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1. CONCEPTOS BASICOS DE ONCOLOGIA

El cancer permanece como una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Las neoplasias,
gue pueden ser benignas o malignas, se caracterizan por una reproduccion celular alterada y una
proliferacion excesiva de tejido que no sigue la organizacion de los tejidos adyacentes ni es regulada
por el sistema inmune del individuo. A diferencia de las neoplasias benignas, el cancer es la
expresion fenotipica de la alteracion genética de un grupo celular que induce la formacién de la
neoplasia debido a la pérdida de los mecanismos normales de apoptosis o muerte celular
programada. Esta alteracién determina que las células se vuelvan inmortales, proliferen de manera
descontrolada, invadan otros tejidos y eventualmente implanten poblaciones celulares a distancia del
tumor de origen —proceso conocido como metastasis—. Los mecanismos normales de control del
organismo no logran controlar este conjunto de manifestaciones fenotipicas, las cuales, si quedan
totalmente fuera de control, conducen a la muerte.

1.1. MECANISMOS DE ALTERACION CELULAR QUE CONDUCEN AL CANCER

Se han descrito dos grandes mecanismos de alteracién que conducen al cancer, definido como una
“‘enfermedad del genoma”: los oncogenes, que aceleran el crecimiento de la célula, y los genes
supresores de tumores, que tienden a frenarlo. Cuando hay una mutacion de dos o mas de estos
genes, se puede producir el cancer. En la génesis del cancer se describen dos procesos generales:
la iniciacién, causada por la mutacion genética, y la progresion, con invasion de otros tejidos y
metastasis a distancia.

Entre las principales alteraciones genéticas se encuentran amplificaciones, inserciones, deleciones,
translocaciones, mutaciones sin sentido, de cambio de sentido o de cambio de la pauta de lectura,
expresion aumentada del gen o disminucion de la regulacion del mismo. La teoria mas aceptada
plantea que un gen determinado seria maodificado por un evento oncogénico (carcindgenos, virus,
rayos UV, cambios epigenéticos...), y que este cambio produciria una alteracion genética. La mayoria
de las células dafiadas se eliminan por el sistema de reparacion normal del ADN, pero cuando este
sistema falla la alteraciébn se transmite como mutacion a las células descendientes, las cuales
adquieren propiedades tumorales especificas. Si las mutaciones no se reparan, su acumulacién evita
que los genes supresores inicien la apoptosis, de modo que la célula comienza a crecer fuera de
control y se produce el dafio precanceroso; se forma un tumor precoz y luego, después de muchas
divisiones celulares, el tumor propiamente dicho. Este tumor puede adherirse a la lamina basal y

causar su rotura, lo que da lugar al proceso de invasién y diseminacién o metastasis!™.
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Figura 1. Esquema del proceso de iniciacién del cancer. Fuente: elaboracion propia.

1.2. CLASIFICACION

Para hablar un lenguaje internacional comun, se han desarrollado distintos métodos de clasificacion y
etapificacion de los tumores. En la actualidad, la localizacién anatomica sigue siendo la base y, en
algunos tumores, se usa el grado de diferenciacién histolégica. La clasificacion mas difundida es la
TNM, que se basa en el tamafio del tumor primario, la infiltracion de ganglios linfaticos regionales y la
presencia de metastasis?. En el futuro, es probable que el prondstico est¢ dado por los
biomarcadores tumorales o secuencias de ADN indicadoras de un estado bioldgico.
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2. CARCINOMAS DE TIROIDES

2.1. HISTOLOGIA DEL TIROIDES

La glandula tiroides es el mayor 6rgano endocrino en humanos y se sitia en el cuello, sobre la
trAquea. Posee una estructura en lébulos que estan separados por tejido conectivo, por el cual
transcurren los vasos sanguineos, a los que se liberan las hormonas ya procesadas. Los l6bulos
contienen a los foliculos o unidades funcionales del tiroides, que estan formados por las células
foliculares, formando un epitelio simple cubico, y por el coloide. Entre los foliculos se encuentran
otras células denominadas células C o parafoliculares. Las células foliculares son células epiteliales,
y son responsables de la captacién de yodo y la sintesis de hormonas tiroideas, T3 (triyodotironina) y
T4 (tiroxina). Por su parte, las células C liberan calcitonina. El coloide ocupa el interior del foliculo y
estd formado mayoritariamente por tiroglobulina, proteina producida por las propias células
foliculares que sirve de precursor para la sintesis de las hormonas tiroideas T3y T4

Cartilago tiroides
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Figura 2. Histologia general del tiroides. Fuente: adaptado de “Histologia y Embriologia del ser humano. Bases celulares y Moleculares”,
Eynard A.R., Valentich M.A. & Rovasio R.A. Ed. Médica Panamericana.

2.2. CLASIFICACION DE LOS CARCINOMAS DE TIROIDES

Los nédulos del tiroides pueden ser nédulos hiperplasicos, adenomas benignos o lesiones malignas.
Pueden derivar tanto de las células foliculares como de las células C. Atendiendo a sus
caracteristicas histolégicas y citologicas, los carcinomas de tiroides se subdividen en dos grandes
grupost!:

O Carcinomas foliculares de tiroides, derivados del epitelio folicular. Este grupo representa mas del

95% de los tumores de tiroides. Incluye los siguientes tipos histolégicos:

= Carcinomas tiroideos papilares (PTCs), son los mas frecuentes (80-85%). Se trata de
carcinomas bien diferenciados, con arquitectura papilar y rasgos nucleares caracteristicos,
con propensidad a metéstasis linfatica. EI 70% tienen buen prondstico.

= Carcinomas tiroideos foliculares (FTCs), representan el 5-10% de los canceres de tiroides. Se
trata de carcinomas bien diferenciados, hipercelulares, con patrones microfoliculares, invasiéon
vascular o capsular y propensidad a metastasis sanguinea. La supervivencia a los 10 afios en
los minimamente invasivos es del 95% y en los ampliamente invasivos del 50%.

= Carcinomas tiroideos pobremente diferenciados (PDTCs), constituyen el 5-10% del total de
canceres de tiroides. Son carcinomas poco diferenciados, que a menudo se solapan con PTC
y FTC, con una agresividad intermedia. La supervivencia a los 5, 10 y 15 afios es del 50%,
34% y 0% respectivamente.

= Carcinomas tiroideos anaplasicos (ATCs), representan un 2-3% de los canceres de tiroides.
Se trata de carcinomas indiferenciados, que pueden ocurrir de novo o derivar de PTC, FTC o
PDTC, y son extremadamente invasivos y metastasicos. Es un carcinoma altamente letal. El
95% fallecen en los 6 primeros meses desde el diagndstico por compromiso de estructuras
cervicales vitales.

O Carcinomas medulares de tiroides, derivados de las células C parafoliculares del tiroides. Este
grupo de tumores en el tiroides es minoritario (3-5%). Presenta una agresividad moderada, pero
alta propensidad de metéastasis linfatica. Son de prondéstico variable.
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La agresividad y letalidad de estos tumores se correlaciona inversamente con el grado de
diferenciacion de los mismos, de manera que los tumores bien diferenciados, los cuales incluyen
tanto a los PTCs como a los FTCs, son los menos agresivos. Existen evidencias histopatogenéticas
gue revelan que carcinomas bien diferenciados, ya sean de histotipo papilar o de histotipo folicular,
con un curso clinico a priori indolente o bueno, pueden progresar a carcinomas agresivos
pobremente diferenciados o indiferenciados!.

2.3. CARCINOMAS PAPILARES BIEN DIFERENCIADOS DE TIROIDES (PTCS)

Los PTCs, los cuales constituyen el tipo de cancer de tiroides mas frecuente, son generalmente
lesiones de curso clinico indolente, con baja tasa de crecimiento y escaso potencial metastasico via
sanguinea, que responden habitualmente a la cirugia asociada a tratamiento hormonal sustitutivo y al
yodo radiactivo (I**) y presentan un pronéstico favorable (mas del 95% de supervivencia de los
pacientes tras 10 afios). Existe, sin embargo, un pequefio pero significativo porcentaje de PTCs
(5-10%) que se comportan agresivamente, invaden localmente tejidos del cuello, recidivan
frecuentemente, desarrollan metéstasis a distancia y en muchos casos dejan de responder al yodo
radiactivo'®. Por este motivo, se precisan urgentemente herramientas pronésticas mas precisas para
predecir la diseminacion de estas lesiones a sitios distantes en las fases tempranas de diagndstico.

Aunque en los dltimos 25 afios ha mejorado sustancialmente nuestro conocimiento sobre las bases
moleculares del cancer de tiroides de origen folicular, y muy en particular de las alteraciones
genéticas que son relevantes en el desarrollo y comportamiento de los PTCs, siguen existiendo
aspectos controvertidos en la patobiologia de los carcinomas papilares. Los mecanismos bioquimico-
moleculares que rigen la transformacion de un PTC de curso indolente en un PTC de curso agresivo,
la aparicién de recurrencias durante el seguimiento del paciente y la adquisicion por parte de las
células del tumor primario de propiedades metastasicas no estan claros, por lo que precisan ser
investigados mas en profundidad.

2.3.1. PRINCIPALES HISTOTIPOS DE CARCINOMAS PAPILARES DE TIROIDES (PTCS)
Los principales subtipos histolégicos de carcinomas papilares de tiroides son los siguientes!™:

O El carcinoma papilar de tiroides clasico (CL-PTC) es el tipo mas comun. Es un tumor de células
foliculares con una serie de rasgos nucleares caracteristicos: agrandamiento,
superposicion/solapamiento, cromatina clara, irregularidad del contorno, pseudoinclusiones y
hendiduras nucleares.

Q La variante folicular (FV-PTC) es un subtipo comun (15-20% de los PTCs). En comparacion con
el CL-PTC, tiene mayor frecuencia de encapsulacion, menor tasa de metastasis a ganglios
linfaticos regionales y una ligera mayor tasa de invasion vascular y metastasis a distancia.
Algunos rasgos caracteristicos son el agrandamiento y la irregularidad del contorno nuclear,
foliculos irregulares y alargados, papilas abortivas, nacleos distribuidos irregularmente y sin
polaridad, focos de fibrosis, coloide denso y células gigantes multinucleadas en la luz folicular.

O La variante mixta (Mx-PTC) combina caracteristicas de carcinoma papilar de las variantes
clasica y folicular, presentando un equilibrio entre papilas y foliculos.

2.4. MOTIVACION DEL TRABAJO

En paises desarrollados donde hay suficiente yodo en la dieta, los carcinomas papilares de tiroides
comprenden mas del 80% de los tumores malignos epiteliales del tiroides. La edad = 45 afos, el
tamafo tumoral > 5¢cm, la extensién extra-tiroidea, los focos de progresion/desdiferenciacion y las
metastasis a distancia, particularmente Oseas, ocurrentes en un pequefio porcentaje de toda la
poblacion de PTCs (~10%), representan los principales factores pronésticos asociados a un curso
clinico desfavorable. Durante la progresién de la enfermedad de local a metastasica, las células
tumorales cambian su perfil genémico para adquirir caracteristicas agresivas adaptativas.

Debido a la baja frecuencia de PTCs con metéastasis a distancia, se conoce muy poco sobre las
alteraciones genéticas que ocurren durante la expansion a sitios distantes de estos tumores. El
hecho de contar con una serie que presenta estas caracteristicas, correctamente clasificada por un
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equipo experimentado de pat6logos, y con un tamafio muestral aceptable (33 pacientes), hace que
este trabajo resulte especialmente interesante y relevante para este campo.

3. IMPORTANCIA DE LA REGION PROMOTORA DE TERT

3.1. REGIONES PROMOTORAS

Los genes pueden dividirse en dos regiones funcionalmente significativas: las secuencias de control
gue no se transcriben o UTRs y las secuencias transcritas, las cuales van a dar lugar a los ARN
mensajeros y, por ende, al producto proteico codificado por el gen correspondiente. El promotor de
un gen es una region de control, situada aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion, en la que
dicho gen contiene una serie de secuencias cortas de nucleétidos reconocidas por ciertos factores de
transcripcion especializados capaces de unirse a ellas y controlar el proceso de transcripcion de
dicho gen. Un Unico factor de transcripcién puede afectar simultaneamente a la expresion de una
gran cohorte de genes, cada uno de los cuales porta las secuencias de reconocimiento para este
factor en su promotor. En el caso del cancer, un unico factor de transcripcion alterado, actuando
pleiotrépicamente, podria orquestar la expresion simultanea de un conjunto de genes, que juntos
desencadenarian el fenotipo de céncer.

3.2. LOS TELOMEROS Y LA TELOMERASA

Los telémeros son complejos nucleoproteicos esenciales para la estabilidad genémica, compuestos
por repeticiones de secuencias de ADN localizadas en los extremos de los cromosomas, cuya
funcién es proteger a éstos frente a la degradacién que tiene lugar, de forma natural, durante la
replicacion de las moléculas lineales de ADN tras completarse cada ciclo de replicacién, asi como
impedir las fusiones espontaneas entre extremos de cromosomas'®.

Las células sométicas normales, maduras, diferenciadas, carentes de actividad telomerasa debido al
silenciamiento epigenético de TERT, sufren un acortamiento progresivo del ADN telomérico con cada
division celular (15-25 nucleétidos). Se ha postulado que los telomeros podrian funcionar a modo de
“reloj bioldgico”, reflejando el historial de las divisiones que cada célula ha experimentado a lo largo
de su existencia. Transcurridas 60-70 divisiones, el acortamiento de los telémeros es tan critico que
la propia maquinaria de reparacién del ADN de las células lo interpreta como roturas de doble
cadena del ADN e induce una parada del ciclo celular y muerte por senescencia. Este proceso evita
la proliferacion celular ilimitada, por lo que acta como un potente supresor de tumores.

La superacion de la barrera de la senescencia mediada por la estabilizacion de los telémeros es por
tanto necesaria para lograr la proliferacion celular infinita. La telomerasa juega un papel determinante
en ese sentido. La telomerasa es una ribonucleoproteina, concretamente una ADN polimerasa
dependiente de ARN, cuya funcidon enzimética es la de afiadir de novo secuencias teloméricas
altamente repetitivas de bases nitrogenadas (TTAGGG) para asi poder mantener una longitud
telomérica estable a lo largo de la historia replicativa de determinados tipos celulares'.

