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RESUMEN

El cancer de pulmén de célula no pequefia (CPCNP) es la principal causa de
muerte por cancer a nivel mundial, generando un enorme impacto econémico y social
que no ha dejado de crecer en los ultimos afios. El tratamiento oncolégico para esta
neoplasia engloba, de forma habitual, a la cirugia, quimioterapia, tratamientos sobre
dianas moleculares y radiacion ionizante. El prondstico en términos de supervivencia
global (SG) y las respuestas terapéuticas dispares entre pacientes, pueden explicarse,

en gran medida, por la existencia de perfiles moleculares ampliamente heterogéneos.

El objetivo principal de este estudio fue la identificacion de firmas génicas
prondsticas y predictivas de respuesta al tratamiento oncoldgico (radioterapico), que

pudieran ayudar en la toma de decisiones terapéuticas en paciente afectos de CPCNP.

Para ello, tomando como referencia los patrones de expresién génicos
diferenciales entre lineas celulares comerciales, diferenciadas por su perfil de respuesta
a radiacion ionizante (lineas radiosensibles vs. radiorresistentes) y extrapolando dichos
resultados a una cohorte de 107 pacientes afectos de CPCNP que habian recibido
tratamiento radioterapico (entre otras terapias), obtuvimos una firma génica con
capacidad para pronosticar supervivencia y capaz de predecir la supervivencia libre de
progresion (SLP), lo cual podria traducirse en una prediccion de la respuesta al

tratamiento oncolégico recibido.

Los pacientes que se asociaban con la firma prondéstica desfavorable tenian una
mediana de SG de 24.13 meses contra 71,47 meses de la firma favorable y una mediana

de SLP de 12,65 meses contra 47,11 meses de los pacientes con firma favorable.
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1. INTRODUCCION

1.1. LA RADIACION IONIZANTE COMO TRATAMIENTO ONCOLOGICO

Desde el descubrimiento de los Rayos X por Roentgen y los fenémenos de
radiactividad por el matrimonio Curie hace ya mas de 110 afios, la incorporacion de la
radiacion ionizante en la medicina no se hizo esperar. El impacto en términos de
beneficios clinicos para el paciente solo tiene su homélogo, hoy en dia, en el tratamiento
quirdrgico, siendo estas dos armas terapéuticas las responsables de poder hablar de
curacion en cancer. La radioterapia se administra en al menos el 60% de los pacientes
afectos por alguna neoplasia, con unos perfiles de tolerancia y seguridad en constante
mejora y unos resultados clinicos excelentes en el escenario clinico radical,

complementario o paliativo.

En la actualidad, hablar de tratamiento antineoplasico es hablar de medicina
personalizada. La personalizacion pretende ofrecer al paciente un tratamiento
individualizado adaptado a sus caracteristicas fisicas y a las caracteristicas de la
enfermedad neoplasica que padece. No obstante, los tratamientos oncolégicos
empleados, tanto en estadio localizado como en el metastasico, distan bastante de lo
gque podriamos considerar como personalizacion Optima en términos de
individualizacion. Aunque ya son varias las neoplasias a las que ofrecer alternativas
terapéuticas mas precisas, seguimos empleando de manera estandar, tratamientos
generalistas como la cirugia, radiacion ionizante y quimioterapicos. Hablar de
tratamiento individualizado en terapias sistémicas es hacerlo centrando el abordaje
terapéutico sobre dianas moleculares especificas. Sin embargo, la personalizacion en
el tratamiento radioterapico se centra, principalmente, en la aplicacion de elementos de
inmovilizacion adaptados a la anatomia de cada paciente, que permiten una ganancia
de precisién, asi como de avances tecnoldgicos en diagndéstico por la imagen con el
empleo de la Tomografia Computarizada (TC) para la planificacién de tratamientos y su

fusién con la Tomografia por Emision de Positrones (PET) y la resonancia magnética

10



(RM), entre otros. Lo que queda claro es que el tratamiento radioterapico en sus
diferentes modalidades era eficaz mucho antes de que se descubrieran las bases
moleculares que podian explicar su efecto biolégico. Dicho efecto molecular, centrado
directa y/o indirectamente en el dafio sobre el DNA nuclear y/o mitocondrial, supone

solo la punta del iceberg del efecto bioldgico de esta potente arma terapéutica.

El tratamiento radioterapico ha soportado con éxito la aparicién de numerosas
oleadas de alternativas terapéuticas que amenazaban con su sustitucién como segunda
terapia mas importante tras cirugia. Lejos de ello, ha sabido evolucionar hacia la
personalizacion terapéutica, ofreciendo ahora gran precision y perfil de tolerancia sin
precedentes. La radioterapia ofrece a algunos pacientes la posibilidad de curacion a

largo plazo con un perfil de toxicidad excelente.

A pesar de lo anterior, seguimos precisando de una profundizacién mayor en el
conocimiento sobre las bases moleculares que gobiernan sobre los diferentes efectos

terapéuticos tras radiacion ionizante.

1.2. RADIOBIOLOGIA CLASICA: LAS 5 “R” QUE TRATAN DE EXPLICAR LA

RESPUESTA A RADIACION IONIZANTE.

