresto del crecimiento. Cuando las
células cancerosas pierden la respuesta tumoral supresiva a TGF-3, pueden
usar TGF-f como un potente promotor de la motilidad celular, invasion,
metastasis y mantenimiento tumoral de las células madres (510). De hecho,
TGF-B en tumores malignos avanzados actua como proto-oncogén,
considerdndose una diana terapéutica, muestra de ello es el cancer de
mama, donde estimula la transicion epitelio-mesénquima (EMT), migracion,
invasion y metastasis (246,511). NR4A1l es un fuerte activador de la via
TGF-B, luego la pérdida de NR4A1 inhibe la activaciéon de TGF-§ vy, por
tanto, la pérdida de NR4A1l en condiciones normales favorece la transicién

epitelio-mesénquima, migracion, invasion y metastasis.

La familia de factores de transcripcion E2F regula la expresion de
diversos genes implicados en la proliferacion celular. Es asi, que el control
de E2F est4 alterado en varios tumores malignos, poniendo de manifiesto el
papel central de E2F en el control del ciclo celular. Unicamente E2F1 de la
familia E2F, regula la apoptosis celular (512) y Nur77 puede inducir la
expresion de E2F1 uniéndose a su promotor. Se ha descrito que tanto Nur77
como E2F1 tienen un papel importante en la regulacion de la apoptosis en el

carcinoma de prostata (513).

También es importante mencionar el papel de las integrinas, receptores
heterodimeros de superficie celular (subunidad a y ), que juegan un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis celular y en varias
patologias. La integrina B1 supone el subgrupo mayor del complejo de
integrinas (514,515). La integrina 1 interactta con otras vias de
sefalizacion, activando multiples genes implicados en la adhesion, migracion
e invasion celular y, esta regulada por el protooncogén NR4Al. La
infraexpresion de NR4A1 provoca la disminucion de la proteina integrina 31,
disminuyendo la adhesion celular. En el carcinoma de colon y pancreas, la
integrina B1 estd altamente expresada y actua como un factor prondstico
negativo, con un papel central en la migracibn e invasién celular.
Antagonistas de NR4A1 e integrina B1 hacen su efecto en el nucleo y
pueden provocar una inhibicion de la adhesion y migracion celular (516,517).
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NR4A1l también tiene su papel en neoplasias de estirpe hematolégica
como en el linfoma de células del manto, donde no tiene actividad supresora
tumoral aunque su inhibicion mejora significativamente el papel de ibrutinib
(inhibidor de la tirosina quinasa de Bruton (BTK)) en la inhibiciéon de BTK,
luego NR4A1 es un potencial oncogén en el linfoma de células del manto
(518).

Por el contrario, en otras situaciones la infraexpresion de NR4A1l se ha
relacionado con peores resultados en supervivencia libre de progresion y
global, secundariamente a que Nur77 media la apoptosis en diversos
tumores malignos en respuesta a un amplio abanico de agentes
quimioterapicos. Se ha observado encontrarse sobreexpresado en los
tumores estadio | e infraexpresado en un conjunto significativo de tumores
metastasicos (519,520).

NR4A1 también esta relacionado con AKT, otro de los genes encontrados
en nuestro estudio con una expresion diferencial proxima a la significacion
estadistica (AKT3 con p = 0.06). La translocacién del ARNm de NR4A1 del
nudcleo al citoplasma (induciendo con ello la apoptosis), esta regulado por la
activacion de JNK (c-Jun N-terminal kinase) e inhibicion de AKT (521). En el
caso del carcinoma epitelial de ovario, esta traslocacion Unicamente se ha
observado en carcinomas de ovario platino sensible, no asi en platino
resistente. Por lo que, en los pacientes con carcinoma de ovario
metastasicos platino resistentes encontramos una expresiéon de Nur77
significativamente menor o un aberrante secuestro nuclear (522). La
sobreexpresion de NR4A1 también se ha asociado con una mayor tasa de
apoptosis en linfomas agresivos, como linfoma difuso de células grandes B
(LDCGB) y linfomas foliculares de alto grado (523).

Como podemos observar con lo comentado previamente, Nur77 es una
diana viable para la regulacion coordinada de la proliferacion y apoptosis
celular, actuando principalmente como protooncogén en los tumores sélidos,
aunque puntualmente puede actuar como supresor tumoral, como se
observa en determinados linfomas, leucemias y carcinoma de ovario platino
resistente (521,524).

149



Respecto a CREB5, gen codificante de proteinas localizado en el
cromosoma 7 (7pl15.1-p14.3), modificaciones en su expresion y metilacion
se ha asociado con la red de genes de respuesta inflamatoria y los niveles
de IL6, asociados a un aumento de la morbimortalidad en individuos de edad
avanzada (525-527). Por otro lado, la infraexpresion de CREB5 en los
monocitos puede incrementar los niveles de TNF-a, disminuir los niveles de
IL-10 en las células plasmaticas libres y mejorar la expresion de NF-kf3,
causando inmunosupresion (525,528). Este gen tiene funciones cruciales en
la regulacion del crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion y
regulacion del ciclo celular, encontrandose sobreexpresado en varios tipos

de neoplasias malignas humanas.

Recientemente varios estudios han demostrados que la sobreexpresion
de CREBS esta relacionada negativamente con el prondstico del carcinoma
epitelial de ovario y carcinoma de pulmén no microcitico, asi como, con la
rapidez de aparicion de metastasis (529,530). En un estudio con 125
carcinomas de ovario, se observé una correlacion positiva entre los altos
niveles de expresion de CREBS, el estadio FIGO y la afectacion ganglionar
pélvica (p < 0.05). Estos pacientes con sobreexpresion de CREB5 tenian
peores tasas de supervivencia libre de progresion y global en comparacién
con aquelos con infraexpresion de CREBS5 (529).

En el estudio de Seo et al. (2008) se estudiaron 310 pacientes con
CPCNP, encontrandose en los pacientes nunca fumadores una peor
supervivencia asociada a la sobreexpresion de la proteina CREB y CREB-
fosforilada, incrementando el riesgo de muerte en un 73% (p=0.02) y 169%
(p=0.02) respectivamente. En los exfumadores se encontraron también
peores resultados en supervivencia, aunque menos marcados, con un
incremento del riesgo de muerte del 28% (p=0.39) y 113% (p=0.01)
respectivamente, mientras que en los fumadores activos este incremento no
fue significativo (p=0.41 y p=0.96, respectivamente). EI motivo del por qué
afecta mas a los nunca fumadores es incierto, aunque algunas explicaciones

pueden ser que la supervivencia de las células neoplasicas en los nunca
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fumadores depende fundamentalmente de CREB y otra explicacion podria
ser que los exfumadores o fumadores activos tienen factores de confusion
predominantes a CREB en la supervivencia. Por tanto, la inhibicion de CREB

suprimié efectivamente el crecimiento de las células del CPCNP (531).

Los altos niveles de expresion de CREB5 también se han asociado con la
agresividad y aparicion de metastasis del cancer de colon, a través de la
sobreexpresibn de genes que regulan la migracion celular,
fundamentalmente CSF1R, MMP9, PDGFRB, FIGF e IL6 (530).