ACORTAMENTO DE LOS TELOMERDS TRAS
TELOMERASA
Ha D

Telémero MUL‘HPLES REPLICACIONES CELULARES Telomeros en senescencia
* &
« e w' | he
» n;," | = e D)
CROMOSOMA DE UNA CELULAINMORTAL

CROMOSOMA DE CELULA ADULTA ¢ ‘
Figura 3. Esquema sobre los telémeros y la inmortalidad celular. Adaptado de “National Institute of Aging”

La telomerasa se expresa durante el desarrollo embrionario, restringiéndose en el adulto a
determinados compartimentos celulares tales como las células madre adultas, los oOrganos
hematopoyéticos y las células reproductoras™™®. La activacién de la telomerasa es suficiente para
conferir un potencial replicativo ilimitado a las células, y, de hecho, es un evento frecuente durante la
transformacion tumoral. En el 85-95% de los canceres la telomerasa deja de estar reprimida y se
activa, lo que sugiere que la activacion de esta ribonucleoproteina y la estabilizacion de los telémeros
juegan un papel importante en el desarrollo del tumor. Por el contrario, los tumores negativos para la
actividad telomerasa podrian mantener sus teldbmeros mediante un mecanismo alternativo,
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telomerasa-independiente, designado como ALT (alargamiento alternativo del los telomeros), el cual
parece mantener la longitud de los mismos a través de recombinaciones basadas en intercambios
intercromosomales™?.

3.3. LA TELOMERASA Y TERT

La telomerasa es una ribonucleoproteina compuesta por una estructura proteica que presenta la
actividad catalitica de polimerasa en reverso de ADN (el componente TERT, del inglés Telomeric End
Reverse Transcriptase), y un fragmento de ARN de secuencia complementaria a las repeticiones
teloméricas que se van a afadir, que la telomerasa utiliza a modo de molde sobre el que copiar los
fragmentos que afiadira a las repeticiones preexistentes (el denominado componente Terc, del inglés
Telomerase RNA Component)™?.

El gen TERT codifica para la telomerasa transcriptasa inversa (TERT), subunidad catalitica del
complejo de la telomerasa, clave en el control de la actividad de esta Ultima. La activacion y el
silenciamiento de la telomerasa generalmente resulta de la transcripcion activa o represiva de TERT.
La actividad enziméatica de la telomerasa se correlaciona pues con la expresion de TERT.

3.4. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS CANCEROSAS Y RELACION CON EL PROMOTOR DE TERT

El potencial replicativo ilimitado es un rasgo caracteristico de las células tumorales. Como
consecuencia de la alta tasa de proliferacion, la longitud de las repeticiones teloméricas tiende a
acortarse muy rapidamente en las células tumorales. Por su parte, la telomerasa es un complejo
nucleoproteico que protege a los telémeros de la erosién, antagonizando por ello los procesos
celulares de apoptosis y senescencia replicativa. Por esta razén, el funcionamiento anormal de la
telomerasa ha sido descrito como una caracteristica comun en varios tipos de canceres. La actividad
de la telomerasa depende principalmente de la expresion de su subunidad catalitica limitante,
denominada TERT. De hecho, las mutaciones en el promotor de TERT son las mutaciones no
codificantes mas prevalentes en el cancer™,

En diversos estudios in vitro se ha descrito que las células somaticas cuando presentan mutaciones
en el promotor de TERT son incapaces de silenciar la expresion de dicho gen, de manera que tienen
un incremento de la actividad telomerasa y por tanto poseen teldmeros aberrantemente largos. Por
ello, las mutaciones en el promotor de TERT se consideran suficientes para sobreponerse a la
barrera proliferativa impuesta por el acortamiento de los telémeros, pudiendo gracias a ello promover
la inmortalizacion de células cancerosas incipientes!™*.

Recientemente se han descrito mutaciones heterocigotas en el promotor del gen TERT con alta
frecuencia en diferentes tipos de tumores sélidos. Varios estudios han mostrado que la expresion
aberrante de TERT y el incremento de la actividad telomerasa contribuyen no solamente a la
proliferacion celular sostenida, sino también a enfermedades agresivas y pobres resultados en
muchos tipos de tumores humanos. Tales mutaciones se asocian significativamente con avanzada
edad de los pacientes*®.

En varios tumores humanos, preferentemente en aquellos localizados en tejidos con baja tasa de
auto-renovacion, incluyendo los carcinomas de tiroides, las mutaciones en el promotor de TERT se
han encontrado principalmente en dos zonas calientes en las posiciones -124 pb (chr5:1,295,228
G>A, de ahora en adelante denominada C228T) y -146 pb (chr5:1,295,250 G>A, de ahora en
adelante denominada C250T) aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién del gen. Dado que se
ha constatado que ambas mutaciones aumentan la transcripcion de TERT e incrementan la actividad
de la telomerasa, se les ha atribuido potencial oncogénico. En lineas celulares tumorales que portan
las mutaciones C228T y C250T se ha observado un incremento de la actividad transcripcional del
promotor de TERT de 2 a 6 veces™. Se postula que esto es debido a que estas mutaciones generan
nuevos sitios de unién para factores de transcripcion pertenecientes a la familia ETS (E-26
Transformation-Specific), resultando en la union de distintos factores ETS, destacando ETS1 y
GABPA, los cuales son reclutados especificamente por el alelo mutado de TERT, conduciendo al
reclutamiento de la ADN polimerasa Il y desencadenando la reactivacion especifica de la

telomerasal*’l.
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En cuanto a los carcinomas de tiroides, se ha descrito que la frecuencia de mutaciones en el
promotor de TERT es bastante baja en los tumores bien diferenciados (7.5-30%), pero se incrementa
significativamente en los carcinomas pobremente diferenciados e indiferenciados, hasta un 50% del
total de casos, indicando una fuerte asociacion de estas mutaciones con la agresividad y la
diseminacion metastasica de los tumores de tiroides!®!.
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Figura 4. Esquema de las mutaciones mas frecuentes en el promotor de TERT. Como resultado, se generan de novo motivos de unién
para factores de transcripcion de la familia ETS, los cuales se unen al promotor de TERT y aumentan su expresion. La consecuencia final
es la reactivacion de la actividad telomerasa. Fuente: elaboracion propia.

3.4.1. POSIBLE RELACION DE MUTACIONES EN TERT CON OTRAS ALTERACIONES MOLECULARES Y
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS AGRESIVAS EN CARCINOMAS DE TIROIDES

La alteracion genética mas frecuente en los carcinomas papilares de tiroides es la mutacion en BRAF
V600E, la cual, a través de la activacion constitutiva de la via de las proteinas kinasa activadas por
mitdgenos (MAPK), desempefia una funcién importante en la tumorigénesis de los PTCs™. En un
estudio realizado en una cohorte de 257 pacientes norteamericanos con carcinoma papilar de
tiroides®”” se encontré una asociacién significativa entre las mutaciones en el promotor de TERT y la
mutacién V600E de BRAF. Se ha propuesto que la asociacion de ambos eventos genéticos tendria
una relevancia bioldgica importante, confiriendo a las células tumorales una ventaja de supervivencia
Unica. Como ya se ha descrito, las mutaciones en el promotor de TERT crean sitios de unién para
factores de transcripcion de la familia ETS, y estos factores ETS son dianas de la ruta de
sefalizacion de las MAPK, concretamente numerosos factores ETS son fosforilados por la MAP
kinasa ERK. De esta manera, la coexistencia de ambas mutaciones generaria un mecanismo Unico
en el cual la via de las MAPK, activada constitutivamente por la mutacién V600OE, promueve la sobre-
regulacién del gen TERT generando e incrementando la interaccion de los factores ETS con el
promotor de TERT. Este efecto sinérgico de ambas mutaciones podria ser un importante mecanismo
promotor de la tumorigenésis y agresividad del cancer de tiroides. De hecho, se ha observado que
muchos tumores de tipo PTC que albergan mutaciones tanto en el promotor de TERT como en BRAF
V600E contienen caracteristicas de tumores anaplésicos, lo cual conduce a hipotetizar que la
coexistencia de mutaciones en TERT y BRAF podria ser un mecanismo genético clave en la
conversion de un tumor papilar a anaplasico®.

Por otro lado, la via de sefalizacion PI3K-AKT también se ha encontrado alterada en carcinomas de
tiroides. La activacion anormal de esta via conduce a una respuesta proliferativa y anti-apoptotica
que se relaciona con el desarrollo de mdltiples tipos de cancer. La sefializacién por Akt inactiva
varios factores proapoptéticos como BAD, procaspasa-9 y factores de transcripcion FKHR. Otros
factores de transcripcion que incrementan la expresion de genes anti-apoptéticos son activados por
Akt, incluyendo CREB (proteina de uniébn a elementos de respuesta a AMP-ciclico), mediante
fosforilacion directa, NF-kB e HIF-1a. La mutacion en cualquiera de los componentes de la via PI3K-
AKT presenta mayor prevalencia en los FTCs que en los PTCs, y se ha visto que incrementa la
invasividad y tendencia a la metéstasis de los tumores que la portan[21
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El fin dltimo del proyecto es dilucidar si se pueden utilizar las mutaciones de TERT como
biomarcadores prondsticos en la rutina clinico-asistencial. Si permiten anticipar la evolucion del
paciente (recurrencias, metéstasis, supervivencia), la progresién tumoral (desdiferenciacion,
migracion, invasion) y la respuesta/resistencia a la terapia.

Con este fin, se plantean los siguientes objetivos:

1. Analizar la prevalencia de mutaciones en la region promotora del gen TERT en una cohorte de
99 muestras de carcinomas papilares de tiroides, tanto de tumor primario como de metastasis en
ganglios linfaticos y/o a distancia, pertenecientes a un total de 33 pacientes.

2. Precisar el caracter clonal o subclonal de las mutaciones C228T y C250T.

3. Determinar si las mutaciones en la region promotora de TERT son condicidbn necesaria y
suficiente para la diseminacion del tumor primario a los ganglios linfaticos.

4. Valorar la implicacion de las mutaciones en el promotor de TERT en las metéstasis a distancia.

5. Evaluar si las mutaciones de TERT se asocian significativamente con alguno de los subtipos
reconocidos de carcinomas papilares (PTC-variante clasica, PTC-variante folicular, PTC-mixto).

6. Determinar mediante estudios de correlacion clinico-patol6gicos-moleculares si las mutaciones
en la region promotora de TERT:

e Se asocian a multifocalidad tumoral;

Se asocian con mayor riesgo de desdiferenciacion y progresion a carcinoma pobremente
diferenciado;

Se asocian con invasion y metastasis;

Coexisten con otras alteraciones moleculares (mutaciones en Ras, PIK3CA, BRAF..)
presentes en mayor o menor medida en los PTCs;

Modifican "per se" el curso clinico y supervivencia del paciente;

Cooperan con otras alteraciones genéticas en el curso clinico desfavorable de algunos
pacientes.




MATERIALES Y
METODOS
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1. DISENO DEL ESTUDIO - MATERIAL BIOLOGICO

En el estudio se ha analizado una cohorte de 99 muestras, embebidas en parafina y fijadas con
formaldehido, obtenidas de 33 pacientes diagnosticados de Carcinoma Papilar de Tiroides (PTC) con
metastasis en ganglios linfaticos (LNMs) y/o en érganos a distancia (DMs).

Las muestras tisulares seleccionadas para el estudio en los 33 casos genotipados, se obtuvieron

después de un examen microscopico exhaustivo, por parte de la Directora del Trabajo de Fin de

Master (especialista en Anatomia Patolégica), de todos los bloques de parafina existentes para cada

caso, en los archivos de los Departamentos de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario

Central de Asturias (Espafia) y del Hospital de Yale — New Haven — Universidad de Yale (USA). Los

33 PTCs caracterizados se aglutinan, en base a criterios morfolégicos y estructurales?, en tres

grandes grupos que representan los histotipos mas comunes (90%) de PTC [Tabla 1]:

1) Carcinomas Papilares Clasicos/Convencionales (CL-PTC), constituido por tumores compuestos
en un 90% por estructuras papilares con un fino eje conectivo-vascular revestido por células
tumorales con nucleos distintivos de PTC [Figura 5A].

2) Carcinomas Papilares Variante Folicular (FV-PTC), compuesto por tumores en los que las células
tumorales, con nucleos diagndsticos de PTC, analogos a los de la variante clasica (CL-PTC),
adoptan un patron de crecimiento folicular en el 90% del tumor [Figura 5B].

3) Carcinomas Papilares Mixtos (Mx-PTC), integrado por tumores que muestran un equilibrio entre
papilas y foliculos o bien un ligero predominio de un patrén de crecimiento respecto del otro, con
ndcleos inequivocamente papilares en ambos
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Tabla 1. Muestras tumorales analizadas en 33 pacientes diagnosticados de carcinoma papilar de tiroides con metastasis en ganglios
linfaticos y/ o a distancia.