Antes de que los avances en biologia molecular del cancer nos permitieran
profundizar en las bases moleculares relacionadas con la respuesta a radiacién, se
habian descrito varios fendbmenos que condicionan las respuestas dispares apreciadas
al tratamiento con radiacion ionizante. Esto sent6 las bases para el uso de diferentes
esquemas de tratamiento en funcién del subtipo histolégico y el estadio de la
enfermedad. Dichos factores, conocidos comiUnmente como las 5 “R” de la

radiobiologia, son aplicables tanto sobre tejidos sanos como tumorales y son:
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Radiosensibilidad intrinseca: dos tumores de diferente estirpe histolégica

muestran una respuesta terapéutica muy diferente. Un buen ejemplo de ello es
el caso de un melanoma, considerado como radiorresistente a fraccionamientos
estandares y el linfoma folicular de bajo grado, cuyo tratamiento curativo pasa
por dosis muy bajas de radiacibn en monoterapia. Asi mismo, dos tumores
considerados de la misma estirpe histologica también muestran, en ocasiones,
respuestas terapéuticas muy dispares. La profundizacién en el estudio de esta
variable abre el campo de las alteraciones moleculares propias de cada célula
tumoral. Las alteraciones en las rutas de sefializacibn que median en
proliferacion, reparacién del dafio o muerte celular programada, entre otras,
condicionan el amplio abanico de respuestas objetivadas en la clinica. El estudio
de la radiosensibilidad intrinseca in-vitro se lleva a cabo mediante el ensayo de
clonogenicidad, obteniéndose el parametro fraccidén superviviente a 2 Gy (SF2)
que permite comparar resultados de diferentes subtipos histologicos y permite
predecir la potencial respuesta clinica de dicho tumor. El estudio de los factores
moleculares implicados en esta respuesta es uno de los pilares de la

radiobiologia molecular moderna, en cuyo marco se encuadra la presente tesis.

Reoxigenacién: Los primeros estudios que sugerian un importante papel de la

oxigenacion tisular en la respuesta al tratamiento radioterapico datan de 1909,
cuando Schwarz demostré que el efecto de la radiacién ionizante sobre la piel
era menor si ésta se comprimia externamente, reduciendo asi el flujo sanguineo
en la zona irradiada®. En 1910, Muller publica su estudio en el que obtiene
mayores respuestas al tratamiento mediante el aumento del flujo sanguineo con
diatermia?. En 1953, Grey y colaboradores®, como pioneros en radiobiologia,
publican sus estudios sobre el efecto de la hipoxia en la respuesta a radiacion
ionizante, haciendo uso de un modelo in-vitro sobre fibroblastos y otro in-vivo

sobre ratén. Postulan que la concentracion de oxigeno condiciona la respuesta
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guimica inducida en las células tras la radiacion. En ese mismo afio, se describe
la estructura de doble hélice del ADN por Watson y Crick*. En base a esto se
postula que el dafio directo e indirecto (por radicales libres de oxigeno-nitrégeno)
al ADN, es uno de los principales mecanismos de accion de la radiacion
ionizante. Este dafio se ve influido por los fenébmenos de hipoxia-reoxigenacion,
siendo la piedra angular en la radiobiologia fisica y molecular actual. Ya en 1955
se describe la presencia de areas hipdxicas en algunos carcinomas escamosos
de pulmén y su potencial relacion con la respuesta a radiacion®. Desde entonces
se han estudiado muchos subtipos histologicos neoplésicos, siendo la hipoxia un
factor prondstico independiente en cancer de cérvix®’, carcinomas de cabezay
cuello® y sarcomas de partes blandas®, entre otros.

En los dltimos 20 afios se ha profundizado de forma significativa en el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares que median en respuesta a los
niveles de oxigeno y su papel en los fendmenos de iniciaciébn, mantenimiento,

proliferacion, metastasis y respuesta a tratamientos oncolégicos?®.

- Redistribucién: Se trata de las diferencias de respuesta a la radiacion

ionizante en funcion de la fase del ciclo celular en la que se encuentre la célula.
Los estudios pioneros, hacia finales de los afios 60, situan a la fase tardia de
sintesis del ciclo celular (fase S) como la de menor sensibilidad a la radiacion?*.
Por el contrario, la fase tardia de G2 y la fase de Mitosis, es la de mayor
sensibilidad a la misma. Asi mismo, se establece que, mediante el
fraccionamiento de la dosis, se consigue una redistribucién hacia fases mas
sensibles del ciclo celular. Esto podria explicar el mayor beneficio de dichos
esquemas fraccionados. Los factores responsables de las variaciones de
respuesta dependientes del ciclo celular son mdltiples y ain no del todo

determinados, suponiéndose a la capacidad de reparacion del dafio mediante
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recombinacion homologa (RH), uno de los principales motivos detras de esas

diferencias.