Por otro lado, el gen FANCB, localizado en el cromosoma X (Xp22.2), se
relaciona entre otras con la via de la anemia de Fanconi y la reparacion del
dafio del ADN por recombinacion homologa. Defectos en los genes de la via
de la anemia de Fanconi intervienen en la produccion secundaria de
multiples alteraciones como inestabilidad gendmica, defectos en la
recombinacion homodloga, hipersensibilidad a agentes lesivos del ADN,
autofagia selectiva, defectos en la segregacion cromosoémica y aneuploidia,
hipersensibilidad al estrés oxidativo y citoquinas inflamatorias y, problemas
en el mantenimiento y replicacion de los telomeros (338,532-535).

La anemia de Fanconi es una enfermedad autosOmica recesiva,
caracterizada por distintas manifestaciones clinicas, fallo de la médula ésea,
hipersensibilidad a agentes lesivos de la doble hebra del ADN como
mitomicina C diepoxibutano, cisplatino y melfalan, inestabilidad cromosémica
y predisposicion a tumores malignos (536,537). Defectos bialélicos se
asocian a la anemia de Fanconi autosémica recesiva y defectos en un solo
alelo se asocia a la herencia recesiva ligada al cromosoma X en los varones
(538).

Algunos genes de la via de la anemia de Fanconi se han asociado con
una susceptibilidad moderada-alta de tumores (BRCA1/FANCS,
BRCA2/FANCD1, BRIP1/FANCJ, PALB2/FANCN, RAD51C/FANCO,
XRCC2/RANCU) (539,540). Sdlo tres genes de esta via (FANCD1/BRCA2,
FANCN/PALBB2, FANCJ/BRIP1) parecen estar infraexpresados en la
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susceptibilidad del cancer de mama y ovario hereditarios. FANCN y FANCJ
explican el 2% de los canceres de mama y ovario hereditario no-BRCA1 ni
BRCA2. Por lo que, como observamos, existe una importante conexion entre
la via de anemia de Fanconi y la via BRCA (541). Al menos el 20% de los
pacientes con anemia Fanconi desarrollan tumores malignos, siendo el mas
destacado la leucemia mieloide y, encontrdndose también aumentada la
incidencia de otros como carcinoma escamoso de cabeza y cuello,
carcinoma escamoso ginecoldgico, neoplasias malignas de esoéfago, higado,
SNC, piel y tumores renales (542). No disponemos de datos sobre la
participacion de FANCB en el desarrollo/diseminacion de los tumores
germinales de testiculo, pero dado su implicacion en procesos claves
celulares como la inestabilidad gendmica, probablemente tenga un papel

importante en su desarrollo, hasta el momento no conocido.

La importancia de la susceptibilidad genética interindividuos al cancer se
pone de manifiesto, entre otros, con el hecho de que sdlo el 15% de los
fumadores desarrollan un céancer de pulmoén (543,544). Polimorfismos
genéticos en los genes de la via de la anemia de Fanconi, se han asociado
con el adenocarcinoma de pulmén, concretamente los genes FANCC vy
FANCD1 (BRCAZ2). Los individuos con un alto indice acumulado de tabaco
estan expuestos a un nivel mayor de agentes lesivos del ADN, con el
secundario mayor riesgo de desarrollo de carcinoma de pulmén si tienen una
habilidad suboOptima para mantener la estabilidad gendémica (540). La
inactivacion de los genes de la via de la anemia de Fanconi, no sélo ocurre
en la via germinal en los pacientes con anemia de Fanconi, sino también
existen cambios epigenéticos y mutaciones somaticas que ocurren en gran
variedad de tumores malignos en la poblacién global, lo cual tiene
implicaciones en la sensibilidad y resistencia tumoral a agentes oncolégicos
convencionales, como los inhibidores de la via PARP vy otros inhibidores de
la reparacion del ADN. Hasta el momento, no hay evidencia de que las
alteraciones en FANCB tengan consecuencias fenotipicas en los portadores

heterocigotos.
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Respecto al gen LAMB4, localizado en el cromosoma 7 (7q31.1), codifica
una proteina denominada “subunidad B4 de la laminina” (545). Se cree que
la laminina interviene en la organizacion, unién y migracion celular en los
tejidos durante el desarrollo embrionario, a través de la interaccién con otros
componentes de la matriz extracelular. De hecho, la laminina es el
componente principal de la matriz extracelular, proporcionando soporte
estructural a los tejidos, facilitando la sefializacion extracelular entre células
y favoreciendo la diferenciacion celular (546,547). Ademas, durante el
desarrollo embrionario la matriz extracelular potencia el desarrollo del
sistema nervioso entérico (548), facilitando la regulacion de la migracion de

las células de la cresta neural (549-552).

LAMB4 esta selectivamente expresado en el tejido coldnico, existiendo
alteraciones en este gen en enfermedades que afectan al tejido
gastrointestinal (553). Entre las enfermedades relacionadas con LAMB4
destaca la diverticulitis. El plexo mientérico inerva tanto las capas
musculares longitudinales como circulares del intestino, actuando como
regulador principal de la motilidad intestinal. De esta forma, alteraciones en
LAMBA4 puede llevar a alteraciones en la formacion del plexo mientérico con
alteraciones secundarias en la motilidad intestinal. La diverticulosis se
caracteriza por la presencia de diverticulos, herniaciones en la mucosa y
submocosa del colon a través de la capa muscular. La inflamacion de estos
diverticulos, supone la diverticulitis (554). En su desarrollo participan tanto
factores ambientales como genéticos. Por tanto, alteraciones en la motilidad
y presion de la luz intestinal contribuyen al desarrollo de los diverticulos, por
lo que alteraciones en LAMB4 puede contribuir y predisponer a la
diverticulosis, como se ha observado con la variante D435N, variante de un

solo nucledtido, que provoca un codon sin sentido (555), (556).

Por otro lado, la proliferacion celular requiere calmodulina, una proteina
reguladora de las enzimas dependientes de calcio que interviene en las vias
de traduccion de sefal de las células eucariotas. Concretamente

calmodulina es un sensor intracelular de calcio que participa en las vias de
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sefalizacion que regulan la mayoria de las actividades celulares como el
crecimiento, proliferacion y migraciéon celular (557). EI gen CALMLS3,
localizado en el cromosoma 10 (10p15.1), codifica la proteina CLP, la cual
es una proteina transportadora de calcio, que se encuentra en la mayoria de
las células epiteliales (558). Comparte el 85% de la secuencia de 148
aminoacidos de la proteina calmodulina, pero parece diferenciarse
significativamente en la actividad transportadora de proteinas. CLP tiene
cuatro dominios de union al calcio, pero una afinidad aproximadamente diez
veces menor que calmodulina, ademas CLP interactia con diferentes

proteinas a aquellas con las que interactia calmodulina (559).

CLP se expresa durante la diferenciacion celular, por lo que se encuentra
infraexpresada en los tumores malignos y en las células transformadas. Esta
proteina no afecta a la tasa de proliferacion celular, aunque si afecta a la
morfologia de las colonias, otorgandole bordes irregulares, indicativos de
aumento de la motilidad celular. La sobreexpresion de CLP aumenta la
expresion de miosina-10, requiriéndose en etapas finales de la diferenciacion
epitelial. Se incrementa la funcién de miosina-10 a medida que las células

migran hacia capas mas altas y establecen nuevos contactos (560).