10 areas tumor primario (Pt)

Carcinoma Papilar Clasico (CL-PTC) - - - — 23 (23,2)
9 (27,3) 13 areas metastasis en ganglios linfaticos (LNM)
15 areas tumor primario (Pt)
Variante Folicular Carcinoma Papilar (FV-PTC) 11 (33,3) 15 areas metastasis en ganglios linfaticos (LNM) 34 (34,3)

4 areas metastasis a distancia (DM)
18 areas tumor primario (Pt)

Carcinoma Papilar Mixto (Mx-PTC) 13 (39,4) 23 areas metastasis en ganglios linfaticos (LNM) 42 (42,4)
1 area metéstasis a distancia (DM)

43 areas tumor primario + 81 areas metastasis ganglios linfaticos + &

TOTAL . . ; ) ;
33 areas metastasis a distancia 99 (100)

Abreviaturas: Pt, tumor primario; LNMs, metastasis en ganglios linfaticos; DMs, metastasis a distancia; N°, namero.
* En 10 PTCs (1 CL-PTC, 4 FV-PTCs y 5 Mx-PTCs) se analizaron diferentes areas dentro del tumor primario. En 15 pacientes se
caracterizé mas de una LNM o LNM+MD (4 CL-PTC, 5 FV-PTCs y 6 Mx-PTCs)

e En 10 PTCs se han investigado cambios focales en el patrén de crecimiento mayoritario o
predominante del tumor primario.
e En 14 casos se ha analizado mas de una metastasis en ganglios linfaticos (LNMs).
e En 5 pacientes se ha caracterizado mas de un area en el tumor primario y mas de una
metastasis en ganglio linfatico.
e En 5 casos se han podido genotipar las metastasis a distancia (DMs).
No es infrecuente encontrar en pacientes diagnosticados de FV-PTC metastasis en ganglios
linfaticos que adoptan un patrén de crecimiento tipicamente papilar o0 incluso un fenotipo mas
agresivo, pobremente diferenciado/insular-like. De igual modo las metastasis en ganglios linfaticos
de los Mx-PTCs pueden adoptar patrones de crecimiento muy variados (papilar, folicular, sélido o

insular-like).
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El estadiaje tumoral pre-quirdrgico y post-quirdrgico de todos los pacientes investigados se realiz6 de
acuerdo con los criterios establecidos por la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC)®??. Los
pacientes fueron tratados siguiendo protocolos médico-quirargicos estandarizados. En todos los
casos se realizo tiroidectomia total o cuasi total y linfadenoctomia cervical més ablacion/supresion
de remanentes tiroideos con I**'y supresién de TSH. Después de una revision de la Historia Clinica y
del examen microscoépico exhaustivo de todas las muestras tisulares existentes en cada uno de los
casos genotipados, disponemos de informacion clinico-patolégica y de seguimiento de relevancia
pronéstica en el manejo clinico de los pacientes con PTCs (sexo, edad al diagndstico, tamafio del
tumor, subtipo histolégico, multifocalidad tumoral dentro del tumor primario, presencia de focos de
células altas dentro del tumor primario o las metastasis, existencia en el frente de avance del tumor
de un patrén de crecimiento sélido-nodular-infiltrativo, presencia de extension extratiroidea, presencia
de invasién vascular, presencia de metastasis en ganglios linfaticos y/o a distancia al diagnostico o
durante el seguimiento, desarrollo de recurrencias durante el seguimiento, estadio tumoral al
diagnéstico y estatus del paciente en el momento de revision de la historia clinica) [Tabla 2],
informacidén que vamos a correlacionar con los resultados del estudio gendmico en TERT, BRAF, N-,
K-y H-RAS y PIK3CA.

Tabla 2. Caracteristicas clinico-patoldgicas con significacién prondstica en el manejo clinico de los 33 pacientes analizados en el estudio.

Focos de células altas 3(3) 109 5(39) 0.228 9(27)
Areas infiltrativas de patron solido, en nidos, insular-like 2(22) 7(64) 9(69) 0.085 18/(55)
Edad media (afios) 44 (41) 34(23) 49 (36) 0.196 43(38)
Ratio mujer / varon 6/3 (67/ 33) 6/5 (55/45) 9/4 (69/31) 0.815 21/12 (64/36)
Tamafio tumoral medio (cm) 4.2 32 44 0.821 41
Multifocalidad tumoral 6 (67) 8(73) 5(39) 0.226 19(58)
Extension extratiroidea 4(44) 6 (55) 6 (46) 0.828 16 (48)
Invasion Vascular 2(22) 6 (55) 3(23) 0.219 11(33)
Metastasis en ganglios linfaticos al diagnéstico y/o durante el seguimien 9 (100) 9(82) 13 (100) 0.172 31(%4)
Metastasis en ganglios linfaticos al diagndstico 8(89) 8(73) 13 (100) 0.114 29(88)
Metastasis en ganglios linfaticos durante el seguimiento 3(33 2(18) 6 (46) 0.370 11(33)
Metastasis a distancia al diagndstico y/o durante el seguimiento 3(33) 5 (45) 4(31) 0.815 12 (36)
Metastasis a distancia al diagnéstico 0(0) 109 18 1 2(6)
Metéstasis a distancia durante el seguimiento 3(33) 4(36) 4(31) 0.999 11(33)
Recurrencia tumoral 4 (44) 5 (45) 7(54) 0.828 16 (48)
Estadio Tumoral al Diagnéstico (AJCC /UICC) 9 1 13 0.192 33
estadio | 5 (56) 8(73) 403 17(52)
estadio Il 1(1) 109 1(8) 309
estadio IIl 3(33) 109 8(62) 12 (36)
estadio IV 0(0) 109 0(0) 1(3)
Estadio tumoral Il / IV 3(33) 2(18) 8(62) 0.082 13(39)
Seguimiento medio del pacciente (meses) 147 (233) 168 (134) 151 (115) 0.914 155 (142)
Estatus del paciente (vivo / muerto) 712 (78122) 714 (64/36) 103 (77/23) 0538 2419 (73127)
vivo sin evidencia de enfermedad tumoral 5 (56) 7(64) 7(54) 19(58)
vivo con enfermedad tumoral 2(22) 0(0) 33 5(15)
muerto a causa de la enfermedad tumoral 2(22) 4(36) 33 9(27)

Abreviaturas: AJCC/UICC, American Join Committee on Cancer/International Union Against Cancer. (*) Los nimeros entre paréntesis indican porcentajes o rangos
intercuartil. Los valores de P (test exacto de Fisher de dos colas, ANOVA, xz) indican si las caracteristicas clinico-patolégicas de los 33 casos incluidos en el estudio
muestran un patrén de distribucién heterogéneo en los tres tipos histolégicos analizados.

El parametro recurrencia viene determinado por captacién de nuevo de I'**, incremento en la

concentracion de tiroglobulina en suero y/o biopsia positiva, en pacientes libres de enfermedad
durante al menos 4 meses (no enfermedad palpable, concentraciones de tiroglobulina en suero
indetectable, escaneofrastreo con ™! negativo). Aquellos pacientes que en el transcurso del
seguimiento clinico presentaban captacion persistente de 1'*, tiroglobulina sérica elevada de forma
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ininterrumpida o signos evidentes de persistencia tumoral mediante escaneo con ™' o

ultrasonografia de alta resolucién del cuello fueron considerados a efectos de los estudios de
supervivencia como pacientes vivos con enfermedad. En ninguno de los pacientes existe historia
previa de exposicion a radiacion ionizante.

La historia natural de las tres categorias de PTCs incluidas en el estudio concuerda con el
comportamiento descrito en la literatura para cada uno de los tipos histoldgicos. La Tabla 2 muestra
una comparacion a tres bandas (“three-way comparison”) de los tres histotipos, y como podemos
observar no existen diferencias significativas en cuanto a ninguno de los parametros analizados. La
existencia de nidos sélidos, infiltrativos, rodeados de una prominente reaccion desmoplasica en el
frente de avance del tumor o la presencia de focos con un patron de crecimiento insular-like es sin
embargo algo més frecuente en las variantes folicular (FV-PTC) y mixta (Mx-PTC) (64% y 69%
respectivamente p= 0.085). En la Figura 6 podemos observar que no existen diferencias significativas
en lo que respecta a la supervivencia y recurrencia tumoral entre los tres grupos.
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Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier para los pardmetros de supervivencia (A) y recurrencia (B) en funcién del histotipo.

Si clasificamos los pacientes en funcién del estadio al diagnéstico observamos que dicho parametro,
como era de esperar, si que estratifica adecuadamente el riesgo de muerte por la enfermedad, tanto
si consideramos los cuatro estadios propuestos por el Comité Conjunto Americano contra el Cancer
(AJCC), (Log-rank p<0.0001) como si agrupamos los pacientes en estadios I/l y IlI/IV (Log-rank
p=0.0028) [Figura 7].
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Figura 7. Curvas de Kaplan-Meier para el parametro de supervivencia en funcion del estadio al diagndstico.

2. METODOS

En un intento de definir, establecer el impacto que las mutaciones activantes en la region promotora
de TERT tienen en la diseminacion linfatica, curso clinico y supervivencia de los pacientes con
carcinomas papilares con mestastasis en ganglios linfaticos y/o a distancia he analizado la casuistica
descrita mediante PCR y secuenciacion directa tipo Sanger. Paralelamente, he completado el
analisis de mutaciones puntuales activantes en BRAF ex6n-15y N-, K- y H-RAS exones 1 y 2,
mediante PCR-“Single Strand Conformational Polymorphism” (SSCP) y secuenciacion de “mobility
shifts” en 11 casos que no habian sido incluidos en un estudio previo de dichos genes.

2.1. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Las secciones de cada una de las 99 muestras tumorales, tefiidas con hematoxilina-eosina, fueron
examinadas al microscopio para determinar el porcentaje de células tumorales comprendidas en la
muestra. Este trabajo, el cual solo puede ser llevado a cabo por un anatomopatélogo, lo realizé la
Dra. Garcia-Rostan. En aquellos casos en los que habia tiroides tumoral u otros contaminantes
(tejido linfoide, fibrosis, etc.), que podian introducir un sesgo en los resultados, se rehicieron los
bloques para separar componentes e incrementar el nimero de células tumorales en el area a
genotipar. El porcentaje de células tumorales presente en las areas analizadas ha sido en todos los
casos del 85-90%. Dependiendo del tamafio de la biopsia y caracteristicas de la seccion histolégica,
se cortaron con un microtomo HM355S (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) las micras consideradas



MATERIALES Y METODOS IS

necesarias (30-150um) para obtener una cantidad suficiente de ADN y no saturar las columnas del
kit de extraccion. El tejido cortado se recogié en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL, cierre seguro y
baja retencién de ADN (Sarstedt, Hildesheim, Germany). Para desparafinar el tejido se realiz6 un lavado
con xileno (Quimica Clinica Aplicada S.A., Espafia) a 65°C, seguido de una hidratacion con una solucion de
etanol 80%-xileno 20% y un pase final por etanol 100% (Ethanol Absolute Molecular Biology Grade, Merck-
Millipore, Germany). A continuacion se dejaron secar a temperatura ambiente durante ~90 minutos para
permitir la evaporacion de todo el alcohol de la muestra.

Una vez libres de parafina, las muestras se procesaron con el kit comercial “GeneJET FFPE DNA
Purification kit” (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Basicamente, el protocolo presenta los siguientes pasos:

1. Incubacién con el buffer de digestién y proteinasa K, en agitacion a 10 rpm y 65°C, durante el
tiempo necesario, para desintegrar el tejido y digerir completamente las proteinas presentes en el
mismo.

2. Calentamiento de la muestra a 90°C durante 40 minutos para eliminar los posibles
entrecruzamientos del ADN por el formaldehido utilizado para fijar el tejido procesado por los
Servicios de Anatomia Patoldgica de los Hospitales para su ulterior diagnéstico.

3. Tratamiento de la muestra con 10 pL de RNasa para digerir enzimaticamente el ARN que pudiera
estar presente en la misma y eliminarlo posteriormente, durante la fase de lavado.

4. Transferencia de la muestra digerida, mezclada con el buffer de unién, a la columna comercial.
Dicha solucién facilita la union del ADN a la membrana de la columna.

5. Lavado del ADN unido a la membrana con dos soluciones sucesivas, denominadas buffer de
lavado 1 y 2, consistentes fundamentalmente en etanol. Esta fase tiene por objeto eliminar los
posibles contaminantes presentes en la muestra (ARN, proteinas...).

6. Elucion del ADN atrapado en la membrana con un buffer de elucion, consistente en agua libre de
nucleasas.

El ADN gendmico obtenido es congelado hasta el momento de su uso. Previamente se determina la
concentracion, pureza y calidad, informaciébn que nos va a orientar en la preparacion de las
diluciones de trabajo.

2.2. CUANTIFICACION Y CALIDAD DEL ADN GENOMICO

Conocer la cantidad, pureza y calidad del ADN genémico obtenido es fundamental para los pasos
posteriores del trabajo. La utilizacion de ADN de concentracion desconocida o de calidad pobre
puede ocasionar problemas a lo largo de los experimentos. Por este motivo, todos los ADNs
utilizados en el estudio fueron evaluados mediante dos procedimientos distintos:

A) ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO EN UN NANODROP

Para determinar la concentracion de los ADNs y conocer los ratios de absorbancia de luz ultravioleta
A260/280 y A260/230, indicativos de la pureza del ADN, se utiliz6 un espectrofotémetro (NanoDrop
2000c, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). El ratio A260/280 mide la posible contaminacion de la
muestra con proteinas, asi como la presencia de ARN. El ratio A260/230 evalia el nivel de sales
presentes en la muestra. Una absorbancia fuerte a 230 nm puede indicar la presencia de
compuestos organicos, urea, EDTA o sales caotrépicas.

B) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1%

Para poder visualizar la calidad y el grado de degradacion del ADN extraido, se analizaron las 99
muestras mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% (Seakem LE Agarose, Lonza, Portsmouth, NH,
USA), preparados con TBE 1X (dilucion 1:10 de solucion tampén 10X filtrada, estéril, libre de
DNasas, RNasas y proteasas, compuesta por 1M Tris, 0.9M Acido Borico y 0.01 M EDTA - Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) y tefiidos con bromuro de etidio (Ethidium Bromide Solution 10 mg/mL, Invitrogen -
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Se cargaron 3 puL de cada muestra junto con 2 uL de tampon de
carga (6X Orange DNA Loading Dye, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Este (ltimo, ademas de
proporcionar densidad a la muestra para que caiga al fondo del pocillo, nos permite, gracias a los
colorantes que incluye (Orange G —~40-50 bp y Xylene Cyanol —3030 bp en TBE), visualizar el
nivel de migracién de la misma. Para definir el tamafio de los fragmentos del ADN extraido se
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procedi6 a cargar también un patrén de tamafios moleculares de 100 bp-1Kb (100 bp DNA ladder,
exACTGene Fisher BioReagents, Wilmington, DE, USA).

Las muestras se dejaron correr durante ~3 horas en una cubeta de electroforesis horizontal (OwI™ A5
Large Gel System with Built-In Recirculation, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) con TBE 1X a 80V
(Fuente de alimentacion Owl™ EC-300XL, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Finalizada la electroforesis, se
visualizaron los geles en el equipo Gel Doc™ XR (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA), provisto de un
filtro para bromuro de etidio. Este ultimo se intercala entre las bases nitrogenadas del ADN y emite
fluorescencia al exponerlo a luz ultravioleta.