- Reparacién: dado que el dafo, directo y/o indirecto, sobre el ADN, es el
responsable ultimo del efecto inducido por la radiacion ionizante, la reparacion
de dicho dafio inducido es un elemento clave para entender la respuesta
terapéutica. Después de la exposicidén a una fraccién de tratamiento, existen 3
subtipos de dafios potencialmente inducibles: 1) dafio letal, que no es reparable
y que supone generalmente la muerte celular (tanto tumoral como de células
normales); 2) dafio subletal, que supone la generacion de alteraciones
moleculares que si son reconocidas de forma adecuada por los sensores de
dafio y pueden ser reparados y 3) dafio potencialmente letal, que de no repararse
de forma adecuada llevard a un evento letal. Sabemos que las células
neoplasicas poseen en ocasiones mutaciones, como la inhibicién de TP53 o de
otros sensores, como ATM y BRCA, gue supone un reconocimiento anémalo o
fallido de los dafios inducidos sobre el ADN. Esto, sumado a una maquinaria
imperfecta de reparacion, lleva finalmente a la aparicion de clones sucesivos con

nula o escasa respuesta al tratamiento.

- Repoblacion: cuando sobre una lesion tumoral dada se avanza en el
tratamiento radioterapico fraccionado administrado, existe una subpoblacion
celular con propiedades pluripotenciales, capaces de regenerar al propio tumor
dafado'?. Dichos fenémenos celulares son descritos en la mayoria de las
entidades neoplasicas y justificarian en parte, las recaidas locales mas o menos
tempranas que se objetivan en la clinica. Dicho fenémeno es consecuencia de
una mayor resistencia al tratamiento de esos clones pluripotenciales (célula

madre cancerigena (CSC)). Se supera de forma habitual alcanzando una dosis
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total de radiacion absorbida suficiente y no deteniendo el tratamiento fraccionado
antes de su tedrica finalizacion. La radiacion es altamente efectiva en neoplasias
del area de cabeza y cuello o0 ano, entre otras**#. Por el contrario, y a pesar de
alcanzar altas dosis de radiacion, encontramos neoplasias como los gliomas de
alto grado o la mayoria de CPCNP localmente avanzados, donde se obtienen
pobres resultados clinicos. Esta mala respuesta terapéutica encuentra, en parte,
justificacion por el perfil extremadamente radio-resistente de dichas CSC,
pudiendo aunar dicha explicacion al hecho de que, como en el caso del cancer
de pulmén, a mayor tamario de la lesién, mayores tasas de fracaso terapéutico®®
20, Se ha sugerido que a mayor tamafio del tumor habria, potencialmente, mas
CSC, posibilitando la aparicién de mayor numero de clones resistentes y por

tanto mayor posibilidad de fracaso terapéutico?!22,

En un intento por demostrar que, a mayor dosis total, mejor control de la
enfermedad, el ensayo clinico fase Ill RTOG 0617, planted dos brazos de tratamiento
sobre pacientes afectos por CPCNP localmente avanzado, en el que el brazo de 74 Gy
(versus 60 Gy) obtuvo peores resultados clinicos, hecho que sorprendié a la comunidad
oncologica y fue justificado por un efecto perjudicial sobre los tejidos sanos
circundantes, lo que supuso un efecto deletéreo en supervivencia de los pacientes

tratados con dosis mas altas?2.

Los mencionados factores que pueden determinar las diferencias en respuesta
a la radiacion son fendmenos generales que durante mucho tiempo han sido
considerados como elementos predictivos de respuesta al tratamiento. Hoy en dia, aun
distan bastante de ser elementos personalizables y difieren sustancialmente entre
diferentes subtipos histolégicos, localizaciones anatémicas e incluso entre dos tumores
de similares caracteristicas. Si bien dichos factores son tenidos en cuenta a la hora de

plantear el abordaje terapéutico con radiacién ionizante, no son suficientes, tomados de
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forma individual o conjunta, para predecir respuestas terapéuticas ni explican por

completo la falta de eficacia del tratamiento en algunos pacientes.

1.3. EPIDEMIOLOGIA Y CLASIFICACION DEL CANCER DE PULMON.

El cancer de pulmédn, debido a su frecuencia, la repercusion en la vida de los
pacientes y en los sistemas sanitarios, constituye uno de los problemas sanitarios mas
importantes en nuestra sociedad. Supone la mayor causa de mortalidad por cancer a
nivel mundial®®. La incidencia en la Unién Europea es de 288,100 nuevos casos al afio
con una mortalidad de 252,500 (181,900 hombres y 70,600 mujeres). En Espafia, la
incidencia es de 26,715 nuevos casos al afio (21,780 hombres y 4,935 mujeres) con
21,180 fallecimientos (17,430 hombres y 3,688 mujeres). El principal factor de riesgo
para su desarrollo es el consumo de tabaco?*28. Atendiendo a sus caracteristicas
histoldgicas, se divide en 2 grandes grupos: cancer de pulmén de células pequefias
(microcitico) y cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP). Este Ultimo supone
aproximadamente el 85-90% del total. A su vez, este grupo se subdivide, atendiendo a
caracteristicas histolégicas y moleculares en: adenocarcinomas (la mayoria),
escamoso, células grandes, neuroendocrino y NOS (acrénimo del inglés non otherwise

specified) (figura 1).
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= CPCP

= CPCNP

= ADENOCARCINOMA
= CA.ESCAMOSO

= CA.CELULA GRANDE
| = OTROS

=NOS

Figura 1. Clasificacién general del cancer de pulmén y clasificacién del subgrupo de células no

pequefas

1.4. ABORDAJE TERAPEUTICO DEL CPCNP

En la actualidad se consideran 3 escenarios clinicos a la hora de plantear el

tratamiento oncol6gico en pacientes recién diagnosticados:
1- Resecable
2- Localmente avanzado (no resecable)
3- Metastasico

Tal y como se muestra en las principales guias internacionales terapéuticas??, el

tratamiento radioterapico juega un papel importante en todos los escenarios.