CALML3 se ha encontrado relacionado con el carcinoma de mama, de
piel y otorrinolaringolégico principalmente. Alteraciones en los genes
supresores tumorales p53 y BRCAL se han relacionado con el carcinoma de
mama, pero no sélo estos genes estan implicados. Calmodulina juega un
papel importante en la progresion celular, de forma que aumentos en la
concentracion de calmodulina se asocia a una rapida progresion tumoral
(561,562). En un estudio con 80 carcinomas de mama, se observé cémo la
expresion de CLP se reducia significativamente en el 79 - 88% de los
carcinomas ductal infiltrante, carcinomas lobulillar infiltrante y carcinomas in
situ, en comparacion con el tejido mamario normal adyacente. Esto apoya la
hipotesis de CLP como proteina supresora tumoral, que se encuentra
infraexpresada precozmente en el caso de progresion tumoral del cancer de
mama (563).
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Respecto a la mucosa oral, en las regiones de transformacién maligna
CLP se encuentra infraexpresada y en las zonas de carcinoma la
inmunorreactividad es completamente negativa. Luego la expresiéon de CLP
puede servir como marcador de tejido sano y su infraexpresion como un

predictor de transformacion maligna (564).

En cuanto a la piel, CALML3 regula los queratinocitos durante la
diferenciacion celular, aumentando progresivamente desde la capa
suprabasal hasta las capas granulociticas/queratinizadas (558). La
localizacion nuclear de CALML3 esta inversamente relacionada con Ki67 en
todas las afecciones de la piel, poniendo de manifiesto que la presencia
nuclear de CALML3 se relaciona con la diferenciacion celular terminal y
estado postmitético. Por lo que en el caso contrario, la pérdida nuclear de
CALML3, indica progresion a un fenotipo proliferativo y potencialmente
maligno (565).

5. Curiosidades obtenidas

Dato bastante curioso y llamativo de nuestro estudio, es el hecho de que
dos de los pacientes murieron como consecuencia de la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), uno de ellos sin recaida del TCGNS (paciente nimero 27)
y otro con recaida tumoral (paciente numero 6). La esclerosis lateral
amiotréfica es un trastorno motor neurodegenerativo progresivo, con una
etiologia desconocida y una incidencia anual de 1.4 — 2.7 / 100,000. En el 2
— 5% de los casos son familiares, por mutaciones en el gen de la superoxido
dismutasa (566). Tiene wun curso progresivo, con un desenlace
frecuentemente fatal. La debilidad muscular, atrofia y fasciculaciones son
debidas a la afectacién de la motoneurona inferior. Y secundariamente a la
afectacién de la motoneurona superior, aumentan los reflejos de estiramiento
muscular y la espasticidad de las extremidades. El diagnostico de ELA se
establece fundamentalmente en base a criterios clinicos, aunque los
estudios de conduccion nerviosa y electromiografia pueden ayudar a

confirmar el diagnéstico.
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La presencia de ELA como sindrome paraneoplasico es muy raro,
asociandose comunmente a CPCNP, carcinoma de mama, sindrome
linfoproliferativo, discrasias de células sanguineas y carcinoma de células
renales (567-570). En el caso de presentacion como sindrome
paraneoplasico, clasicamente se asocia a la presencia de anticuerpos
onconeurales, de hecho situaciones que apoyan la asociacion entre ELA
como sindrome paraneoplasico y tumor maligno son: presencia de
anticuerpos onconeurales, fundamentalmente anti-Hu, anti-Yo, anti-CV2 y
anti-Ri y, una relacion conocida entre la neoplasia y la ELA como sindrome
paraneoplasico (270). Es importante tener en cuenta esta pequefia relacién
entre ELA y neoplasias malignas, ya que ayuda al diagnéstico precoz de la
neoplasia, un tratamiento en etapas mas tempranas y en consecuencia la
posible mejoria de la sintomatologia o incluso resolucién de la ELA
(347,349,350).

En el paciente nuimero 27 no se determinaron los anticuerpos
onconeurales de ELA, al no considerarse la ELA como un sindrome
paraneoplasico del TCGNS, presentando cursos independientes. Respecto
al paciente numero 6 desconocemos si se realizO6 o no estudio de
anticuerpos paraneoplasicos, aunque en este paciente la ELA y el TCGNS
presentaron cursos evolutivos independientes. Aunque no disponemos de un
estudio de anticuerpos onconeurales en estos dos pacientes, dado la baja
incidencia tanto de la esclerosis lateral amiotréfica como de los TCGNS, la
presentacion de dos casos de ELA en nuestra cohorte de 54 pacientes con
TCGNS indica que pudiera existir una asociacion entre ambas entidades

patolégicas no descrita al menos en la literatura cientifica.

6. Limitaciones del estudio

Respecto a las limitaciones principales de este estudio, destaca el
caracter retrospectivo y el numero de casos incluidos en comparacion con la
gran cantidad de genes estudiados. No obstante, la baja incidencia de los
TCGT vy la inclusiébn de s6lo TCGNS estadio | sin tratamiento adyuvante,

lleva a que el tamafio muestral pueda ser considerado adecuado.
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7. Directrices futuras

Tras los resultados obtenidos merece validar en una cohorte mayor de
pacientes, igualmente homogénea y de similares caracteristicas (TCGNS

estadio | tratados con orquiectomia exclusivamente), los siguientes genes:

Firma de expresion génica de nueve genes obtenida con el analisis
bioinforméatico (MPL, Col24al, NR4Al, FOSL1l, CREB5, FANCB,
LAMB4, ZBTB16, CALML3).

- Los tres genes con expresion diferencial mas proxima a la
significacién estadistica obtenidos (AKT3, BAIAP3 y ZBTB16) (p =
0.064) obtenidos del analisis inicial de los 730 genes.

- Los cinco genes del modelo de coexpresion ME.purple con expresion
diferencial proxima a la significacion (IL13RA2, CCNA1, PLA2G10,
GADD45A, RRAS?2).

- MicroARN371, resultante de la literatura cientifica como biomarcador

de enfermedad tumoral activa en pacientes con TCG.
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1). A través de un riguroso analisis bioinformatico se ha identificado en
pacientes con TCGNS estadio | tratados exclusivamente con orquiectomia
una firma génica de nueve genes (MPL, Col24al, NR4A1, FOSL1, CREBS5,
FANCB, LAMB4, ZBTB16, CALML3) que permite seleccionar aquellos

pacientes con una alta probabilidad de recaida (AUC 0.8).

2). Con el andlisis de redes de coexpresion se obtuvo un modelo de 31
genes relacionado con la recaida estadisticamente significativo (0.003), con
una correlacion con la recaida de 0.39, lo cual supone una correlacion
importante teniendo en cuenta el pequefio tamafio muestral, el gran nimero
de genes analizados, que sélo fue analizada una variable (recaida si vs no) y
el caracter multifactorial de las recaidas.