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de algunos ADNs madre obtenidos. Se cargaron 3uL de marcador (en la imagen MK, 100
bp DNA Ladder, exACTGene) flanqueando a las muestras, de las cuales se cargaron 3pL.

2.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de sintesis de acidos nucleicos in vitro,
mediante la cual es posible replicar exponencialmente un segmento especifico de ADN®!. Por cada
ciclo de amplificacion se consigue el doble de cantidad de ADN que se ha sintetizado en el ciclo
previo, de manera que el resultado final es una acumulacion exponencial de un fragmento especifico
de ADN (aproximadamente se obtienen 2" moléculas, siendo n el nimero de ciclos de amplificacion).
La técnica requiere oligonucleétidos que flanquean al fragmento de ADN que se quiere amplificar, y
repetidos ciclos llevados a cabo por un termociclador (Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler, Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA) con un programa especifico, que consta de las siguientes etapas:

1. Una fase inicial de desnaturalizacion a alta temperatura, durante la cual la doble cadena de ADN
se separa completamente y da lugar a dos cadenas simples.

2. Una serie de ciclos que se repiten un niamero determinado de veces y que consisten en la
desnaturalizacion de las moléculas de ADN molde, el anillamiento de los oligos Forward (en
sentido 5’-3’) y Reverse (en sentido 3'-5’) a las secuencias complementarias en el ADN molde, lo
cual es posible gracias a que la temperatura disminuye, y la extension de los oligos anillados con
el ADN molde por medio de la accion de una Taq polimerasa termoestable.

3. Elongacion final de las nuevas cadenas de ADN, de 10 minutos de duracién, en la que se
pretende que las cadenas en sintesis terminen de replicarse.

La optimizaciéon del nimero de ciclos es la mejor manera de evitar la amplificacion de productos
inespecificos. El nimero de ciclos dependera principalmente de la concentracién y calidad del ADN
de partida. En general, la amplificacion de ADN de muestras embebidas en parafina es menos
eficiente que la de ADNs obtenidos de otro tipo de muestras y para compensar se incrementa
ligeramente el nimero de ciclos.

En cuanto al procedimiento experimental, la reaccion de PCR se lleva a cabo en tubos eppendorf
especiales de 0.2 mL (Tubos de pared delgada, estériles, libres de RNasas , DNasas, DNA y pirégenos, Molecular
BioProducts, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), en los que se mezclan los siguientes componentes:

o Buffer de reaccién 10X libre de MgCl, [75 mM Tris HCI (pH 9.0), 50mM KCI, 20mM (NH4),SO4]
(Biotools, B & M Labs, Espafia) diluido a 1X en el volumen final de PCR elegido. Es el encargado
de regular el pH de la reaccion, el cual afecta la actividad y fidelidad de la enzima.

e Cloruro de magnesio 50 mM (Biotools, B & M Labs, Espafia). Factor crucial que afecta al
funcionamiento de la enzima Taq ADN polimerasa. Su carencia puede inactivar la enzima y
su exceso reduce la fidelidad de la enzima y puede incrementar las uniones inespecificas. Por
tales razones resulta imprescindible determinar la concentracidbn éptima de esta sal,
generalmente en el rango de 1.5 a 3.0 mM.

e Oligos Forward y Reverse (Sigma Aldrich Biotechnology, Gilingham, UK). Consisten en
oligonucleétidos con un tamafio entre 18 y 30 pb, los cuales se unen al ADN molde de cadena
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sencilla y delimitan la region del genoma que va a ser amplificada por la polimerasa. Su
concentracion 6ptima es de 0.25-0.5 uM.

o Deoxinucledtidos trifosfato (dNTPs, 100mM, Fermentas, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Son los
nucledétidos que va a ir incorporando la ADN polimerasa a las cadenas de acido nucleico en
sintesis, por lo que los cuatro dNTPs (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) deben estar equilibrados.
La concentracién 6ptima de dNTPs en la reaccion se sitda en torno a 0.2mM.

¢ ADN polimerasa 1U/uL (Biotools, B & M Labs, Espafia). Es la enzima que cataliza la sintesis de las
nuevas moléculas de ADN. Su concentracion 6ptima es de 40muU/pL.

¢ Diluciones de cada ADN madre, con una concentraciéon de acido nucleico de ~20ng/uL.

e Agua libre de nucleasas (Invitrogen™ Ambion™ Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated)- Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), hasta completar el volumen final de reaccion (en mi caso 30 uL).

En cada reaccion de PCR se incluyen dos controles negativos con todos los componentes citados
anteriormente excepto el ADN. El control 1 se cierra una vez distribuido el mix con los reactivos en
los diferentes tubos de PCR (29 uL), inmediatamente antes de empezar a cargar los ADNs y el
control 2 una vez cargados todos los ADNs. Si amplifica el control 1 es que alguno de los reactivos
estd contaminado y si amplifica el control 2 es que al cerrar los tubos se ha arrastrado ADN en el
guante y hemos podido no solo contaminar el blanco 2 sino haber contaminado también alguna
muestra con el ADN de otra muestra. Una vez preparados correctamente todos los tubos, se
someten a la reaccion de PCR en el termociclador, siguiendo el programa de ciclos y temperaturas
adecuado para cada gen.

En este estudio se ha amplificado mediante PCR una regién del promotor de TERT de 145 pares de
bases, que incluye las zonas calientes de mutacion C228T (124 pb por delante del inicio de la
transcripcion) y C250T (146 pb por delante del inicio de la transcripcion). Se utilizaron 20-30 ng de
ADN genomico y los cebadores “Tert-Forward” y “Tert-Reverse”, disefiados por la Directora del
Trabajo y disponibles bajo peticion. Las concentraciones Optimas de MgCl, y de oligos (2mM vy
0.5 uM respectivamente) se establecieron mediante un protocolo de PCR en gradiente con un ADN
de parafina de buena calidad [Ver procedimiento en apartado 2.3.1]. La amplificacién comprende una
desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C, vy 45 ciclos de amplificaciéon (desnaturalizacion
durante 60 segundos a 95°C, anillamiento durante 60 segundos a 60°C y extension durante 60
segundos a 72°C), seguidos de una fase de extensioén final de 10 minutos a 72°C.

La eficiencia de las amplificaciones se analiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa 3:1 HRB
(High Resolution Blend agarosa—Amresco, Solon, OH, USA) preparados al 2% con tampén TBE 1X y tefiidos
con bromuro de etidio. Las muestras se dejaron correr durante ~20—30 minutos en una cubeta de
electroforesis horizontal (Owl™ A5 Large Gel System with Built-In Recirculation, Thermo Fisher Scientific) con TBE
1X a 120V (Fuente de alimentacion Owl™ EC-300XL, Thermo Scientific). Finalizadas las electroforesis, se
visualizaban los productos de PCR en el equipo Gel Doc™ XR (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Para comprobar que el tamafio de los amplicones se correspondia con el esperado, en el primer
pocillo de los geles, en paralelo a las muestras, se cargaba un marcador de tamafio de ADN/peso
molecular de 100 bp-1Kb (O'GeneRuler™ Ready-to-use 100bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). En la electroforesis se constataba ademéas que los dos controles estaban limpios, no
presentaban banda de igual tamafio a las muestras de ADN amplificadas (145 bp).
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR generados al amplificar la region promotora de TERT (amplicén
de 145 pb). Se cargaron 3ulL de marcador (MK, O’Gene Ruler, Thermo Scientific) y 3uL de cada muestra.

2.3.1. GRADIENTE DE OPTIMIZACION DE LA PCR

Cuando se va a comenzar a trabajar con unos oligos nuevos, lo primero que debe hacerse es un
gradiente de optimizacion de la reaccion de PCR, con el fin de establecer cuales son las condiciones
idoneas de reaccion para esos cebadores. El procedimiento consiste en amplificar una misma
muestra de ADN, de buena calidad y concentracion, siguiendo todas las combinaciones posibles de

los siguientes factores:
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e Concentracién de MgCl,: se evallan las concentraciones de este compuesto en un rango de
1.5mM a 4.0mM, buscando las condiciones que mas favorecen la actuacién de la polimerasa.

o Temperatura de anillamiento: se testan las temperaturas de 55°C a 67°C, para determinar
cual es la temperatura a la que mejor anillan los oligonucleétidos con la regién del genoma
gue se desea amplificar.

e Concentracion de oligos: se ensayan dos concentraciones de cebadores diferentes, 0.25uM y
0.5uM, buscando que haya suficientes oligos pero que tampoco saturen la reaccion, puesto
gue un exceso de éstos podria inhibir a la polimerasa.

Se realizaron tantas reacciones de PCR como combinaciones posibles de todos estos factores

existian, se corrieron en un gel de agarosa al 2% como se ha descrito anteriormente, y se

seleccionaron el conjunto de las condiciones de reaccion que generan el mejor producto de PCR.
=

[Oligo]  0.25pM

Figura 10. Fragmento de un gradiente de optimizacion de PCR realizado para una region promotora de interés. Se puede apreciar como la
eficiencia maxima de la reaccion de PCR se alcanza a una temperatura de 58°C, con una concentracion de oligos de 0.5uM y una
concentracion de MgCl, de 2.5mM.

A continuacion, se incluyen las condiciones de amplificacién por PCR de BRAF ex6n-15y H-, K-y N-
Ras exones 1y 2 en los 11 casos que he analizado, que no habian sido incluidos en un estudio
previo de dichos genes [véase Tabla 3].

Tabla 3. Condiciones de amplificacién por PCR de BRAF exén 15 y H-, K- y N-RAS exones 1y 2.

5 -TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA- 3°

BRAF exén 15 226 60 0.25 1.5
5 -GGCCAAAAATTTAATCAGT GGA- 3
[H5-CAGGCCCCTGAGGAGCGATG- 37

H-RAS exén 1 110 60 0.5 1.75
5 -TTCGTCCACAAAATGGTTCT- 3°
[H5-TCCTGCAGGATTCCTACC GG- 37

H-RAS exén 2 195 55 0.5 2
5 -GGTTCACCTGTACTGGTG GA- 3°
[H5 -GACTGAATATAAACTTGTG G- 3°

K-RAS exén 1 163 55 0.5 2.5
5 -CTGTATCAAAGAATGGTCCT- 3°
[H5-TTCCTACAGGAAGCAAGT AG- 3°

K-RAS exén 2 161 55 0.5 2.5
5 -CCACCTATAATGGTGAATATCT- 3°
[H5 -GACTGACSTACAAACTGGTGG- 37

N-RAS exon 1 118 55 0,5 2
M5 -GEGCCTCACCTCTATGGTG- 3
[+H5 -GETEAAACCTGTTTETTG GA- 3

N-RAS exén 2 103 55 0,5 4
5 -ATACACAGAGGAAGCCTTCG- 37

2.4. SSCP (SINGLE STRAND CONFORMATION POLIMORPHISM)

La técnica de SSCP (Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla) se basa en el principio de
gue la movilidad electroforética de cualquier particula en un gel es sensible tanto a su tamafio como
a su forma. Bajo condiciones no desnaturalizantes, una molécula de ADN de cadena sencilla tiene
una conformacion plegada o estructura secundaria que viene determinada por interacciones
moleculares, y, por ende, por su secuencia. De esta manera, las moléculas de ADN de cadena
sencilla que difieren en al menos un Unico nucleétido en una secuencia de cientos de bases
adquieren diferentes estructuras secundarias, lo cual resulta en una movilidad alterada en la
electroforesis en gel no desnaturalizante®".,

El protocolo para detectar mutaciones por SSCP, en una region del genoma amplificada por PCR, es

el siguiente:

1. Amplificacion de la regién de interés mediante PCR seguida de cuantificacion y estimacién visual
de la cantidad del producto obtenido para determinar la cantidad del mismo que se va a utilizar en
la SSCP.

2. Desnaturalizacion de 30-40 ng de producto de PCR, calentandolo a 95°C durante 5 minutos en
presencia de 2.5 volimenes de stop solution (100% formamida, 5.0M NaOH, 1% azul de
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bromofenol y 1% xilen-cianol). De esta manera, se elimina el caracter de doble cadena del ADN,
obteniéndose cadenas sencillas.

3. Enfriamiento en hielo de las muestras, provocando la aparicion de estructuras secundarias de
cadena unica plegadas, estructuras tridimensionales que dependen de la secuencia primaria de
los &cidos nucleicos, que migran a diferente velocidad al ser sometidas a una electroforesis en
gel no desnaturalizante de acrilamida.

4. Cargado de las muestras en un gel preparado con una acrilamida especial conocida como MDE
(Mutation Detection Enhacement gel matrix, Lonza, Rockland, ME, USA), que consiste en una formula similar
a la poli-acrilamida, especialmente sensible en la deteccion de cambios conformacionales en el
ADN. El stock de MDE, a una concentracion 2X, se diluye en agua desionizada y TBE 0.5X para
alcanzar diferentes concentraciones finales (0.8X, 1X, 1.5X,...). La concentracién del gel se
establece, para cada region del genoma a analizar, comparando el patréon de migracion de una
muestra de ADN “wild type” y una muestra mutada, utilizando simultaneamente diferentes
temperaturas de electroforesis y voltajes.

5. Electroforesis en gel de acrilamida con unos parametros de temperatura y voltaje ajustados para
cada gen especifico.

6. Tincién de los geles en oscuridad con el colorante SYBR Gold (SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain
10,000X Concentrate in DMSO - Invitrogen - life technologies, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) diluido
1:10000 en TE 1X (10mM Tris-Cl, 1ImM EDTA pH 7.5), para detectar los distintos conférmeros
presentes en los mismos, que habran migrado diferencialmente en funcién de su estructura, vy,
por tanto, de su secuencia.

7. Visualizacion de los geles en un equipo Gel Doc™ XR (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

8. Corte de las bandas que presentan un patron de migracion diferente al wild type y resuspension
de las mismas en tampon TE 1X.

9. Amplificacion por PCR del ADN contenido en las bandas cortadas.

10. Purificacion de los productos de PCR resultantes [procedimiento apartado 3.5] y secuenciacion
directa Sanger [procedimiento apartado 3.6].