- Esuna alternativa al tratamiento quirargico en estadios tempranos (Estadio | y Il
sin carga nodal) mediante radioterapia estereotaxica corporal (SBRT, de sus
siglas en inglés) y complementario tras resecciones quirdrgicas con bordes

afectos y/o carga nodal positiva (N2).

- En estadios localmente avanzados (Estadio IIl), donde no es posible una
reseccion quirdrgica de entrada, el tratamiento radioterdpico normofraccionado
junto al tratamiento quimioterapico (concomitante o secuencial) son el estandar

terapéutico.
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- En los pacientes con 1 a 5 lesiones toracicas y/o extratoracicas (enfermedad
oligometastasica), la opcion del tratamiento local con intencion radical es

considerada una alternativa eficaz.

- Aguellos pacientes con importante carga de enfermedad sistémica se benefician
de tratamiento radioterapico paliativo con intencién antialgica, hemostética o

descompresiva.

- Por ultimo, la mayoria de los pacientes con diseminacién metastasica a nivel del
sistema nervioso central, reciben, si su estado de salud lo permite, de forma

protocolizada tratamiento radioterapico.

Centrados sobre el escenario localmente avanzado irresecable (Estadios IlIA, llIB'y
IlIC), en el momento actual no existe un régimen de radio-quimioterapia estandar,
aunqgue la combinacion de un esquema basado en platinos y radioterapia toracica ha
mejorado significativamente la supervivencia de estos pacientes. Estos son tratados con
dosis estandar de radiacion de 60-66 Gy en concomitancia, o de manera secuencial,
con tratamiento quimioterapico combinado®-32, Los fraccionamientos pueden variar,
pero generalmente se hace uso de 1,8 a 2 Gy/fraccidn/dia (normofraccionados). A pesar
de la aplicacion de un tratamiento combinado citotoxico, seguimos observando tasas de
recaidas locales del 30-50% en este grupo de pacientes®*34, Este hecho justifica, por si
solo, la necesidad de seguir profundizando en las claves bioldgicas que gobiernan los

pobres resultados clinicos obtenidos hasta la fecha.
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1.5. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL CPCNP Y SU IMPACTO EN EL
ABORDAJE TERAPEUTICO.

La investigacion centrada sobre la mejora de las terapias anti-neoplésicas en
cancer de pulmén se ha basado en el estudio genémico y protedbmico de tumores con
una base genética especifica conocida, como la mutacion de EGFR y KRAS. Esta
clasificacién molecular ha tenido una influencia en la respuesta a terapias biol6gicas
basadas en anticuerpos monoclonales e inhibidores de tirosina quinasas en pacientes
con cancer de pulmén®-3. Por otro lado, se ha objetivado una respuesta no uniforme
de los pacientes a estas terapias, proponiéndose un modelo de resistencia que podria
estar mediado por otras mutaciones en algunos genes relevantes (inserciones en
EGFR®*®, KRAS®*, amplificacion de MET*%4! o mutaciones en el dominio quinasa de

HER-24).

Conocemos, ademas, que el perfil genético tumoral tiene un impacto relevante
en la respuesta a quimioterapia®® y radioterapia**“®. Existen en la actualidad multiples
estudios que relacionan algunas de las mutaciones mencionadas con mecanismos de
radioresistencia o radiosensibilidad en CPCNP*%, En la tabla 1 se exponen algunos
biomarcadores relacionados con los fendmenos radiobiol6gicos que pudieran estar
implicados en la respuesta dispar a radiacién ionizante. No obstante, se conoce poco
sobre el papel que pueden jugar los distintos esquemas de fraccionamiento
radioterdpico y su combinacion con otros tratamientos sistémicos o locales, en la

respuesta tumoral dependiente de los perfiles moleculares descritos*#8,

Tabla 1. Algunos biomarcadores relacionados con los fenémenos radiobioldgicos.