3). No se obtuvo ningun gen con una expresion génica diferencial
significativa entre el grupo de pacientes con y sin recaida, aunque si existen
varios genes que se aproximan a la significacion y que, de hecho, algunos
de estos forman parte del modelo de 31 genes de la red de coexpresion que
encontramos relacionado con la recaida (ILL3RA2, CCNA1l, PLA2G10,
GADD45A, RRAS2) y con el modelo de nueve genes obtenido con el andlisis
bioinformético (NR4A1l y ZBTB16). Y entre el modelo de red de coexpresion
de 31 genes y el modelo de 9 genes obtenido con el andlisis bioinformatico,
FOSL1 forma parte de ambos modelos. Por otro lado, también se obtuvo una
media de expresién diferencial significativa entre ambos grupos de pacientes
con los genes FOSL1 y ZBTB16 segun el analisis t student, que aunque este
estadistico valora cada gen aisladamente nuevamente coinciden los
resultados con el hilo de genes que probablemente tengan un papel
importante en la recaida de los pacientes con TCGNS. Ademas, como se ha
ido exponiendo previamente, existen mdultiples interacciones directa e
indirectamente entre la mayoria de los genes resaltados como de mayor
importancia en los distintos analisis llevados a cabo, de hecho cuatro genes
de los nueve constituyentes de la firma génica obtenida con el analisis
bioinformético estan relacionados con la via de sefalizacion PI3K (Col24al,
NR4Al, CREB5, LAMBA4).
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4). Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto la alta
probabilidad de que este pequefio grupo de genes (partiendo de 730 genes)
resultantes de los distintos andlisis llevados a cabo y repetidos
constantemente en los diferentes analisis, formen parte del modelo definitivo
qgue en un futuro nos permita seleccionar a los pacientes con TCGNS con un
alto riesgo de recaida en los que optemos invariablemente por la opcion de
quimioterapia adyuvante. Esto nos permitiria seleccionar mejor los pacientes
candidatos a tratamiento adyuvante tras orquiectomia, evitando
sobretratamientos y secundariamente una disminucion de los costes en

toxicidades, calidad de vida y economicos.

5). Hasta la fecha ninguna terapia diana ha demostrado en pacientes con
tumores de células germinales una razonable efectividad, poniendo de
manifiesto la importancia de centrarnos en los pacientes en estadios iniciales
para disminuir el riesgo de recaida y la probabilidad de que formen parte del

pequefio grupo de pacientes metastasicos sin opciones curativas.

6). Estos datos son generadores de hipoétesis y la posible aplicabilidad
clinica de esta firma génica de nueve genes obtenida con el analisis
bioinforméatico requiere ser testada en una cohorte de similares

caracteristicas pero con un mayor numero de pacientes.
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Germ cell tumors (GCTs) are the most common type of solid tumor amongst patients between 15 and 35 years of
age. They are also one of the types of tumor with the highest cure rate, due to their high sensitivity to cisplatin
based chemotherapy. Nonetheless, around 15-20% of metastatic patients will not have curative options after a
relapse on the first and second line. This proves that new therapeutic options for these refractory GCTs patients

need to be developed. This article offers a bibliographic review of all studies using targeted treatment or im-
munotherapy for refractory GCTs patients.

1. Introduction

Germ cell tumors (GCTs) are the most common type of solid tumor
amongst adolescents and young adults (15-35 y.o0.). They are also one
of the malignant tumor types with the hightest cure rate, as only 3-5%
of patients die due to the tumor (Sturgeon et al., 2011; Tandstad et al.,
2009; Gandaglia et al., 2014). The cure rate of disseminated testicular
carcinoma after a cisplatin based first line treatment is 70-75%, while,
after a relapse, the second line (first salvage treatment) of conventional-
dose chemotherapy (CDQT) may achieve a complete remission on
40-50% of patients (Einhorn, 1997; Loehrer et al., 1998; Motzer et al.,
1992). With high-dose chemotherapy combined with a stem cell
transplant (HDCT-ASCT) the cure rate may reach 60% (Einhorn et al.,
2007; Feldman et al., 2010a). A randomized clinical trial is currently
taking place in order to establish the best out of these two salvage
therapies (Standard-Dose Combination Chemotherapy or High-Dose
Combination Chemotherapy and Stem Cell Transplant in Treating
Patients with Relapsed or Refractory Germ Cell Tumors, 2019).

Patients who relapse after the second line treatment show very poor
results, without a curative option when surgical resection is not possible
(Murphy et al., 1993). Despite the high response rate to first and second
line treatment, 15-20% of all metastatic patients do not receive ther-
apeutic curative options. Hence the importance of the development of
targeted treatments for this group of patients. So far, the best ther-
apeutic option is the combination of gemcitabine, oxaliplatin and pa-
clitaxel (GOP), which achieves an objective response rate of 51% and
combined with the resection of residual mass may achieve around 11%
of progression free survival (PFS) for two years (Bokemeyer et al.,

2007). The response rate to other lines of treatment ranges between 20
and 40%, with an overall median survival rate (OS) of 6-8 months.

Targeted treatment therapies mean a paradigm shift for the treat-
ment of multiple solid tumors, allowing for the selection of the popu-
lation who may benefit from these agents. For GCTs, this aim is harder
to achieve, due the low number of patients who relapse and the di-
versity of the population, including several histological subtypes;
therefore the cooperation between multiple healthcare centers is es-
sential. So far, the available data reveal the possible results of some
targeted treatments in highly selected refractory GCT patients
(Sanchez-Muioz et al., 2012). Here is an updated review containing all
targeted treatments/immunotherapy.

2. EGFR family

The epidermal growth factor receptor family (EGFR) consists of four
members: HER1 or EGFR, HER2, HER3 and HER4. The EGFR family
proteins consist of three domains: a tyrosine kinase intracellular do-
main, a transmembrane domain and an extracellular domain where the
ligand binds to become active (with the exception of HER2, which has
no known ligand and becomes active when it forms a heterodimer with
other EGFR family members). The activation of these receptors even-
tually leads to the activation of a cascade of intracellular pathways with
genes involved in cell proliferation, differentiation, angiogenesis, mi-
gration and survival. The immunohistochemical (IHC) expression varies
between 28 and 65% in GCTs, whereas the gene amplification is around
5% (Wang et al., 2009; Durén et al., 2010; Madani et al., 2003; Moroni
et al., 2001).
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Anexo 2

Genes analizados con el modelo PanCancer
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DDX50
DHX16
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Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
DKK2 . + - - - - - - - - - -

DKK4 - + - ; - ; ; ; ; - - -
DLL1 +
DLL3 + - - ; - ; ; ; ; - - -
DLL4 +
DNAJC14 - - - - - - - - - - - -
DNMT1 : : : . : : : : : : : :
DNMT3A - - - - - - - - - - - -
DTX1 +
DTX3 + - - - - - - - - - - -
DTX4 +
DUSP10 - - - - - - ; +
DUSP2 - - - - - - - +
DUSP4 - - - - - - - +
DUSP5 - - - - - - - + - - - -
N
N

DUSP6 - - i ' i i
DUSPS8 - ; i i i i
E2F1 S - . - ; ] ] ; ; -
E2F5 ] ; ; ] ] ] ] ] ] ;
EDC3 - - - - i i i i i - i
EFNAL - - i i i i i i
EFNA2 - - i i i i i i
EFNA3 - - i i i i i i
EFNAS - - i i i i . i