En la Tabla 4, a continuacion, se incluyen condiciones de SSCP de BRAF exonl5, H-, K- y N-RAS

exones 1y 2.
Tabla 4. Condiciones de SSCP.
Gen y exén Concentracion gel Voltaje (V) Temperatura (°C) Tiempo (h)
MDE

BRAF ex6n 15 0.8X 180 10 10-12
H-Ras ex6n 1 1X 300 18 4-6
H-Ras exén 2 0.8X 400 18 4-6
K-Ras exo6n 1 0.8X 400 18 3.30-4
K-Ras exo6n 2 0.8X 180 10 11-12
N-Ras ex6n 1 0.8X 300 18 7
N-Ras ex6n 2 0.8X 400 18 4-6

2.5. PURIFICACION DE ADN

Tras obtener el producto de PCR con la regién génica de interés amplificada se lleva a cabo una
purificacion del mismo mediante un kit comercial (lllustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit’, GE
Healthcare Life Sciences,Pittsburg, PA, USA), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. De manera
sucinta, el proceso de purificacién presenta cinco etapas principales:

1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% (Seakem LE Agarose, Lonza, Portsmouth, NH, USA) de los
productos de PCR, con el fin de separar el producto de interés de oligos no consumidos durante
la PCR o de productos inespecificos generados durante dicha reaccién.

2. Visualizacién en un transiluminador de las bandas y corte de las mismas con un bisturi.

Unién del ADN a la membrana de la columna de purificacion. Se disuelve la banda de agarosa
con el producto de PCR en un reactivo de union (fundamentalmente isopropanol) durante 30
minutos en un bloque seco (Grant QBD2, Grant Instruments, Cambridge, England) a 60°C. Se transfiere a
una columna de purificacion y se centrifuga a 13.000 rpm 1 minuto para permitir la unién del ADN

a la membrana de la columna.
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4. Lavado del ADN. Se lava la columna con el buffer de lavado (etanol) para eliminar todo aquello
gue no se ha unido a la membrana, es decir, todo lo que no sea el ADN, presente en el producto
de PCR (dNTPs, oligos, sales...).

5. Elucion del ADN atrapado en la membrana. Se introduce la columna en un tubo de
microcentrifuga de 2mL (Sarstedt, Hildesheim, Germany), se afiade tampo6n de elucion a la membrana
(diferentes volumenes de dH,Od dependiendo de la intensidad de la banda purificada en cada
caso) y se centrifuga a 13000 rpm 1 minuto. EI ADN que se encontraba unido a la membrana se
libera y es recogido en el tubo en el que se habia introducido la columna de purificacién. De esta
manera, tendremos el amplicon de interés purificado, libre de los oligos no consumidos en la PCR
o de bandas inespecificas generadas durante la reaccion.

Los productos de PCR purificados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con
el fin de evaluar la intensidad de la banda de ADN. Dependiendo de dicha intensidad, se decide si
ese ADN se puede enviar a secuenciar 0 no y se estima qué cantidad de ADN se debe tomar para la
reaccion de secuenciacion.

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos purificados de TERT, flanqueados por un marcador de tamafio molecular.

2.6. SECUENCIACION DIRECTA MEDIANTE EL METODO DE SANGER

El método de secuenciacion enzimatica de Sanger'® se basa en la polimerizaciéon del ADN y el uso
de dideoxinucleétidos marcados con fluor6foros que carecen del grupo —OH en el carbono 3’, los
cuales sirven como terminadores de la reaccion, es decir, cuando uno de estos nucleotidos se
incorpora a una cadena de ADN en crecimiento, se detiene la elongacién de dicha cadena.
Finalmente, esta reaccion se resuelve mediante electroforesis capilar.

Para la reaccion de secuenciacion se emplearon los productos de PCR purificados, y el
oligonucledtido correspondiente: Tert-Seq Forward, Tert-Seq Reverse o ambos. Las reacciones de
secuenciacion, llevadas a cabo por la empresa portuguesa StabVida, se realizaron con el kit “ABI
Prism BigDye Terminator” (PerkinElmer), y los fragmentos fueron corridos en un analizador genético
ABI Prism 3700 (PerkinElmer). El cromatograma resultante de la secuenciacién se analiz6 mediante el
software informético Chromas Lite (Technelysium Inc.). Todas las mutaciones fueron confirmadas por al
menos 2 secuencias correspondientes a 2 productos de PCR distintos.

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo con el software informatico SPSS version
22.0 (SPSS Inc.). Las mutaciones en TERT fueron codificadas como “si” o “no” para analisis
categérico de los datos. Los 33 pacientes analizados fueron investigados de acuerdo a: tipo
histolégico de PTC, edad, sexo, tamafio del tumor, multifocalidad del tumor, extension extra-tiroidal,
invasion vascular, metastasis a ganglios linfaticos en el diagnéstico y/o durante el seguimiento,
metastasis distante en el diagndstico y/o durante el seguimiento, recurrencia del tumor, estadio
patolégico y estado del paciente.

El test de Fisher de dos colas y el test de x* se usaron para evaluar las asociaciones putativas entre
genotipos alterados y caracteristicas clinico-patolégicas cualitativas. Los valores de p < 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Se asumi6 una tendencia para una correlacion cuando
los valores de p se encontraban en el rango 0.05-0.20. Los test de Kolmogorov-Smirnov y de
Shapiro-Wilk constataron la distribucibn normal de todas las variables continuas excepto el
seguimiento clinico medio del paciente. Para la comparacion entre grupos en el caso de variables
continuas, se utilizé el test de ANOVA con la excepcion del seguimiento clinico medio de los
pacientes, que dada su distribucidn no normal se aplicé el test de Kruskall-Wallis. La recurrencia
tumoral y supervivencia tumoral fueron analizadas mediante curvas de Kaplan-Meier y tests Log-

rank!?®,
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1. ANALISIS DE MUTACIONES EN LA REGION
PROMOTORA DE TERT

La prevalencia total de mutaciones en el promotor de TERT fue de 42.4% (14/33 pacientes). La
mutacion C228T (c.1-124 C>T) se observo en 11 casos (78.6%) y la C250T (c.1-146 C>T) en 3
(21.4%). En lo que respecta a la distribucion por histotipos, la variante mixta de PTC es la que revel6
mayor numero de mutaciones (7/13 — 53.8%). En las variantes Folicular (FV-PTC) y Clasica (CL-
PTC) la frecuencia de mutaciones fue de 36.4% (4/11) y 33.3% (3/9) respectivamente [Tabla 5].

Tabla 5. Pacientes en los que se han encontrado mutaciones en la region promotora de TERT, clasificados por histotipos.

MUTACIONES EN EL PROMOTOR DE TERT

HISTOTIPOS PTCs N° de pacientes

Carcinoma papilar de tiroides clasico
(CL-PTC)

Carcinoma papilar de tiroides folicular
(FV-PTC)

Carcinoma papilar de tiroides tipo mixto

(Mx-PTC)

9/33 3/9
(27.3%) (22.2%) (11.1%) (33.3%)
11/33 3/11 111 411
(33.3%) (27.3%) (9.1%) (36.4%)
13/33 6/13 113 7113
(39.4%) (46.1%) (7.7%) (54%)
33 11/33 3/33 14
(100.0%) (33.3%) (9.1%) (42.4%)

Abreviaturas: Pt, tumor primario; LNM, metéastasis en ganglios linfaticos; DM, metastasis a distancia.
(*) Entre paréntesis se muestran las frecuencias relativas en cada caso, respecto al nimero de pacientes de cada grupo.

En la Figura 12, a continuacion, se muestra la distribucion de mutaciones en las 99 areas

genotipadas en los 3 grupos de PTCs.
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Figura 12. Distribucion de las mutaciones en el promotor de TERT en las 99 areas genotipadas, estratificadas en los tres grupos de PTCs.
Abreviaturas: Pt, tumor primario; LNM, metastasis ganglio linfatico; DM, metastasis a distancia; CL-PTC, variante clasica carcinoma papilar;

FV-PTC, variante folicular carcinoma papilar; Mx-PTC, variante mixta carcinoma papilar. cazgr C250T

No existe asociacidén estadisticamente significativa entre las mutaciones de TERT C228T y C250T y
alguno de los tres subtipos histolégicos de PTC analizados (p=0.613 Fisher de colas).

1.1. CARACTER CLONAL O SUBCLONAL DE LAS MUTACIONES C228T vy C250T

e De los 10 casos [1 CL-PTC, 4 FV-PTC, 5 Mx-PTC] en que se investigaron cambios focales en el
patrén de crecimiento mayoritario o0 predominante en el tumor primario, 5 (50%) [100% CL-PTC,
25% FV-PTC, 60% Mx-PTC] resultaron estar mutados. La mutacion mostraba caracter clonal en
3 (60%) casos [100% CL-PTC, 100% FV-PTC, 33% Mx-PTC] y subclonal en 2 (40%) casos [67%

Mx-PTC].

e Delos 14 casos [4 CL-PTC, 4 FV-PTC, 6 Mx-PTC] en que se investigaron mas de una metastasis
en ganglios linfaticos, 4 (29%) [50% CL-PTC, 0% FV-PTC, 33% Mx-PTC] resultaron estar
mutados. La mutacién presentaba caracter clonal en 2 (50%) de los casos [100% CL-PTC] y
subclonal, con una bajo porcentaje de alelos mutados, en los otros 2 (50%) [100% Mx-PTC].

e De los 5 casos [1 CL-PTC, 1 FV-PTC, 3 Mx-PTC] en que se investigaron mas de un area en el
tumor primario y mas de una metastasis en ganglios linfaticos, 2 (40%) [100% CL-PTC, 0%
FV-PTC, 33% Mx-PTC] resultaron estar mutados. La mutacién solo presentaba caracter clonal en

1 (50%) [100% CL-PTC].

e De los 6 casos [1 CL-PTC, 2 FV-PTC, 3 Mx-PTC] en que se investigaron mas de un area en el
tumor primario y mas de una metastasis (local y/o a distancia), 3 (50%) [100% CL-PTC, 50%
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FV-PTC, 33.3% Mx-PTC] resultaron estar mutados. La mutacion presentaba caracter clonal en 2
(67%) de los casos [100% CL-PTC, 100% FVPTC] y subclonal en 1 (33%) [100% Mx-PTC]

o De los 14 casos mutados en TERT [11 (79%) C228T y 3 (21%) C250T], el 50% resultaron ser
clonales [55% C228T y 33% C250T] y el otro 50% subclonal [45% C228T y 67% C250T].

e Si tenemos en cuenta la distribucion de las mutaciones C228T y C250T por histoptipos y su
caracter clonal/subclonal nos encontramos que en el 100% de los CL-PTC mutados en TERT la
mutacion era clonal independientemente de que se localizase 124 o 146 pares de bases
“‘upstream” (C228T y C250T respectivamente) del inicio de la transcripcién. En el caso de los
FV-PTC la mutacion era clonal en el 50% de los tumores [67% C228T y 0% C250T]. Entre los
Mx-PTC el evento mutacional result6 clonal en el 29% de los casos [33% C228T y 0% C250T].

Clonalidad 7ER7 - Clonalidad BRAF
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Figura 13. Clonalidad y subclonalidad de las mutaciones en la regiéon promotora de TERT. Coexistencia con alteraciones genéticas en
BRAF. Se muestra el resultado de la secuenciacion directa de TERT, la seccion histologica correspondiente a partir de la cual se ha
obtenido el material genético analizado y el resultado de la SSCP+secuenciacion directa en el caso de BRAF.

1.2. RELACION ENTRE MUTACIONES EN LA REGION PROMOTORA DE TERT Y DISEMINACION A
GANGLIOS LINFATICOS

Excluidos los 3 pacientes en los que Unicamente se analizé el tumor primario y la metastasis a
distancia [3 FV-PTC] se constat6 que TERT estaba mutado en un total de 11 (37%) pacientes con
tumor primario y metastasis en ganglios linfaticos [ver Tabla 6].

En 8 (73%) pacientes [3 CL-PTC, 1 FV-PTC, 4 Mx-PTC] la mutacién de TERT segregaba con las
células metastasicas encontrandose al menos en una de las areas de metastasis en ganglios
linfaticos analizada. Dos (18%) PTCs, ambos de histotipo Mx-PTC en el tumor primario y CL-PTC en
la metastasis en ganglios linfaticos, presentaban la mutacién en la metastasis en ganglios linfaticos
pero no en el tumor primario. Solamente se detectd un caso de histotipo Mx-PTC en el que la
mutacion estaba presente Unicamente en una de las areas de tumor primario genotipadas y no
segregaba con las células metastasica al ganglio linfatico caracterizado.

SUBCLONALIDAD C2287 (c-1 — 124 C>T)
Segregacion a Ganglios Linfaticos y Metastasis oaa Distancia

e — s=> = ———

d n promotora de TERT. Se muestra
un caso del cual se analizaron seis secciones histologicas: dos tumores primarios (24A y 24B), tres metastasis en ganglios linfaticos (24C,

24D y 24E) y una metastasis a distancia (24F).
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Si tenemos en cuenta los tres subgrupos de PTCs analizados observamos que en el 100% de los
CL-PTC y FV-PTC mutados en TERT, en los que se analizé el tumor primario y metastasis en
ganglios linfaticos, la mutacién segregaba con las células metastasicas a los ganglios linfaticos
caracterizados. Por lo que respecta a los 7 Mx-PTC mutados en TERT, en los que se analiz6 el
tumor primario y metastasis en ganglios linfaticos, en el 57% de los casos la mutacioén segregaba a
alguno de los ganglios linfaticos analizados, en el 29% la mutacién se originaba de novo en los
ganglios linfaticos y en el 14% se restringia al tumor primario.

Si consideramos exclusivamente aquellos casos mutados en los que se analiz6 mas de una
metastasis en ganglio linfatico [2 CL-PTC y 2 Mx-PTC] observamos que mientras en el 100% de los
CL-PTC la mutacién segregaba a todos los ganglios linfaticos en los Mx-PTC solo segregaba a
alguna de las metastasis.

Sitenemos en cuenta el tipo de mutacién constatamos que la mutacion C228T, presente en el 82%
de los casos mutados en los que se analizé el tumor primario y metéstasis en ganglios linfaticos,
segregaba a todos los ganglios linfaticos analizados en el 56% de los casos, a alguno de los ganglios
linfaticos en el 11% de los casos, se originaba de novo en el 22% de los casos y se circunscribia al
tumor primario en el 11% restante. La mutacion C250T, presente en el 18% de los casos mutados
en los que se analiz6 el tumor primario y metéstasis en ganglios linfaticos, segregaba en la mitad de
los casos a todos los ganglios linfaticos metastasicos caracterizados.