FENOMENOS RADIOBIOLOGICOS BIOMARCADORES
Radiosensibilidad Intrinseca EGFR, HER2, ALK
Reparacion del ADN ATM, XRCC1, RAD21, BRCA
Repoblacion CD44, Kie7
Redistribucion del ciclo celular CDKN1A
Reoxigenacion HIF1a, HIF2a, VEGF
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Hoy en dia seguimos sin considerar ningln biomarcador como condicionante del
tratamiento radioterapico a administrar, a pesar de lo cual se sigue ampliando el
conocimiento sobre el efecto que algunas mutaciones podrian tener sobre la respuesta
a la radiacion ionizante. Asi pues, la clasificacion del CPCNP atendiendo
exclusivamente a las caracteristicas clinico-patolégicas era el Unico determinante de la
terapia administrada. En los ultimos afios ha habido un cambio radical en la forma de
clasificar estos tumores. La disponibilidad de material biolégico y los avances en
técnicas de analisis transcriptomicos, han permitido mejorar la subclasificacion del grupo
de neoplasias englobadas dentro de los CPCNP*%%°, Asi mismo, los avances en biologia
molecular y genética han mostrado que algunas moléculas especificas contribuyen a la
aparicion esporadica de cancer de pulmon y son utiles como dianas terapéuticas y/o
como biomarcadores predictivos de respuesta®. En 2011 se publicaron los resultados
del estudio mutacional de genes responsables de cancer de pulmén (EGFR, KRAS,
BRAF, HER2, AKT1, PIK3CA, MEK1, EML4-ALK, MET), identificando en méas del 60%
de las muestras estudiadas, la existencia de al menos una mutacion en los genes
mencionados y en mas del 90% de los casos, dichas mutaciones fueron consideradas
excluyentes, entendiendo esto como la existencia de una Unica mutacion en una

muestra tumoral®?.

—

= DESCONOCIDO = KRAS EGFR

EML4-ALK = HER-2 = BRAF
= MET = PIK3CA = ROS-1
=RET = AKT = NRAS

Figura 2. Mutaciones relevantes en Adenocarcinoma y su incidencia
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La identificacion de dichas mutaciones llevé a crear terapias moleculares
dirigidas a mejorar la supervivencia en subgrupos de pacientes con enfermedad
metastasica®%°., Asi mismo, se ha profundizado en el papel que juegan dichas
mutaciones en la respuesta a radiacion ionizante, con el objetivo de poder ofrecer
tratamientos combinados que potencialmente puedan mejorar los resultados
terapéuticos en aquellos pacientes con CPCNP en estadios tempranos y localmente
avanzados. No es objetivo de la presente tesis profundizar en las alteraciones
moleculares abordadas mediante inmunoterapia ni las potenciales sinergias derivadas

de su combinacién con el tratamiento radioterapico.

1.5.1: PAPEL DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO
(EGFR)

EGFR es un importante regulador del proceso tumorigénico, mediando en los

procesos de proliferacién, apoptosis, angiogénesis e invasion tumoral. Se encuentra
amplificado y/o sobre-expresado hasta en el 6% y mutado entre el 10-15% de los
CPCNP®>2%1, Asi mismo, junto con sus ligandos, se activa constitutivamente de forma

habitual durante la iniciacion y la progresion de la neoplasia.

Las lineas celulares de CPCNP que albergan mutaciones en el dominio tirosina
guinasa de EGFR muestran mayor radiosensibilidad en comparacion con las lineas
celulares con EGFR nativo. La radiosensibilidad, tanto de las lineas celulares de CPCNP
con EGFR mutante como de las células epiteliales bronquiales humanas que de forma
estable expresan formas mutantes de EGFR, se ha atribuido a diversos aspectos: 1) al
retraso en la cinética de reparacion del ADN, 2) a defectos en los STOP’s inducidos por
la radiacién durante la sintesis de ADN o en la mitosis y 3) al aumento tanto del
fendmeno apoptético como de la aparicion de micronucleos. Aparentemente, EGFR

mutado es incapaz de trasladarse al nucleo, lo que dificulta su interaccion con la proteina
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gquinasa dependiente de ADN (DNA-PK), que es una enzima fundamental en los

procesos de reparacion de roturas de cadena doble inducidas por la radiacién®?.

La inhibicion de EGFR mediante inhibidores de tirosina quinasas (TKI, de sus
siglas en inglés) o por anticuerpos monoclonales (mAb, de sus siglas en inglés), ha
demostrado limitaciones a la hora de radiosensibilizar lineas celulares de CPNCP in vitro

e in vivo®264.65

1.5.2: FAMILIA DE ONCOGENES RAS: PAPEL DE KRAS EN CPCNP Y SU
RESPUESTA A RADIACION IONIZANTE

La familia de oncogenes RAS (HRAS, KRAS y NRAS) codifican para proteinas
de transduccion de sefial que se relacionan con la transmision de sefiales procedentes
de receptores extracelulares de crecimiento, como EGFR. Se trata de una proteina
pequefia que une GTP, localizada en la cara interna de la membrana plasmatica, que
tiene actividad GTPasa. Tras la activaciéon de RAS mediante el cambio de GDP por GTP,
se activan multiples efectores aguas abajo en la cascada de sefializacion, tales como
MAPK, STAT y PI3K, que regulan, en dltima instancia, los fenémenos de proliferacién,
motilidad y apoptosis®®. Las mutaciones activadoras de RAS evitan la hidrélisis de GTP
a GDP, llevando a un estado de activacion constitutiva activando las cascadas de

sefalizacion citadas.