EGF - - - - - - - + -

+ [+ |+ [+ |+
+ |+ |+ [+ |+
1



Ciclo celular,
apoptosis

Modificacion
cromatina

Reparacion dafio
ADN

Regulacién
transcripcional

Gen Notch Wnt HedgeHog TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS

EGFR - - - - - - - -
EIF2B4 - - - - - - - - - - - -
EIF4EBP1 - - - - - - - - - - -
ENDOG - - - - - - - - - - - +
EPHA2 = = = - - - - - - + + -
EPO - - - - - - - - + + - -
EPOR - - - - - - - - + - ;
ERBB2 - - - - - - - - - - - -
ERCC2 - - - - - | + |- - - - - -
ERCC3 - - - - - - - - - - - -
ERCC6 - - - - - | + |- - - - - -
ETS2 ; - - . - ] ; ; ; ; ;
ETV1 = = = - + - - - - - - -
ETV4 - - - - + . . . . . - .
ETV7 - - - - + - - - - . - .
EYA1 - - - - + . . . . - - -
EZH2 - - - - - - - - - - - -
FANCA - - - - - + - - - - - -
FANCB - - - - - + ; ; ; ; - ;
FANCC - - - - - + - - - - - -
FANCE - - - - - + ] ] ] ; - ;
FANCF - - - - - + . . . . ; .
FANCG - - - - - + . . . . - .
FANCL - - - - - + . . . . - .




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
FAS = = = = - - - + - - - +
FASLG - - - - - ; - + -+ ]+ +
FBXW?7 - - - - - - - - - - - -
FCF1 = = = = = = = = = = = =
FEN1 = = - - - + - - - - - -
FGF1 - - - - - - - + - + + -
FGF10 = = = = - - - + - + + -
FGF11 - - - - - - - + - + + -
FGF12 = = = = - - - + - + + -
FGF13 - - - - - - - + - + + -
FGF14 = = = = - - - + - + + -
FGF16 - - - - - - - + - + + -
FGF17 - - - - - - - + - + + -
FGF18 - - - - - - - + - + + -
FGF19 - - - - - - - + - + + -
FGF2 - - - - - - - + - + + -
FGF20 = = = = = - - + - + + -
FGF21 - - - - - - - + - + + -
FGF22 = = = = = - - + - + + -
FGF23 - - - - - - - + - + + -
FGF3 = = = = = - - + - + + -
FGF4 - - - - - - - £ - + + -
FGF5 - - - - - - - + - + + -
FGF6 - - - - - - - + - + + -
FGF7 - - - - - - - + - + + -




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
FGF8 - - - - - - - + - +

FGF9 = = = = - - - + +
FGFR1 - - - - - - - + +
FGFR2 = = = = = = = + - +
+ +

+ +

+

FGFR3 - - - - - - -
FGFR4 - - - - - - -
FIGF - - - - - - - - -
FLNA - - - - - - - + - - - -
FLNC - - - - - - ; + ; ; - ;

FLT3 - - - - + - - - -

FOSL1 ] ; ] ] ] ] ] ]
FOXL2 ] - - ; ] ) ] ] ]
FOX04 - - - - - - - - - -+ ] -

FTS)2 - - - - - - - - - - - -
FUBP1 - - - - - - - - - - - -
FUTS - - - - + - - - - - - -
FZD10 -
FZD2 -
FZD3 -
FZD7 -
FZD8 -

+ |+ |+ [+ |+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1



Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis

FZD9 - - - - - - - - - - -

GADD45A - - - - - ] ] + N
GADDA45B - - - - - ] ] + ] ; - +
GADDA45G - - - - - ] ] + +
GATA1 - - - - - - - - - - - -
GATA2 - - - - - - - - - - - -
GATA3 - - - - - - - - - - - -
GDF6 ] ; ; ] ; ] ] ] ] ] ]
GHR - - - - - - - Sl s ] - -
GLI1 - - + - - - - - - - - -
GLI3 - ; + ] - - - - - - - -
GNA11 - - - - - - - - - - - -
GNAQ - - - - - - - - - - - -
GNAS - - - - - - - - - - - -

GNG12 ] - - ] ] ] ] ]

+ +
GNG4 = = = = = - - - - + + -
+ +
+ +

GNG7 - - - - - - - - -
GNGT1 = = = = = = = = =
GPATCH3 = = = = = = = = = = = =
GPC4 ; - ; - ; ; ; ; ; ; ;
GRB2 - - - - - - - ‘ £ | £ ‘ + ‘ + ‘ -
GRIA3 = - - - + - - - - - - -
GRIN1 - - - - - - - - - - + -
GRIN2A = = = - - - - - - - + -




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
GRIN2B - . - - - - - - - - i -

GSK3B - - - ] ] ] ) n ] ;

GTF2H3
GZMB
H2AFX
H3F3A
H3F3C
HDAC1
HDAC10

HDAC11 - - -

+ [+ |+ [+

HDAC2
HDAC3
HDAC4
HDAC5
HDAC6
HELLS

HES1 + - - - - - - - - - - -
HES5 + - - - - - - - - - - -

HHEX - - - - + - - - - - - -
HIST1H3B - - - - +
HIST1H3G - - - - + - - - - - - -
HIST1H3H - - - - +

HMGA1 - - - + - - - - - - - -

+ |+ |+ [+




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
HMGA2 - - - 5 + - - - - - - -

HNF1A - - - - - - - - - - - -
HOXA10 - - - - +
HOXA11 - - - - + ; ; ; ; - - -
N
N

HOXA9 : : : .
HPGD - - - -

HRAS - - - - - ; ; ; + 4 ;

HSP90B1 - - - - - - - - - + - -

HSPA1A : : : - - - _ + _ - - _
HSPA2 - - - - - - - + - - - -
HSPAG6 - - - - - - - + - - - -
HSPB1 - - - - - - ; + ; ; - ;

IBSP ; - - ; ; ; ; ] ; ; ;

ID1 - - - - - - +
ID2 ; - - ; ¥ ; ; ; ; ; - ;
ID4 - - - - - - +

IDH1 - - - , - ; - ; ; - - -
IDH2 ; - - . - ; ; ; ] ; - ;
IFNAL7 - - - - - ; ; ;
IFNA2 ; - - . - ; ; ;
IFNA7 - - - ; - ; : ;
IFNG - - - ; - ] ]
IGF1 - - - -
IGFIR - - - ;
IGFBP3 - - - -

+ |+ |+
1
1

1
1
1
1
=+
1

+ |+ |+
1
1
1
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1




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
IKBKB - - - - - - - +

1
+
+
+

IKBKG : : : - - - _ +
IL10 - - - - - - - -
IL11 : : : . : : : :
IL11RA - - - - - - - -
IL12A - - - - - - - -
IL128B - - - - - - - -
IL12RB2 - - - - - - - -
IL13 - - - - - - - -
IL13RA2 - - - - - - - -
IL15 - - - - - - - -
IL19 : : : . : : : :
IL1A - - - - - - -
IL1B : : : : : : :
IL1R1 - - - - - - -
IL1R2 : : - - + - -
ILIRAP - - - - - - - -
IL20RA - - - - - - - -
IL20RB - - - - - - - -
IL22RA1 - - - - - - - -
IL22RA2 - - - - - - - -
IL23A - - - - - - - -
IL23R - - - - - - - -
IL24 - - - - - - - -
IL2RA - - - - - - - -