Si consideramos el fenotipo/histotipo de las 15 metastasis en ganglios linfaticos en los 11 casos
mutados en TERT, en los que se analizd el tumor primario y metastasis en ganglios linfaticos,
observamos que independientemente del histotipo del tumor primario los ganglios mutados
presentaban un histotipo papilar clasico (12/14 — 86%) o mixto (folicular—papilar) de predominio
papilar clasico (2/14 — 14%). El Unico caso en el que la mutacion del tumor primario no segregaba a
la metastasis en ganglio linfatico, esta Ultima mostraba un fenotipo mixto de predominio folicular. Se
observé una asociacion estadisticamente significativa entre la existencia de mutacién en TERT y el
histotipo/patrén arquitectural de la metastasis en ganglio linfatico (p=0.0262)

Como se muestra en la Tabla 7 (estudio de correlacién clinico-patolégico-molecular) las mutaciones
de TERT por si solas muestran una tendencia a la asociacién con el desarrollo de metastasis en
ganglios linfaticos durante el seguimiento clinico de los pacientes (p=0.136 Fisher dos colas).
Tendencia que se convierte en una correlacion estadisticamente significativa cuando consideramos
la presencia de mutaciones en TERT mas BRAF'*®F (p=0.033) o la presencia de mutaciones en
TERT mas otras alteraciones genéticas (BRAFV*F y/o RAS y/o PIK3CA y/o P16) (p=0.0494 Fisher
dos colas).

1.3. IMPLICACION DE LAS MUTACIONES EN EL PROMOTOR DE TERT EN METASTASIS A DISTANCIA

La regién promotora de TERT resultd estar mutada en el 100% (5/5) de los casos analizados con
metastasis a distancia [hueso o rifién]. La mutacion C228T estaba presente en 4 (80%) casos. En 3
(60%) de los pacientes la mutacion segregaba con las células metastasicas del tumor primario. En 2
(40%) pacientes parecia originarse de novo, en la metastasis a distancia.

Si consideramos el fenotipo/patron arquitectural de la metastasis a distancia, a diferencia de lo que
observamos en las metéastasis en ganglios linfaticos, el 80% (4/5) de las metastasis a distancia con
mutacién en TERT muestran un fenotipo de FV-PTC.

2. COEXISTENCIA DE MUTACIONES EN OTROS GENES

Para determinar la existencia de posibles mutaciones activantes en BRAF, H-, K-, y/o N-Ras en los
tumores primarios y correspondientes metastasis en ganglios linfaticos y/o a distancia de 11
pacientes [4 CL-PTC, 5 FV-PTC, 2 Mx-PTC] [32 muestras/areas tisulares], no incluidos en un estudio
previo?”! llevado a cabo por el grupo de la directora de este trabajo en el extranjero, se recurrié al
screening de mutaciones por PCR-SSCP-secuenciacion de “mobility shifts”. Ninguno de los 11
casos reveldé mutaciones en H-, K- 0 N-Ras exones 1y 2. En el caso de BRAF se constataron 4
casos mutados en el loop de activacion del gen [50% CL-PTC y 100% Mx-PTC], consistentes todos
ellos en el cambio de una timina por una adenina en el nucleétido 1799, que se traduce en el cambio
del aminoacido valina por acido glutamico en el coddén 600. La activaciébn oncogénica de BRAF
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resulto ser un evento clonal, pues estaba presente en todas las areas analizadas dentro del tumor
primario y en las diferentes metéstasis en ganglios linfaticos y/o a distancia investigadas. En la Figura
15 se muestra el patron de migracion por SSCP de algunos de los genes analizados.

BRAF exon 15

| KRas 1|

| HeAS 1 |

| Heas 2|

| nas 2 |

l Region Promotora TERT |

Figura 15. Patrones de migracién por SSCP de algunos de los genes analizados.

Los datos sobre el estatus mutacional de BRAF, H-, K-, N-Ras y PIK3CA en de los restantes 22
casos incluidos en este estudio han sido extraidos de un articulo publicado por la directora de este
trabajo'?”. En la Figura 16 y en la Tabla 6 se ha compilado la informacién de dicho articulo con los
resultados de este trabajo para ilustrar la coexistencia de mutaciones en TERT con otras alteraciones
genéticas. En el 71% de los casos mutados en TERT se observa también activacion oncogénica de
BRAF (V600E) (p=0.296). El 64% de los casos que portaban la mutacion C228T y el 67% de los
casos que portaban la mutaciéon C250T estaban mutados en BRAF. La coexistencia de mutaciones
en TERT y RAS resulté ser excepcional. S6lo se encontré un caso mutado en ambos genes (7%).
Dos de los PTCs mutados en TERT [2 Mx-PTC] (14%) estaban ademas mutados en BRAF y RAS o
BRAF y PIK3CA.

Tabla 6. Patron de mutacion en 14 pacientes con PTCs. Conversion oncogénica de TERT y otras alteraciones genéticas
concomitantes.

Caso Estatus gendtico
Histotipos de PTCs Mimmerc de R reas Fatron de Focos de
caso anali miento células altas TERT BRAF Ras PIHZCA
Carcinoma de tircides 1 1A Pt oL Mo CZEET WENE T T
papilar clasico 18 Pt HGFD-FTC MNo C2ZET WEDIE WT W
(CL-FTCs) 1C LA HGFD-FTC Mo CZZET WEDOE WT wWT
1> L HGFD-FTC Si CIZZET WEDIE WT W
L] L= oL Mo C2E5OT WEDOE WWT WNT
=23 Lk CL-PTC Mo C2Z50T WEDDE wWiT wWT
k-] s CL-FTC Mo CIZZET WEDOE WWT WNT
28 Lk CL-PTC Mo CZ28T WEDDE Wi T
G Lk CL-FTG Mo CZZ8T WEDDE T wWT
Carcinoma de tircides 1z 1A Pr Fw-PTC Mo CZ28T wWiT wWiT wWT
papilar variante folicular 128 Pr Fw-PTC Mo CZEET W T wWT
[Pw-PTCs) 12 Lk QPTG Mo CZ28T wWiT wWiT wWT
120 (=] TG o CIZIET W T wuT
" 1 a7V FWw-PTC Mo CZ28T WESDNE wWiT wWT
ADE = W TG o CZIET WEDDE T WuT
189 158, Pt FW-FTC MNo C2ZET W WWT WNT
198 (=T} FW-FTC Mo CIZZET wWT T WNT
2D 20T Pt P FTC-S Mo WWT WWT WWT WNT
sl T (= T} FW-FTC Mo C2EOT wWT QS1TR (n-R=s) WT
Carcinoma de tircides =1 1A Pt Moc-PTC S CZEET WENE T T
papilar tipo mixto 218 L CL-FTC Si CIZZET WEDIE WWT WNT
(M- FTCs) =g ZZA Pt Mo FTC E= C2EOT WEDIE WWT WNT
ZZB LA Salido Si VT WEDIE WWT WNT
ZZC LA COL-FTC k=1 C2EOT WEDOE WWT WNT
== Z2A Pt Mx—FTC Mo T WEDOE Wi T
z238 LA COL-FTC Mo CIZZET WEDOE WWT WNT
=2 Zas Pt Mx-PTC Mo CZ2Z8eT WEDDE Wi wWT
Z48 Pt Sdlido Mo W WEDDE W T
Zac Lk Mo-PTC Mo CZ2eT WEDE G12S+3E120 (k-R=s) T
4D L ke Mc-PTC Mo CZZET WEE 125 (k- WT
Z4E Lhibka Me PTG o T WNEDDE GIAS+G120 (k-R=s) wuT
Z4F (=""] CL-FTC b= CEEET WNEE G120 {k WWT
=5 Z5A =t Moe PTG o T W wuT
z58 Lk CL-FTC Mo CZE8T T T WT
=B ZEA r TS =i CIZIET WNEDE T ES450o
ZEB Pt CL-FTC E- CIZZET WEDIE WWT WNT
ZEC L CL-FTC MNo C2ZET WEDIE WWT ES45Q
21 314 Ft Mo FTC Mo CIZZET T WWT WNT
218 ] FW—FTC Mo W Wi Wi T
3C LA Mo FTC Mo wWT wWT wWT WT

Abreviaturas: WT, wild-type; Pt, tumor primario; LNM, metéstasis en ganglios linfaticos; DM, metastasis a distancia; HGPD-PTC, carcinoma
papilar con alto grado de pobremente diferenciado; CL-PTC-S, carcinoma papilar de tiroides clasico con areas entremezcladas de patrén
de crecimiento sélido; FV-PTC-S, carcinoma papilar de tiroides variante folicular con areas entremezcladas de patrén de crecimiento sélido;
Mx-PTC(CL), carcinoma papilar de tiroides mixto con ligera predominancia de arquitectura papilar; Mx-PTC(FV), carcinoma papilar de
tiroides mixto con ligera predominancia de patrén de crecimiento folicular.

<@



RESULTADOS

TERT C228T
TERT C250T

BRAF VG00E

RAS mutado
PIK-3CA mutado

Figura 16. Concordancia de mutaciones en el promotor de TERT y otras alteraciones genéticas prevalentes (BRAF, Ras y PIK-3CA) en
carcinomas de tiroides. Cada celda representa un paciente. Las celdas coloreadas denotan estatus mutante, mientras que las celdas
blancas representan estatus wild-type.

3. ESTUDIOS DE CORRELACION CLINICO-
PATOLOGICOS-MOLECULARES

Para evaluar el impacto clinico de los patrones de mutacion observados en esta serie de PTCs, se
correlacionaron las mutaciones en la region promotora de TERT con las caracteristicas clinico-
patoldgicas de relevancia prondstica recogidas en la Tabla 2. Con el objeto de ver si la coexistencia
de otras alteraciones genéticas incrementaba el poder de asociacion de TERT con alguno de los
pardmetros prondésticos o en realidad no tenia ningun efecto potenciador, se evalué también la
posible asociacién de TERT mas BRAF, TERT mas Ras y TERT mas otras alteraciones genéticas
con los pardmetros incluidos en la Tabla 2. Los resultados de tal estudio se muestran en la Tabla 7.
Se han incluido Unicamente aquellos valores numéricos estadisticamente significativos (p < 0.05 test
de Fisher de dos colas) y las tendencias a la asociacion (p< 0.16 test de Fisher de dos colas).

Tabla 7. Estudio estadistico de correlacion clinico-patolégica-molecular.

Alteraciones Genéticas

Parametros Clinico-Patolégicos de Relevamcia Prondstica

TERT TERT C228T TERT + BRAF TERT + other

Edad = 45 0.00160 0.061 0.00439 0.00147
Sexo varon 0.06559 0.05183 n.s. n.s.

M ultifocalidad tumoral 0.00566 0.02397 0.01914 0.056868
Invasién Vascular 0.13614 0.117 n.s. n.s.

e

Metastasis en ganglios linfaticos al diagndstico 0.02446 n.s. n.s. 0.07258
Metastasis en ganglios linfaticos durante seguimiento 0.13614 n.s. 0.03341 0.04941
Recurrencias Tumorales 0.16632 n.s. n.s. 0.14107
Estatus del paciente 0.00008 0.05584 0.00951 0.00142
Estadio al diagnéstico 0.00939 0.02635 0.00669 0.00205
Estadio al diagnéstico 111/IV 0.02862 0.00918 0.01349 0.02593
Estadio al final del seguimiento 0.00042 0.01358 0.00081 0.00038
Estadio al final del seguimiento 111/IV 0.00036 0.01043 0.00029 0.00008

Abreviatura; n.s., p no significativa. Valores p en azul tendencia a la asociacion. Valores p rojo asociacién estadisticamente significativa.
Celdas sombreadas en verde — Correlacion inversa

3.1. PAPEL DE LAS MUTACIONES DE TERT EN EL CURSO CLINICO Y SUPERVIVENCIA DE LOS
PACIENTES

Se encontr6 una correlacién estadisticamente significativa (p=0.00008) entre las mutaciones en
TERT y el estatus del paciente (Tabla 8). De acuerdo con lo que ocurre en la practica clinica entre los
33 pacientes estudiados, habia casi el doble de mujeres que de hombres (21 frente a 12), sin
embargo los hombres con mutaciones en TERT eran mucho mas propensos a fallecer a causa de la
enfermedad (6 frente a 3). Asimismo, Todos los pacientes de este estudio que fallecieron a causa del
carcinoma papilar de tiroides presentaban la mutacion en el promotor de TERT.

Tabla 8. Correlacion entre el estatus del promotor y el estatus del paciente estratificado por sexos

Ex fado deol paclonts
[=I=]=] HE D BWD T otal
Estatus promotor de TEST T o s o s
Hom bres PAL T AT =] 1 1 =
Total i=3 =3 1 12
E=xztatu=z promotor de TEST WT o 11 S 1=
M | sress PALN T AT =2 =2 a =3
Total = 13 £ 21
E=statu=s promotor de TEST VT [=] 15 El 19
Total PALN T AT =] <4 1 13
Total B 18 a8 -3

Abreviaturas: DOD, muerte a causa de la enfermedad; NED, no evidencia de la enfermedad; AWD, vivo con la enfermedad
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Los analisis de Kaplan-Meier revelaron una correlacion muy significativa entre la probabilidad de
recurrencia tumoral en el transcurso del seguimiento y la existencia de mutaciones en la region
promotora de TERT (Log-rank test p=0.0085). Asociacion que no se potenciaba con la coexistencia
de mutaciones en BRAF (Log-rank test p=0.0948) o la existencia de alteraciones en otros genes
(BRAF, RAS, PIK3CA) (Log-rank test p=0.0192) [Figura 17].
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Figura 17. Andlisis del impacto del patrén mutacional en la recurrencia de los 33 pacientes con seguimiento a largo plazo mediante
estimacion de Kaplan-Meier. (A) Estimacion de la recurrencia de acuerdo al estatus mutacional del promotor de TERT. (B) Estimacion de la
recurrencia considerando la coexistencia de mutaciones en TERT y BRAF. (C) Estimacion de la recurrencia considerando la coexistencia
de TERT con alteraciones genéticas en otros genes.