Aproximadamente el 30% de los adenocarcinomas y un 5% de los carcinomas
escamosos, presentan mutaciones en KRAS y aunque en la actualidad sigue siendo
una cuestién algo controvertida, la activacion de mutaciones en KRAS constituye un
marcador de mal pronéstico en CPCNP®"%8, En el 2011, Sun y colaboradores publican
los resultados de su estudio en el que evallan el papel de dichas mutaciones en la
radiorresistencia tumoral®. Los resultados mostraron que las lineas celulares de cancer
de pulmdén denominadas HCC2429, a las que se habia transfectado KRAS mutado en

posicién 12V, presentaron una disminucién en la respuesta apoptética tras radiacion. El
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mismo equipo ha mostrado, asi mismo, que la inhibicion especifica de JAK2 mediante
la molécula TG101209 induce un efecto radio-sensibilizante mediante la inhibicién de la
fosforilacion de STAT3 y la consiguiente reduccién en la expresion de Survivina en la
linea HCC2429 y H460. Ademas, en experimentos in vivo, la inhibicion de Survivina se
relacion6 con un aumento en la apoptosis, una reduccion de la proliferacion tumoral y
de la densidad vascular asociada. Una vez superado el efecto protector de la Survivina,
las diferencias observadas en la induccion de apoptosis entre las dos lineas celulares
usadas en ese estudio (H460 y HCC2429) parecen explicarse por la situacién

mutacional de KRAS.

Wang y colaboradores han propuesto a la osteopontina (SPP1) y su relacién con
la condensacion cromatinica de tipo mitético (MLCC) dependiente de EGFR, con un
perfil de radioresistencia mayor en algunas subpoblaciones celulares de CPCNP con
KRAS mutado™. La condensacion cromatinica se ha relacionado con una mayor
proteccion contra roturas de doble hélice de DNA y, de acuerdo con el trabajo citado,
potencialmente con una regulacion negativa de los inhibidores de las propiedades de
tipo stem de algunas células, como la invasién y la metastasis. De esta forma, se
propone un modelo en el que se conectan el fenotipo stem con la via de EGFR y SPP1,
cooperando para modular la condensacion cromatinica y la inducciéon de roturas de
doble hélice. Las células de CPCNP KRAS mutadas que presentan activacion de la via
de MLCC y niveles bajos de BIM, son mas proclives a alteraciones gendémicas en los
supresores tumorales TP53 y CDKN2A. Asi mismo, parece existir una relacion positiva
entre niveles de SPP1 y mutacion de TP53. La identificacidn de co-mutaciones en KRAS
y TP53 se ha relacionado con niveles mas altos de radio-resistencia en modelos in-vitro
e in-vivo basados en lineas celulares y xénografts de CPCNP, proponiendo a la
escalada de dosis radioterapica y/o a la radiosensibilizacién mediante inhibidores de

tirosina quinasas, como rutas para vencer dicha resistencia’.

23



1.5.3: EML4-ALK

La fusion del gen de la proteina 4 asociada a microtubulo de equinodermo
(EML4) con el gen de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) fue identificada por
primera vez en células neoplasicas de cancer de pulmén no microcitico en 200772, La
fusién lleva asociada la generacion de un transcrito traducido a una proteina (EML4-
ALK) con dominio tirosina-quinasa, que promueve y mantiene las caracteristicas de
malignidad de la célula neoplésica. Esta fusion, resultado de una inversion en el brazo
corto del cromosoma 2, sucede en aproximadamente el 5% de los CPCNP,
generalmente pacientes joévenes, no fumadores y subtipo adenocarcinoma. Su
existencia es mutuamente excluyente con mutaciones en RAS y EGFR. Su funcién
como oncogén es dependiente de su actividad tirosina- quinasa, lo que ha permitido
emplear tratamientos dirigidos contra esa diana (por ejemplo, crizotinib y ceritinib, entre
otros). Los resultados clinicos derivados de ensayos en fase 3, han demostrado la
superioridad de crizotinib en comparacién con quimioterdpicos, en pacientes
metastasicos que poseen el reordenamiento de ALK, tanto en primera como en segunda
linea terapéutica’"*. En la actualidad se sabe que la mayoria de los pacientes tratados
con crizotinib adquieren resistencia al farmaco en los 12 primeros meses de
tratamiento™. En este sentido, ceritinib, inhibidor tirosina-quinasa de ALK de segunda
generacion, ha mostrado una actividad hasta 20 veces mayor que crizotinib,
demostrando respuestas clinicas en pacientes previamente tratados con crizotinib’™ , asi
como mejores resultados que quimioterapia estandar en primera y segunda linea de
tratamiento’”:’®, Por otro lado, estos tratamientos dirigidos han demostrado actividad
frente a la funcion tirosina-quinasa de MET y ROS1, cuya amplificacion vy
reordenamiento-fusion, respectivamente, han sido descritas en CPCNP. MET y ROS1
se han descrito como responsables de resistencia en el caso de tumores con
mutaciones en EGFR que han adquirido resistencia a los inhibidores tirosina-quinasa