1
+
+
+

+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ [+
1
1
1

1

1

1
+ [+ |+

|

|

1
+

+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ [+
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1
1




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
IL2RB - - - - + - - - + + - -

IL3 - - - - + ; ; ; +
IL3RA - - - - - - - - +
ILSRA - - - - - - - ; +
IL6 : - - - + _ _ _ +
N
N
N

N ) ]
IL6R - - - - - - - - + - -
IL7 : : : - - - - - + - _
IL7R - - - - - - - - + - -

IL8 : - - - + _ _ _ _ - - _
INHBA - - - - - - + - - - - -
INHBB - - - - - - + - - - - -
IRAK2 - - - - - - - - -
IRAK3 - - - - - - - - -
IRS1 - - - - - - - - -
ITGA2 - - - - - - - - -
ITGA3 - - - - - - - - -
ITGA6 : : : : : : : : :
ITGA7 - - - - - - - - -
ITGAS : : : : : : : : :
ITGA9 - - - - - - - - -
ITGB3 : : : : : : : : :
ITGB4 - - - - - - - - -
ITGB6 - - - - - - - - -
ITGB7 - - - - + - - - -
ITGBS - - - - - - - - -

1
1
+

+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ ]|+ [+
1
1




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
JAG1 + - - - - - - - - - - -

JAG2 + - - - - - - - - - - -
JAK1 - - - - - - - - + +
JAK2 = = = = - - - - + + - -
JAK3 - - - - - - - - + +

JUN - [+ - : . i i s : - i
KAT28B v | - . . i i i i i S i

KDM5C = = = = = = = = = = = =
KDM6A - - - - + - - - - - - -
KIT = = = = = - - - - + + -
KITLG - - - - - - - - - + + -
KLF4 = = = = = = = = =

KMT2C - - - - - - - - - - - -
KMT2D : : : : : : : : : : : :

KRAS - - - - - ] ] ] + . ]
LAMAL - - - - ] ; ; - ; ; - ;
LAMA3 - - - - - ] ] - - ; - -
LAMAS - - - - - ; ; ; ; ; - ;
LAMB3 - - - - ] ] ] ] ] ; - -
LAMB4 - - - - - ; ; ; ; ; - ;
LAMC2 - - - - - ] ] ] ] ; - -
LAMC3 - - - - - ; ; ; } s ; ;
LAT - - - - - ] ] - - - ; ]

LEF1 - - - - - - - -
LEFTY1 - - - - - - + - -



Notch Wnt HedgeHog

Modificacion
cromatina

Regulacién
transcripcional

Reparacion dafio

TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K

RAS

Ciclo celular,
apoptosis

LEFTY2
LEP

LEPR
LFNG

LIF

LIFR

LIG4

LRP2
LTBP1
MAD2L2
MAML2
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K4
MAP2K6
MAP3K1
MAP3K12
MAP3K13
MAP3K14
MAP3K5
MAP3K8
MAPK1
MAPK10
MAPK12
MAPK3

+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ ]|+ [+ ]+ [+
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Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis

MAPKS - - - - ] ] + - - -

MAPK8IP1 : : : - - - - +
MAPK8IP2 - - - - - - - + - - - -
N
N

MAPK9 ; ) ) ) _ )

MAPT - - - - - - -
MCM?2 - - - - - - - - -
MCM4 - - - - - - - - -
MCMS5 - - - - - - - - -
MCM?7 - - - - - - - - -
MDC1 - - - - - + |- - -

MDM2 - - - - + - - ; - L] -] T

MECOM ] ; ; ] ] ] ] ]

MED12 - - - - - - - - - - -
MEN1 = = = - + - - - - - -
MET - - - - + . ; ; ; I -
MFNG ; ; ] - ] ] ] ] - ]
MGMT - - - - - + ] ] ] - ]
MLF1 - - - . | + - - - - - -
MLH1 - - - - - - - - - - -
MLLT3 - - - - | + | ] ] ] ] - -
MLLT4 ] - - ] - ] ] ] ] ] ]
MMP3 - - - - | + | ] ] ] ] ] - ]
MMP7 ] - ; ] ; ; ; ; ; ; ;
MMP9 - - - - | + ] ] ] ] ; - ;

MNAT1 - - - - - + - - - - - -




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis

MPO - - - - + ] ] ] - ] ; ]
MRPS5 - - - - - - - - - - - -
MSH2 - - - - - - - - - - - -
MSH6 - - - - - - - - - - - -
MTMR14 - - - - - - - - - - - -
MTOR ; - - ; ; ; ; ; ; ; ;
MUTYH - - - - - + |- - - - - -
MYB - - - - - - ] ] ] + - ;
we - [ - : N O S H S A A BT
MYCN - - - - + . ]
MYD88 - - - - - - -
NASP - - - + | - - -
NBN - - - - - + -
NCOR1 - - - . | + - -
NF1 - - - - - - -
NF2 - - - - - - -

NFATC1 - - - - - -

NFE2L2 : : : : : : :

NFKB1 - . . | + | ; e

NFKBIA - - - - - - -
NFKBIZ - - - - | + | - -
NGF - - - - - - -
NGFR - - - - | + | ; ;

NKD1 ; - ; - ; ;




Notch Wnt HedgeHog

Modificacion
cromatina

Regulacién
transcripcional

Reparacion dafio
ADN

TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS

Ciclo celular,
apoptosis

NODAL
NOG
NOL7
NOS3
NOTCH1
NOTCH2
NOTCH3
NPM1
NPM2
NR4A1l
NR4A3
NRAS
NSD1
NTF3
NTHL1
NTRK1
NTRK2
NUBP1
NUMBL
NUPR1
OSM
PAK3
PAK7
PAX3
PAX5

+ - -
f x Z
; Z Z
I Z ;
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Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
PAX8 - - - - + - - - - - - -

PBRM1 - - - - - - - - - - - -
PBX1 - - - - + ; ; ; ; - - -
PBX3 - - - . 4 ] ] ] ] ] - ]
PCK1 ; ; ; ; ] ; ] ] ] ; ;
PCNA - - - - - + ] ] ] - - +
PDGFA = = - - + - - + - +
PDGFB - - - - - - - + - +
PDGFC - - - - - ] ] - ; +
PDGFD - - - - - . ] ] ] +

A

-

A

PDGFRA - - - - - - - + -
PDGFRB - - - - - - ; + ;
PGF - - - - - - - - -
PHF6 - - - - - - - - - - - -
PIAS1 - - - - - - - - - - - -
PIK3CA - - - - - - - - +
PIK3CB : : : - - - - - +
PIK3CD - - - - - - - - +
PIK3CG : : : - - - - - +