De igual forma los analisis de Kaplan-Meier revelaron una correlacién muy significativa entre la
supervivencia de los pacientes y la mutacion en la regién promotora de TERT [Figura 18], de modo
gue en aquellos pacientes con alteraciones genéticas en el promotor de TERT la tasa de
supervivencia se veia considerablemente reducida.
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Figura 18. Andlisis de Kaplan-Meier que correlacionan la supervivencia de los pacientes con: (A) el estatus mutacional de TERT; (B) la
mutacion C228T de TERT; (C) la mutacion C250T de TERT; (D) la coexistencia de alteraciones genéticas en TERT+BRAF; (E) la
coexistencia de mutaciones en TERT+otros genes.

La asociacion entre mutaciones en la regién promotora de TERT y mayor riesgo de muerte por la
enfermedad se mantenia al considerar por separado las mutaciones en C228T (Log-rank test p=
0.0026) y C250T (Log-rank test p=0.0161)

La coexistencia de mutaciones en TERT y BRAF o la concurrencia de mutaciones en TERT y
alteraciones en otros genes (BRAF, RAS, PIK3CA) no incrementaba el riesgo de muerte por el tumor.

Teniendo en cuenta el tamafio muestral y la frecuencia observada de alteraciones genéticas en otros
genes en la misma cohorte, sélo se evalué el impacto en la supervivencia y recurrencia tumoral de la
coexistencia de mutaciones en TERT y BRAF y la concurrencia de mutaciones en TERT y
alteraciones en otros genes (BRAF, RAS, PIK3CA).
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1. ANALISIS DE MUTACIONES EN LA REGION PROMOTORA DE TERT

Existen discrepancias significativas acerca de la frecuencia global de mutaciones en el promotor de
TERT en los distintos tipos de carcinomas de tiroides, si bien es cierto que tal frecuencia es bastante
baja en los carcinomas bien diferenciados (7.5-30% dependiendo de la serie analizada),
incrementandose significativamente en los carcinomas pobremente diferenciados e indiferenciados,
llegando a alcanzar una frecuencia del 50%. La frecuencia global de alteraciones genéticas en el
promotor de TERT encontradas en este trabajo es del 42.3%. Esta frecuencia es ligeramente
superior a las encontradas en otros trabajos previos™'® pero esto podria explicarse en parte
porque, de los 33 casos analizados en esta serie, 19 de ellos presentaban focos de
desdiferenciacion, indicativos de progresion a carcinomas pobremente diferenciados, en los cuales la
frecuencia de alteraciones genéticas en TERT se incrementa. Esto subrayaria el papel de TERT en
el proceso de transformacion de los PTCs a carcinomas menos diferenciados y, por tanto, mas
agresivos, concordando con el resto de resultados obtenidos en este trabajo.

La mutaciébn C228T resultdé ser la mas frecuente (83.3% del total de mutaciones detectadas),
mientras que la mutacion C250T presentd unas frecuencias menores (16.7% del total de mutaciones
detectadas). Esto coincide con lo descrito en otros trabajos, donde la mutacién C228T es mas
prevalente!®®. Ademas, se vio que las mutaciones eran mutuamente excluyentes, lo cual tiene sentido
porque son mutaciones redundantes, es decir, presentan el mismo efecto biolégico.

La frecuencia de mutaciones en los tumores primarios y en las metastasis en ganglios linfaticos son
semejantes, no encontrdndose diferencias significativas. Sin embargo, la mutacion en la region
promotora de TERT en las metastasis a distancia aparece en el total de casos analizados, lo que
sugiere cierto significado biolégico en la diseminacién a otros érganos.

1.1. CARACTER CLONAL O SUBCLONAL DE LAS MUTACIONES C228T Y C250T

Las mutaciones de TERT resultaron ser subclonales en la mitad de los tumores analizados. De
acuerdo al modelo de evolucién clonal, propuesto por Peter Nowell en 1976, los tumores se
originan desde una unica célula mutada, acumulando mutaciones adicionales durante su desarrollo
como consecuencia de la inestabilidad genémica asociada a la progresion, malignizacion y
desdiferenciacion tumoral. Inestabilidad provocada por otras mutaciones en genes implicados en la
reparacion del ADN, en vias de sefalizacion clave, tales como la via P53 o de las MAPK o PI3K-
AKT, o por la influencia del microentorno tumoral (inflamacion). Tales cambios provocan que surjan
subpaoblaciones adicionales, cada una de las cuales tiene la capacidad de dividirse y continuar
mutando, adquiriendo otras alteraciones genéticas posteriores, como puede ser el caso de TERT.
Esta heterogeneidad podria permitir la

de subclones que posean una ventaja evolutiva sobre los otros, dentro del microentorno del tumor, y
estos subclones podrian llegar a ser dominantes en el tumor con el paso del tiempo.

Podria ocurrir que solamente una pequefia subpoblacién de células tumorales fuera positiva para la
mutacion en TERT, de manera que la frecuencia de mutaciones quedaria por debajo del umbral de
deteccién de las técnicas utilizadas en este trabajo para el andlisis mutacional. Para poder detectar
eventos subclonales, seria conveniente emplear una técnica con mayor sensibilidad, o realizar un
mapeado genético intratumoral, microdiseccionando diferentes areas dentro del tumor primario,
recurrencias, y metastasis en ganglios linfaticos y/o a distancia, permitiendo asi incrementar la
frecuencia del porcentaje de alelos mutados en areas concretas del tumor, de manera que serian
detectables. Esto podria ser de interés, puesto que no se ha publicado hasta la fecha ningun articulo
gue aborde la subclonalidad de mutaciones en el promotor de TERT y sus consecuencias en el
desarrollo del proceso oncogénico.

En la totalidad de los CL-PTCs mutados en TERT la mutacién fue clonal, lo que podria relacionar
esta variante de PTC con un estadio mas avanzado del proceso tumoral, en el que la alteracion en
TERT ya se ha convertido en dominante en el tumor. Esto es consistente con el hecho de que las
metastasis en ganglios linfaticos se asocien significativamente con el histotipo clasico de PTC.
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1.2. RELACION ENTRE MUTACIONES EN LA REGION PROMOTORA DE TERT Y DISEMINACION A GANGLIOS
LINFATICOS

Aunque se ha observado que las mutaciones en la regién promotora de TERT, cuando estan
presentes en el tumor primario, segregan de manera significativa con la diseminacion a ganglios
linfaticos, no se trata de una condicidn necesaria para la expansion de las células tumorales a los
nodulos linfaticos. De los 30 (91%) pacientes con metastasis en ganglios linfaticos analizados 20
(67%) resultaron ser wild-type. Sorprendentemente, se constatd una correlacion inversa,
estadisticamente significativa, entre las mutaciones en el promotor de TERT y la existencia de
metastasis en ganglios linfaticos en el momento del diagndstico (p= 0.024) y una tendencia a la
asociacion con las metastasis en ganglios linfaticos desarrolladas en el transcurso del seguimiento
clinico de los pacientes (p=0.136). Este resultado parece sugerir que, en determinados casos, las
mutaciones en el promotor de TERT podrian ser adquiridas en fases mas avanzadas de la
progresion tumoral, probablemente como consecuencia de la inestabilidad genémica producida por
otras alteraciones genéticas previas. Argumentacion congruente con el hecho de observar una
asociacion, estadisticamente significativa, entre el desarrollo de metéstasis en ganglios linfaticos en
el transcurso del seguimiento clinico de los pacientes y la existencia de mutaciones en TERT y BRAF
(p=0.033). La activacion oncogénica de BRAF es un evento temprano en la carcinogénesis folicular
tiroidea. También se constatd una correlacion entre el desarrollo de metéastasis en ganglios linfaticos
en el transcurso del seguimiento clinico de los pacientes y la presencia de mutaciones en TERT y
alteraciones en otros genes (BRAF, RAS, PIK3CA) (p=0.049).

En un trabajo reciente de Gandolfi et al.l”, en el que no se diferencia entre metastasis en ganglios
linfaticos al diagnostico y metastasis en ganglios linfaticos desarrolladas durante el seguimiento
clinico, se concluye que las mutaciones en el promotor de TERT no se asocian con el desarrollo de
metastasis a ganglios linfaticos. En nuestro caso si tratamos conjuntamente las metastasis en
ganglios linfaticos al diagnéstico y durante el seguimiento tampoco observamos correlacién alguna
con las mutaciones de TERT. De hecho se aprecia una tendencia a la correlacion inversa (p=0.172).

1.3. IMPLICACION DE LAS MUTACIONES EN EL PROMOTOR DE TERT EN METASTASIS A DISTANCIA

Las metastasis a distancia son poco frecuentes en los PTCs (4-14%)®% pero se asocian,
particularmente la 6seas, con un pronéstico ominoso, ocasionando indefectiblemente la muerte del
paciente aun cuando sean capaces de concentrar I'**. En este estudio, en el que la prevalencia de
metastasis a distancia en la cohorte analizada se ajusta a la descrita en la literatura®, se han
detectado mutaciones en el promotor de TERT en todas las muestras de metastasis a distancia
investigadas. Aunque estos resultados parecen indicar un papel importante de TERT en la
invasividad del tumor, deben ser tomados con cautela debido al reducido nidmero de metastasis a
distancia genotipadas (n=5). Seria interesante conseguir mas casos con muestras de metastasis a
distancia para ver si al incrementar el tamafio muestral se mantiene la tendencia observada de las
células metastéasicas a presentar mutaciones en el promotor de TERT.

En el 60% de los pacientes con metastasis a distancia, positivas para la mutacion en TERT, se ha
detectado la misma mutacién en el tumor primario, lo que indica cierta concordancia en cuanto a las
alteraciones genéticas. En el 40% restante, la mutacion en la telomerasa estaba ausente en el tumor
primario y parecia originarse de novo en la metéstasis a distancia. Esto sugiere que los tumores
primarios podrian reflejar las alteraciones somaticas que resultan clave en la metastasis, aunque es
sabido que durante la progresion de carcinoma local a metastasico las células tumorales cambian su
perfil gendmico para adquirir caracteristicas adaptativas agresivas, siendo el potencial de replicacion
ilimitado y la inmortalidad celular, ambas conferidas por la telomerasa, dos de los principales rasgos
de las células cancerosas. De esta manera, las mutaciones en el promotor de TERT podrian ser
adquiridas en fases intermedias o avanzadas de la progresion tumoral, constituyendo un evento
genético principal durante la adquisicién de potencial metastasico en cancer de tiroides. En cualquier
caso, las mutaciones en el promotor de TERT han mostrado una alta prevalencia en los PTCs con
metastasis a distancia, lo cual concuerda con otros resultados publicados sobre este tema'®3%.
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1.4. ASOCIACION DE LAS MUTACIONES DE TERT CON SUBTIPOS DE CARCINOMAS PAPILARES

En la cohorte analizada la variante mixta (Mx-PTC) es la que mayor porcentaje de tumores mutados
presenta, aunque no existe una asociacion estadisticamente significativa. Si tenemos en cuenta en
fenotipo/patrén arquitectural de las areas analizadas, curiosamente la variante clasica es la que
mayor nimero de mutaciones en TERT presenta, a pesar de ser el histotipo tumoral con menor
namero de casos en este estudio. De las 99 muestras analizadas 31 resultaron mutadas [17 (55%)
CL-PTC, 9 (29%) FV-PTC, 5 (16%) Mx-PTC] y 68 resultaron wild type [24 (35%) CL-PTC, 30 (44%)
FV-PTC, 8 (12%) Mx-PTC, 6 (9%) PDC-like]. De facto se observé una tendencia a la asociacion con
la existencia de un fenotipo/patrén arquitectural clasico en la muestra genotipada (p=0.09). De igual
forma si consideramos el fenotipo/histotipo de las 15 metastasis en ganglios linfaticos en los 11
casos mutados en TERT, en los que se analizé el tumor primario y metastasis en ganglios linfaticos,
observamos que independientemente del histotipo del tumor primario los ganglios mutados
presentaban un histotipo papilar clasico (12/14 — 86%) o mixto de predominio papilar clasico (2/14 —
14%). El unico caso en el que la mutacién del tumor primario no segregaba a la metastasis en
ganglio linfatico, esta ultima mostraba un fenotipo mixto de predominio folicular. Se observé pues
también una asociacion estadisticamente significativa entre la existencia de mutaciéon en TERT y el
histotipo/patrén arquitectural de la metastasis en ganglio linfatico (p= 0.0262). Esto podria achacarse
a su cooperacion con otras alteraciones moleculares que son significativamente frecuentes en este
tipo de PTCs, como es el caso de la mutacién BRAF'®F, cuya prevalencia es mayor en los PTCs
clasicos'”, y al hecho de que en CL-PTCs las mutaciones en TERT sean siempre de caracter clonal.