(erlotinib, gefitinib)’.
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Con respecto al papel del reordenamiento de ALK y la inhibicidn de su dominio
funcional, en la modulacién de la respuesta a radiacion ionizante, en 2013, Sun y
colaboradores demuestran las propiedades radiosensibilizadoras de crizotinib en un
modelo in vivo e in vitro en lineas ALK+®. Analizando la via de sefalizacion de ALK
aguas abajo, demuestran una activacion de AKT, ERK y STAT3 tras irradiacion y cémo
al combinar crizotinib y radioterapia se inhibe a ALK por completo y se disminuye la
activacion de los efectores. Similares resultados se han obtenido con posterioridad tanto
con la combinacion de crizotinib como con las moléculas de segunda generacion de la
misma familia, confirmandose su efecto radiosensibilizador tanto a fotones como a iones
de carbono®. Hasta la fecha no existen ensayos clinicos en fase de aplicacién humana
gue testen la combinacién de ambas terapias en cancer de pulmén. Algunos grupos de
trabajo han publicado su experiencia en pacientes tratados con crizotinib y técnicas de
radioterapia ablativa en pacientes con enfermedad oligometastasica que progresaban
al tratamiento dirigido. Estos estudios proponen la irradiacibn como arma para superar
los fendmenos de resistencia que aparecen tarde o temprano, sugiriendo un beneficio
en términos de supervivencia para los pacientes que continuaban con el tratamiento

dirigido®2.

A pesar de la evidencia cientifica acumulada sobre el impacto de mutaciones
relevantes en CPCNP, hoy en dia ninguna de ellas condiciona el tratamiento
radioterpico, obteniéndose respuestas clinicas en tumores donde la terapia sistémica
no ha resultado efectiva, lo que confirma el efecto multi-diana de la radiacién y su

condicion como arma terapéutica fundamental en todos los estadios de la enfermedad.

1.6. FIRMAS GENICAS CON VALOR PRONOSTICO Y PREDICTIVO DE
RESPUESTA EN CPCNP.

Una firma de expresion génica puede definirse como el patron especifico de
expresion de uno o varios genes con especificidad validada en términos de diagnostico,

prondstico o prediccidon de respuesta a algun tratamiento. Desde hace méas de 20 afios,
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con el desarrollo y mejora de la tecnologia de microarrays, se han generado humerosos
estudios, basados principalmente en el analisis transcriptomico, que proponen
diferentes firmas génicas como biomarcadores pronésticos tanto en adenocarcinoma®-
91 carcinoma epidermoide®®* como en CPCNP en general®>1%, Algunos de esos
estudios tratan de identificar biomarcadores prondsticos y predictivos de respuesta a
tratamientos sistémicos. La mayoria se centra en la identificacion de marcadores que
ayuden en la toma de decisiones clinicas sobre la idoneidad de administrar tratamiento
sistémico adyuvante en estadios tempranos de CPCNP tras cirugial®’1¢, Esto tienen
como referencia el manejo de las pacientes afectas por cancer de mama, en los que ya
existen varias plataformas génicas que ayudan a predecir supervivencia y el potencial

beneficio de administrar quimioterapia adyuvante,

Por el contrario, son pocos los estudios publicados que plantean firmas
predictivas de respuesta a radiacion ionizante en CPCNP. Asi, en base al trabajo de
investigacion realizado por el Instituto Nacional del Cancer Americano (NCI, de sus
siglas en inglés) sobre analisis in- vitro de los efectos biolégicos de diferentes farmacos
antineoplasicos en lineas celulares!'®, Torres-Roca y colaboradores, publican en el afio
2005 los resultados de su trabajo, centrado en la identificacion de genes correlacionados
con la respuesta a radiacion ionizante en 35 de las lineas celulares del panel NCI-60,
representativas de 9 tipos de cancer. En él evaluaron las contribuciones genéticas a la
radiosensibilidad mediante la cuantificacion de la fraccién sobreviviente después de la
exposicion de las lineas celulares a una dosis de radiacion estdndar de 2 Gy (el ensayo
de clonogenicidad). Concluyen que su modelo predictor de respuesta en base a la
expresion génica podria ser de gran utilidad para mejorar el abordaje terapéutico de los
pacientes, asumiendo que dicho modelo necesitaria de una correcta validacién in-
vivolll,

Con posterioridad, Eschrich y colaboradores ampliaron el modelo a 48 lineas

celulares del panel del NCI60 e incluyeron otras variables biolégicas como el estado
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mutacional de KRAS, TP53, asi como el tejido de origen*'2. Combinando estos datos,
crearon un algoritmo lineal basado en rangos para calcular un indice de
radiosensibilidad (RSI, de sus siglas en inglés). ElI RSI ha sido validado desde entonces
en multiples cohortes de pacientes con diferentes entidades neoplasicas (cancer de
cabeza y cuello, cancer de mama, gliomas de alto grado, pancreas, metastasis
cerebrales y hepaticas)**3115,

En 2017, Scott y colaboradores, publican un trabajo en el que se propone un
modelo para adaptar la prescripcién radioterapica a la sensibilidad individual del tumor
de cada paciente. EI modelo, denominado GARD (de sus siglas en inglés, genome-
based model for adjusting radiotherapy dose), combina la informacién derivada del
indice de radiosensibilidad (RSI) y el modelo linear cuadratico (modelo LQ). Este
extenso trabajo emplea multiples cohortes de diferentes entidades neoplasicas (cancer
de mama, eso6fago, cabeza y cuello, estbmago, cérvix, gliomas, pancreas, pulmén,
cancer de piel no melanoma y melanoma) y establece un valor numérico a GARD
(normalmente en rangos de 1 a 200), relacionandose un mayor nivel de GARD con un
mayor efecto terapéutico del tratamiento radioterapico y viceversa®?®,