N

N

N

PIK3R1 - - - - - - - -
PIK3R2 - - - - - - - -
PIK3R3 - - - - - - - -
PIK3RA - - - - - - - - - - - -
PIK3RS - - - - - - - - + + | o+ ] +
PIM1 - - - - - - . ] + ] - ]




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
PITX2 - - - - - - - - -
PKMYT1 - - - - - - - - - -
PLA1A - - - - - - - - - -
PLA2G10 - - - - - - - - - -
PLA2G2A - - - - - - - - - -
PLA2G3 - - - - - - - - - -

1
+

PLA2G4A - - - - - - -
PLA2GA4C - - - - - - -
PLA2GA4E - - - - - - -
PLA2GAF - - - - - - -
PLA2G5 - - - - - - - - - -
PLAT - - - - + - - - - -
PLAU - - - - + - - - - - - -
PLCB1 - + - - - - - - - - - -
PLCB4 - + - - - - - - - - - -
PLCE1 - - - - - - - - - - +
PLCG2 - - - - - - - - - - + -
PLD1 - - - - - - - - - - +

PML - - - - + - - - - - - -
POLB - - - - -
POLD1 - - - - -
POLD4 - - - - -
POLE2 - - - - -
POLR2D - - - - -
POLR2H - - - - -

1
1

+ [+ |+ [+ |+ ||+ |+
1

+ |+ |+ [+ |+ |+



Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
POLR2J - - - - - + - - - - - -

PPARG - - - - + - - - - - - -
PPARGCIA - - - + - - - - - - - -
PPP2CB - - - - - - + - -
PPP2R1A - - - - - - + - -
PPP2R2B - - - - - - - - -
PPP2R2C - - - - - - - - -
PPP3CA - . + +
PPP3CB - + + +
PPP3CC - + - - - - - + - - - +

+ + +

+ + +

PPP3R1 -
PPP3R2 -
PRDM1 - - - - - - - - - - - -
PRKAA2 - - - - - ] ] ] e -
PRKACA - + + + +
PRKACB - + + - - - - + - - +
PRKACG - + + + +
PRKAR1B - - - - - - - - - - -
PRKAR2A - - - - - - - - - - -
PRKAR2B - - - - - - - - - - -
PRKCA = + + +
PRKCB - + - - - - - TF - - + -
PRKCG = + + &

PRKDC - - - - - + - - ; ; -

PRKX e ; - - - L] - ] 4




Notch Wnt HedgeHog

Modificacion
cromatina

Regulacién
transcripcional

Reparacion dafio
ADN

Ciclo celular,

PRL
PRLR
PRMT8
PROM1
PRPF38A
PTCH1
PTCRA
PTEN
PTPN11
PTPN5
PTPRR
PTTG2
RAC1
RAC2
RAC3
RAD21
RAD50
RAD51
RAD52
RAF1
RASA4
RASAL1
RASGRF1
RASGRF2
RASGRP1

TGF-B  MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
] ] N N ] ]
) ) A n ) )
) ) ) - ) )
] ] A ] " ]
] - ] ] ] ]
= = = = = +
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) " ) ] " )
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Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis

RASGRP2 - - - - - - . . ; + ]

RB1 - - - - - - - - - - - +
RBM45 - - - - - . - . . - - -

RBX1 ; - . - ] . ] ] ] ]
RELA = = - - + - - + - + +

RELN - - - - - - - - - + - -
RET - - i i i i i i i ; i
RFC3 - - i i . i i i i - i
RFC4 - ; i i . i i i i ) i
RHOA ; - . - ] ¥ ; ; ; ¥ ;
RIN1 - ; i i i i i i i ; i
RNF43 - - i i i i i i i - i
RPA3 - - i i . i i i i - i
RPS27A - - i : . i i i i - i
RPS6KAS - - ' i i i "
RPS6KAG - - i i : i . i i - i
RRAS2 - ; i i i i ;

RUNX1 - i i ;
RUNX1T1 - ; i ' i i i i i ; i
RXRG - i i ;

SAP130 - ; ; i ; ; ; ; i ; i
SETBP1 - - i i i i i i i - i
SETD2 - - i i i i i i i - i
SF3A3 - ; ; : ; ; ; ; i ; i
SF3B1 - - i i i i i i i - i




Notch Wnt HedgeHog

Modificacion
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Regulacién
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SFN
SFRP1
SFRP2
SFRP4
SGK2
SHC1
SHC2
SHC3
SHC4
SIN3A
SIRT4
SIX1
SKP1
SKP2
SLC4A1AP
SMAD2
SMAD3
SMAD4
SMAD9
SMARCA4
SMARCB1
SMC1A
SMC1B
SMC3
SMO

+

+ [+ |+




Notch Wnt HedgeHog

Modificacion
cromatina

Regulacién
transcripcional

Reparacion dafio
ADN

Ciclo celular,
apoptosis

SOCS1
SOCS2
SOCS3
SOS1
SOS2
SOST
SOX17
SOX9
SP1
SPOP
SPP1
SPRY1
SPRY2
SPRY4
SRSF2
SSX1
STAG2
STAT1
STAT3
STAT4
STK11
STMN1
SUV39H2
SYK
TBL1XR1

TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS
- - o - -
- - + - -
- - o - -
- +

- +

- - - + -
- - + - -
- - + - -
- - e - -
- - + - -
= = e = -
- - + - -
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Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
TCF3 - - - - + - - - - - - -

TCF7L1 . : : i : i : : . i
TCL1B - - - - - - - ] ] - ]

TET2 = = = = = = = = = = = =
TFDP1 - - - - - -
TGFB1 - - - - - -
TGFB2 - - - - - -
TGFB3 = = = = = =
TGFBR2 - - - - + -
THBS1 - - - - - - +
THBS4 - - - - - - - - - + - -
THEMA4 = = = = - - - - - +

TIAM1 - - - - - - - - - - + -
TLK2 = = = = = = = = = = = =
TLR2 - - - - - - - - - + - -
TLR4 = = = = = - - - - + - -
TLX1 - - - - + - - - - - - -
TMPRSS2 - - - - + - - - - - - -
TMUB2 = = = = = = = = = = = =
TNF - - - - - - | + | + | - - - ‘ +
TNFAIP3 = = = = = = = = = = = =
TNFRSF10A - - - - - - - - - - -
TNFRSF10B = = = = = = = = = = =
TNFRSF10C - - - - - - - - - - -

+ |+ |+



Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
TNFRSF1I0D - - - - - - - - - - - +

TNFSF10 - - i i i i i i i - +
TNN - ; i - i i ] ] .
TNR - - i ) - i i ] . ) i
P53 ] - ; ¥ ; T ] - .