2. COEXISTENCIA CON OTRAS ALTERACIONES MOLECULARES

Las mutaciones en el promotor de TERT resultaron ser bastante mas frecuentes en aquellos casos
con mutaciones en BRAF que en aquellos casos sin mutacion en dicha kinasa (64% vs 36%) aunque
la correlacién no alcanza significacion estadistica (p=0.29). Esto es consistente con otros resultados
publicados en articulos previos, en los cuales el tamafio muestral era mayor®*>*3, De acuerdo con
estos resultados, la presencia de alteraciones genéticas en el promotor de TERT en células con la
mutacién V600E de BRAF parece tener relevancia bioldgica, puesto que seria capaz de conferir a
las células tumorales una ventaja de supervivencia Unica frente a las células vecinas. En la serie
analizada, las células con mutaciones en TERT y BRAF parecen ser algo mas propensas que las
células con mutaciones sélo en TERT a permear los vasos linfaticos y dar metastasis en ganglios
linfaticos durante el seguimiento clinico del paciente [p=0.033 vs p=0.136]. Atendiendo a la
frecuencia de cada una de estas mutaciones en la serie analizada, la alteracion en BRAF constituiria
el evento oncogénico inicial, mediante el cual se activa de manera constitutiva la via de las MAPK,
desencadenando un incremento en la proliferacion celular. Esta caracteristica confiere a las células
tumorales una ventaja biol6gica frente a las células sanas, lo que causa que se vayan haciendo
mayoritarias en la poblacién de células foliculares del tiroides. No obstante, se ha descrito que la
expresion sostenida de BRAF'** conduce al arresto del ciclo celular por medio de senescencia
inducida por un oncogén, tratandose de un proceso fisiolégico protector frente a los tumores®®!. Es en
este punto cuando, debido a la inestabilidad genémica de las células tumorales producida por
BRAFY®E entran en juego las mutaciones en TERT. Las células en este estadio presentan una
predisposicién incrementada a adquirir defectos genéticos adicionales®, y en este escenario una
mutacién en TERT supone una enorme ventaja biolégica, puesto que permite el alargamiento de los
teldmeros y la salida del estado de senescencia replicativa, a lo cual se suma sinérgicamente la
activacion constitutiva de la via de las MAPK, causada por BRAFY*E de modo gue las células
tumorales llegadas a este punto son inmortales debido a la activacion de la telomerasa y proliferan
descontroladamente por la activacion constitutiva de BRAF, que ademas fosforila a los factores de
transcripcion ETS, que aumentan la transcripcioén del gen TERT mutado. Por tanto, se propone que la
mutacion en la regién promotora de TERT seria un evento oncogénico posterior a la mutacion en
BRAF, que contribuiria a la agresividad del PTC y, posiblemente, a su desdiferenciacion hacia otros
carcinomas mas agresivos. De hecho, en los casos en los que BRAF estaba mutado sin coexistir con
otras alteraciones genéticas no se afectaba significativamente ni el curso clinico ni la supervivencia
de los pacientes. No obstante, esta hipo6tesis requiere investigaciones futuras, dado el tamafo
muestral reducido de este estudio y dentro de éste, el pequefio nUmero de casos positivos sélo para

mutaciones en el promotor de TERT.
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3. ESTUDIOS DE CORRELACION CLINICO-PATOLOGICOS-MOLECULARES

3.1. ASOCIACION A MULTIFOCALIDAD TUMORAL

Aunque se considera que la multifocalidad se asocia a peor prondéstico, riesgo incrementado de
recurrencia y mayor mortalidad a causa de la enfermedad®™=%, no es la primera vez que se observa
una correlacién inversa entre su existencia y alteraciones genéticas relevantes en la biologia de los
PTCs®". Esta aparente incongruencia puede obedecer al hecho de que entre un 30% y un 60% de
los PTCs multifocales se originan por transformacién sincrona o metacrona de diferentes grupos de
células foliculares, dentro del mismo l6bulo tiroideo o en ambos I6bulos tiroideos, es decir en realidad
se trata de multiples tumores que no necesariamente portan todos la misma alteracién genética. En
el 68% (13/19) de los PTCs multifocales incluidos en la serie analizada se genotipd una sola area de
tumor primario, lo que pudiera en cierto modo subyacer a la correlacién inversa encontrada entre
multifocalidad y mutaciones de TERT, aun cuando TERT mutado se asocia significativamente con
otros parametros clinico-patolégicos de mal prondstico, agresividad. De hecho, la frecuencia de
mutacién en TERT se duplica cuando en PTCs multifocales se analizan 2 areas diferentes (6 casos)
(33% vs 15%).

3.2. ASOCIACION CON MAYOR RIESGO DE DESDIFERENCIACION

En los casos con TERT mutado es mas frecuente encontrar focos de desdiferenciacion intratumoral
(p=0.036), sugiriendo que podrian tener alguna implicacion en mayor riesgo de transicion a
carcinomas pobremente diferenciados. Hasta el momento, se ha descrito que la activacién de la via
de las MAPK a través de alteraciones genéticas en sus efectores conduce principalmente al
desarrollo de PTCs, mientras que la activacién via mutaciones genéticas de la ruta de RAS-PI3K-
AKT determina el desarrollo mayoritariamente de FTCs, ambos tumores bien diferenciados de origen
folicular. Cualquier mutacién en estas dos rutas celulares es un evento temprano, de iniciacion del
tumor en la carcinogénesis folicular tiroidea®™. Cuando las alteraciones genéticas se acumulan e
intensifican la sefalizacion de estas dos vias, los PTCs y FTCs pueden progresar a carcinomas
pobremente diferenciados o indiferenciados. Estas alteraciones genéticas ulteriores son eventos
tardios en el proceso de carcinogénesis, y dentro de ellas se podrian encontrar las mutaciones en la
region promotora de TERT, que se producirian en fases mas avanzadas del cancer, tras algun
evento mutacional inicial, y promoverian la progresion y desdiferenciacion del tumor.

3.3. ASOCIACION CON INVASION Y METASTASIS

Se ha observado que, en general, las mutaciones en la region promotora de TERT en el tumor
primario segregan en las metéstasis, tanto a ganglios linfaticos como a regiones distantes, aunque no
se han encontrado evidencias estadisticamente significativas que pongan de manifiesto que las
alteraciones en el promotor de TERT sean condicién necesaria para la invasion de otros tejidos.

3.4. CURSO CLINICO Y SUPERVIVENCIA

Los andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostraron que la presencia de mutaciones en la
region promotora de TERT se asocia con un incremento significativo de la mortalidad de los
pacientes a causa de la enfermedad. Estos resultados coinciden con lo que hay publicado al
respectol®?. De acuerdo con lo que ocurre en la préctica clinica entre los 33 pacientes estudiados,
habia casi el doble de mujeres que de hombres (21 frente a 12), sin embargo los hombres con
mutaciones en TERT eran mucho més propensos a fallecer a causa de la enfermedad (6 vs 3,
respectivamente). Esto pone de manifiesto que el carcinoma papilar de tiroides es mas frecuente en
mujeres que en hombres, pero en los varones tiene un comportamiento mas agresivo y peores
resultados. Todos los fallecidos eran positivos para la mutacion en el promotor de TERT, lo que
subraya su relacion con una evolucién clinica desfavorable. Tan solo un paciente varén con la
mutacién en el promotor de TERT esta vivo sin evidencia de enfermedad. Curiosamente este era uno
de los dos casos en los cuales la mutacién en la telomerasa parece originarse de novo en la
metastasis en ganglios linfaticos, lo que parece sugerir una probable subclonalidad de, de modo que
posiblemente se habria acabado con las células tumorales portadoras de la mutacién antes de llegar
a convertirse en un evento predominante en la poblacion tumoral.

Respecto a la recurrencia del tumor, la probabilidad de ésta aumenta significativamente cuando
existen mutaciones en la region promotora de TERT. Este hecho es indicativo de que la mutaciéon en
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el promotor de la telomerasa es un evento tardio en el progreso oncogénico, ocurrente en la etapa
de progresion del cancer. Una vez que la mutacion en TERT se produce en las células tumorales,
rapidamente se convierte en una subpoblacibn mayoritaria dentro del tumor, confiriendo a éste
caracteristicas tales como la inmortalidad celular y la capacidad de invadir otros 6rganos. De esta
manera, aungue se consiguiera atajar el tumor primario, con una pequefia subpoblacién que hubiese
logrado escapar al tratamiento el evento de recurrencia seria muy factible, puesto que se trata de
células con caracteristicas que les confieren una ventaja evolutiva respecto a las demas poblaciones.

3.5. COOPERACION CON OTRAS ALTERACIONES EN CURSO CLINICO DESFAVORABLE

En el presente estudio solamente se ha evaluado la cooperacién de TERT con BRAF, pues eran muy
pocos los casos en los que se encontraba otra combinacion de alteraciones genéticas, de manera
gue el tamafio muestral fuera suficientemente significativo. Aunque las mutaciones en TERT
mostraban cierta tendencia a coexistir con las mutaciones en BRAF, tanto en tumores primarios
como en metastasis, la accién conjunta de ambas alteraciones no reveld efectos afiadidos en lo que
se refiere a curso clinico desfavorable y mayor riesgo de muerte por la enfermedad. De hecho el
impacto prondstico, per se, de las mutaciones en TERT resulto ser de mayor magnitud. La
repercusion de las mutaciones en TERT y BRAF en el curso clinico y supervivencia de los pacientes
con PTCs resulta un tema controvertido. Mis resultados concuerdan con los reportados
recientemente por Henderson et al.*”), segun los cuales son las mutaciones en el promotor de TERT
y no las de BRAF las que condicionan la supervivencia. Por el contrario, Xing y colaboradores
defienden que las mutaciones en el promotor de TERT tienen escasa significaciéon prondstica cuando
se separan de la mutacién en BRAF y se examinan solas, sugiriendo que la mutacién en TERT
requiere alteraciones genéticas adicionales que cooperen con ella para promover la agresividad de
los PTCsP®. Las discrepancias en lo que respecta al papel de las mutaciones en BRAF como
biomarcadores prondsticos en pacientes con PTCs también son considerables. Son varios los grupos
de investigacion que sostienen puntos de vista encontrados con Xing. Estudios en los que se
demuestra que BRAF per se tiene un efecto muy limitado en el curso clinico desfavorable de los
pacientes con PTC, desarrollo de metastasis en ganglios linfaticos o a distancia, recurrencia y
supervivencial?’3%4041,

4. EVALUACION DE TERT COMO BIOMARCADOR

El valor afiadido mas importante del presente trabajo es que se han analizado in situ las mutaciones
en el promotor de TERT tanto en tumores primarios como en metastasis en ganglios linfaticos y a
distancia. En la mayoria de trabajos publicados hasta la fecha se habia estudiado el tumor primario y
se habian hecho estudios de asociacion clinico-patoldgico-moleculares atendiendo Unicamente al
historial del paciente, pero en el presente trabajo se han analizado las alteraciones moleculares en
las metastasis, encontrando evidencias de que los pacientes con tumores con mutaciones en TERT
tienen un decremento de la supervivencia en comparacion con aquellos pacientes con tumores de
tipo wild-type para TERT. La utilidad de las mutaciones de TERT como biomarcador prondstico es
particularmente relevante debido a la combinacion de dos hechos principales: 1) solo un pequefio
porcentaje de PTCs se comportan agresivamente y pueden convertirse en letales; 2) hay carencia de
buenos indicadores prondsticos en carcinomas papilares avanzados, metastasicos, en la mayoria de
los casos resistentes a I***,

A pesar del modesto nimero de pacientes, se han obtenido correlaciones muy interesantes, que
ponen de manifiesto que TERT es una mutacién prevalente, que segrega habitualmente con el
tumor primario hacia las metastasis, que se relaciona con una evolucién clinica desfavorable,
progresién tumoral, agresividad y en definitiva peor pronéstico y menor supervivencia. Por esta
razén, el estatus mutacional de TERT podria ser utilizado para individualizar las decisiones de
tratamiento de un paciente, esto es, el tipo de cirugia al que se le somete, la decision de proceder a
la ablaciébn con yodo radiactivo de remantes tumorales y la dosis de éste a administrar o la
posibilidad de administrar terapias dirigidas. Asimismo, conocer si TERT esta o no mutado puede ser
amén de rentable muy conveniente y valioso para adecuar el seguimiento del paciente a su perfil
genético, realizando mas controles y mas exhaustivos a aquellos pacientes positivos para la
mutacion, con el fin Gltimo de controlar la agresividad del tumor y mitigar los resultados desfavorables
asociados a la mutacion en la subunidad catalitica de la telomerasa.
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Los resultados obtenidos en este trabajo experimental permiten extraer las siguientes conclusiones:

1. La prevalencia global de mutaciones en la regién promotora del gen TERT, en la serie de
carcinomas papilares de tiroides analizadas, es del 42.4%, siendo mucho mas frecuente la
mutacién C228T que la mutacion C250T. Mutaciones, que resultaron ser mutuamente
excluyentes.

2. Las mutaciones en la regiébn promotora de TERT no son condicion necesaria para la
diseminacion del tumor primario a los ganglios linfaticos, si bien es cierto que segregaron
desde el tumor primario hasta la metastasis linfatica en la mayoria de los casos.

3. Las mutaciones en el promotor de TERT en las metastasis a distancia se encontraron con
mucha frecuencia, aunque no son tampoco condicidn necesaria para la diseminacién del
tumor a érganos distantes.

4. Las mutaciones de TERT no se asocian significativamente con ninguno de los subtipos
reconocidos de carcinomas papilares.

5. Las mutaciones en la region promotora de TERT modifican, per se, el curso clinico del
paciente, asociandose a caracteristicas mas agresivas del tumor, mayor riesgo de
recurrencia, estadios mas avanzados y menor supervivencia.

En conjunto, todos estos datos permiten afirmar que TERT es buen biomarcador pronéstico de
utilidad en la rutina clinico-asistencial, dado que permite anticipar el comportamiento agresivo de este
tipo de cancer, la evolucion del paciente y la respuesta o resistencia a la terapia de farmacos
dirigidos frente a alteraciones moleculares concretas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Con tales conclusiones, seria recomendable estudiar un mayor nimero de pacientes con historial
clinico-patolégico detallado para buscar correlaciones robustas que permitan establecer el valor
pronéstico de las mutaciones en el promotor de TERT en distintos tipos de cancer humano, asi como
comprobar en otra serie de tumores de tipo PTC los resultados obtenidos en este trabajo.

Asimismo, se plantea también realizar estudios de biologia celular y molecular que permitan
comprender el papel de la telomerasa en las células tumorales, puesto que parece ir mas alla del
incremento del potencial replicativo y la inmortalizacién celular, mostrando también un aumento de
las capacidades metastasicas de las células tumorales circundantes. Seria muy interesante estudiar
en cultivos celulares los efectos biolégicos que tiene la mutacion de TERT en el entorno tumoral y
tratar de desarrollar posibles terapias inhibitorias de la telomerasa especificas frente a las células
positivas para la mutacion en el promotor de TERT.

Finalmente, resultaria extremadamente Util para la clinica evaluar si las mutaciones en la region
promotora de TERT pueden detectarse en células tumorales circulantes, localizadas en fluidos
biolégicos como la sangre o la linfa. En caso afirmativo, este procedimiento representaria un avance
considerable en el seguimiento de los pacientes con cancer, puesto que un simple analisis de sangre
permitiria determinar el estatus del promotor de TERT y, en funcién de esto, decidir sobre el
tratamiento y seguimiento concreto de cada paciente. El fin Ultimo es la medicina traslacional
personalizada, es decir, estudiar el cancer como una enfermedad individual, personal, tratando de
conocer las causas de la misma para elegir el mejor tratamiento en cada caso
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