PO S - . i ] i - . i - i
TRAF7 - - i i i i i i i ; i
TRIM39 - - - - i i i i i - i

TSC1 ; - - ; ; ; ; ; ; ; ;

TSHR - - - - - - - - - - - -
TSPAN7 - - - - + - - - - - - -
TTC31 = = = - = = = = = = = =
TTK - - - - - - - - - - - +
U2AF1 - - - - - - - - - - - -
UBB - - - - - + - - - - - -
UBE2T = = = - - + - - - - - -
USP39 = = = = = = = = = = = =
uTyY = = = - + - - - - - - -
VEGFA - - - - - - - - - + + -
VEGFC = = = = = - - - - + + -
VHL - - - - - - - - - - - -
VPS33B = = = = = = = = = = = =
WEE1 - - - - - - - - - - - +
WHSC1 = = - - + - - - - - - -




Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,
Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis

WHSC1L1 -
WIF1 -
WNT10A -
WNT108B -
WNT11 -
WNT16 -
WNT2 -
WNT2B -
WNT3 -
WNT4 -
WNT5A -
WNT5B :
WNT6 -
WNT7A .
WNT78B -
WT1 .
XPA -
XRCC4 - ¥
ZAK SR : : : : - :
ZBTB16 - - - - ¥ - - - - - - -
ZBTB32 - - - - - + - - - - - -
ZC3H14 - - - - - - - - - - - -
21c2 - - : : : S :
ZKSCAN5 - - - - - - - - - - - -
ZNF143 - - - - - - - - - - - -
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1
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Modificacion Regulacién Reparacion dafio Ciclo celular,

Gen Notch Wnt HedgeHog cromatina transcripcional ADN TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS apoptosis
ZNF346 - - - - - - - - - - - -
ZNF384 - - - - - - - - - - - -




Anexo 3

Documento que acredita la aprobacion del
estudio por el Comité Coordinador de Etica de
la Investigacion Biomédica de Andalucia



Comité de Etica de la Investigacion Provincial de Mcilag:

Servicie Andaluz de Salud
i CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOLICIALES

Dra. Diia. Gloria Luque Fernindez, Secretaria del CEI Provincial de Malaga .

- CERTICA:
Que en la sesion de CEI de fecha: 24/09/2015 ha evaluado la propuesta de D/Diia.: Emilio Alba Conejo, referido al Proyecto de

Investigacion: "Identificacién de una firma de expresion génica mediante el Sistema de Andlisis nCounter™ como marcador
prongstico de recaida en pacientes con tumores germinales testiculares estadio I". -
Este Comité lo considera ética y metodolc’:gicamente correcto.

Los datos de los pacientes deberan estar debidamente disociados.

La composicion del CEI en esta sesion es la siguiente:

Dra. Ana Alonso Torres (UGC Neurociencias) Dr. Pedro Valdivielso Felices (UGC M_ed. Interna)
Dra. Encarncacién Blanco Reina (Farmacologia Clinica) . . José Vallejo Triano (Biblioteca)
Dra. Marta Camacho Caro (UGC Ginecologia) Dra. M® Carmen Vela Mérquez (Farmacéutica Distrito)

Diia. Josefa Castro Barea (Gestion del Conocimiento)

Dra. M" Angeles Gertrudis Diez (Médico Familia)

Dr. Aatonio E. Guzmén Guzman (UGC Farmacia Hospitalaria)
Dra. Ardnzazu Linares Alarcén {UGC Farniacia Hospitalaria)
Dr. Antonio Lépez Téllez (Médico de Familia)

Dila. Inmacﬁlada Lupiafiez Pérez (Enfermera)

Dra. Gloria Luque Fernandez (invesligacién)

Dra. Cristobalina Mayorga Mayorga (Laboratorio)

Dr. F rancisc_o' J. Mérida de la Tofr_e (Laboratorio)

Dr. Victor Navas Lopez (UGC Pediam"a) ‘

D. Antonio J. Nifiez Montenegro (Subdireccion Enfemeria)
D. Ramén Porras Sanchez (RRHH-Abogada) _ |
Dia. Virginia Salinas Pérez (UGC Neurdciencias-Enfennera)
Dra. M Victoria de la Torre Prados (UGC UMI)

Dra. M® José Torres Jaén (UGC Alergia)

Lo que firmo en Milaga, a 25 Septiembre 2015
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Fda.: Dra. Gloria Lugue Fernmandez
Secretaria del CEI :



Anexo 4

Modelo de consentimiento informado para este
proyecto de investigacion



HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea
atentamente la informacion que a continuacion se le facilita y realice las
preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

Se solicita su consentimiento para la participacion en el proyecto con titulo
“ldentificacion de una firma de expresion génica mediante el Sistema de
Analisis nCounter™ como marcador prondstico de recaida en pacientes
con tumores germinales testiculares estadio I”.

Importancia:

Los tumores de células germinales testiculares (TCG testiculares) tienen una
importante relevancia a nivel social, al ser los tumores méas frecuentes en
varones jovenes. Los TCGS testiculares estadio | tienen una tasa de recaida de
entre un 15-20% de los pacientes en ausencia de tratamiento complementario,
por tanto practicamente el 80% de estos pacientes estaran curados tras la
intervencion quirdrgica. Entre las estrategias terapéuticas posteriores a dicha
intervencion se encuentran la vigilancia activa y la quimioterapia adyuvante en
funcion de factores de riesgo del tumor. Sin embargo, estos factores no han
sido validados de forma prospectiva, proporcionando informacién incompleta
sobre la probabilidad de recaida, y hasta un 80% de los pacientes seran
“sobretratados” a partir de la indicacién de la quimioterapia basada en estos
factores, lo cual conlleva un coste econémico y de toxicidades. De este modo,
resulta de vital importancia distinguir a los pacientes que pueden beneficiarse
del tratamiento con quimioterapia de aquellos que no lo necesitan. Nuestra
hipétesis es que la variabilidad en la tasa de recaidas en pacientes
diagnosticados de TCG testicular estadio | puede estar determinada por grupos
de genes relacionados con en el desarrollo de tumores. Ello podria clasificar a
un grupo de pacientes dénde la mejor opcion es la vigilancia activa, frente a
otro que si se beneficiaria de una quimioterapia adyuvante.

De este modo, los resultados que se obtengan pueden dotar al oncélogo de
nuevos criterios precisos que contribuyan a una mejora sustancial en la toma
de decisiones clinicas. Todo ello puede suponer un cambio en la forma de
entender y en el modo en que estos pacientes son tratados, al permitir el
disefo de estrategias terapéuticas més individualizadas.

Implicaciones para el paciente:

La participacidn es totalmente voluntaria.

Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son
confidenciales y se trataran conforme a la Ley Orgéanica de Proteccion de Datos
de Caracter Personal 15/99.

La informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos
de este estudio.



CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL
PACIENTE

He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento
(Informacion al Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio “ldentificacion de una firma de
expresion génica mediante el Sistema de Andlisis nCounter™ como
marcador pronostico de recaida en pacientes con tumores germinales
testiculares estadio I".

He recibido suficiente informacion sobre el estudio. He hablado con el
profesional sanitario informador:

Comprendo que mi participacién es voluntaria y soy libre de participar o no en
el estudio.

Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran
confidenciales y se trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion
de Datos de Caracter Personal 15/99.

Se me ha informado de que la informacion obtenida sélo se utilizar4 para los
fines especificos del estudio.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

v' Cuando quiera

v Sin tener que dar explicaciones

v" Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado
“Identificacion de una firma de expresion génica mediante el Sistema de

Analisis nCounter™ como marcador prondstico de recaida en pacientes
con tumores germinales testiculares estadio 1.

Firma del paciente Firma del profesional
(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:................... Nombre y  apellidos:

Fecha: .....ooooi i, Fecha: ........cooovvi.
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