Casi de manera sincronica a estos trabajos, en 2008, Amundson y colaboradores
publican un articulo en el que analizan la respuesta génica ante el estrés producido por
la radiacion ionizante en un panel de 60 lineas celulares del NCl y en 3 lineas celulares
propias. Dicho trabajo, en contra de los realizados con anterioridad, analiza los cambios
en expresion génica inducidos por radiacion y no en funcién al perfil génico basal. A
diferencia de lo objetivado al analizar los niveles de expresion basales, en su
aproximaciéon no se observan diferencias significativas en los niveles de expresion
génica con dependencia del tejido de origen (ovario, pulmoén, mama, etc), excepto en el
caso de las lineas celulares derivadas de tejido linfoide/mieloide. Esto podria apoyar la
hipotesis de la existencia de unos determinantes moleculares de sensibilidad/resistencia
a radiacion que serian comunes a todos los subtipos tumorales (sin incluir estirpes

hematolégicas). Concluyen que, a pesar de que existen cambios en la expresidn génica
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inducidos por radiacion, sobre todo en la via de p53, los niveles de expresion génica
basales pueden ser mejores predictores de respuestal?’.

Por otro lado, aunque no es el objetivo principal de nuestro estudio, es preciso
comentar alguno de los trabajos publicados en relacién con el potencial papel predictor
y pronéstico de determinados microRNA’s (tumorales y circulantes). Existe un amplio
campo de investigacion centrado sobre la funcion de este RNA no codificante que
potencialmente actian como reguladores de expresion génica. Algunos de los mas de
2000 miRNA identificados hasta la fecha, pueden ser considerados como
biomarcadores diagndsticos y prondsticos en numerosas entidades neoplasicas,
incluido el CPCNP18-11% En 2010, Hu y colaboradores, publican un articulo en el que
identifican una firma pronéstica en CPCNP compuesta por 4 miRNA. Incluyeron para su
estudio muestras de pacientes en estadios tempranos y localmente avanzados (estadio
I a lll) que habian sido tratados con cirugia y quimioterapia. Aparentemente ningun
paciente recibié tratamiento radioterapico!?°.

Uno de los trabajos mas interesantes es el publicado por Sun y colaboradores
en 2018, en el que plantean el papel de determinados miRNA circulantes (c-miRNA) en
asociacion con otros factores clinicos como determinantes de respuesta a dosis
radicales de radiacion ionizante en CPCNP. Para ello, proponen la generacion de una
escala o puntuacién en funcién de la dosis de radiacién y la respuesta objetivada, lo que
denominan “DRS” (Dose Response Score, de sus siglas en ingles). La cohorte
empleada fueron pacientes incluidos en varios ensayos clinicos en los que se planteaba
la escalada de dosis de radiacién en estadios Il y Il (mas del 90% eran estadio IlI).
Proponen un total de 11 c-miRNA, que, junto con variables como el estadio, la edad, la
dosis de radiacion administrada, el tratamiento sistémico y la escala de estado general
de Karnofsky, servian para la determinacion del DRS de cada paciente. La formula que

resume la obtencién del DRS es la siguiente:
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Dose Response Score = 3.25 % 10 — 4 = [Age] + 4.72 % 10 — 3 = [Stage II[]-6.19 %= 10 — 4 =
[KPS] + 36.028  [miR — 10b — 5p] + 0.188 + [miR — 125b — 5p]-9.89 + 10 — 4 =
[miR — 126 — 3p]~1.518 s [miR — 134] — 4.855 = [miR — 155 — 5p] + 4.975 =
[miR — 200b — 3p]—0.413 = [miR — 205 — 5p] + 53.658 = [miR — 34a —5p] —4.21 %= 10— 2=
[miR —92a — 3p]—2.986 * [miR — 145 — 5p]—4.59 = 10 — 3 = [miR — 22 — 3p].

Los resultados mostraron que aquellos pacientes que tenian un DRS bajo, se
beneficiaban de dosis altas de radiacién, con impacto en supervivencia, representado
mediante curvas Kaplan Meier. Por el contrario, pacientes con un DRS alto no
mostraban diferencias en supervivencia en funcién de la dosis administrada. Asi mismo,
demostraron que un valor de DRS bajo en pacientes tratados con dosis altas permitia
predecir un menor riesgo de metastatizacion. Por el contrario, no se consiguié demostrar
de forma estadisticamente significativa su capacidad predictora sobre el control local de

la enfermedad®?.

Por ultimo, existen otras publicaciones donde se plantean la generacion de
firmas prondsticas mediante la consideracion conjunta de multiples biomarcadores no
especificos de cancer de pulmén y variables clinicas multiples. En ese contexto, en
2011, Dehing-Oberije y colaboradores publican los resultados de su estudio, en el que
desarrollan y validan una firma prondstica en paciente afectos de CPCNP tratados con
radioterapia +/- quimioterapia. En ella se combinan la determinacion de biomarcadores
en sangre periférica (antigeno carcinoembrionario (CEA) e interleuquina 6 (IL-6)), con
otros factores clinicos, como el sexo, el estado general del paciente, el volumen
espiratorio forzado (FEV1), nUmero de ganglios afectos y volumen del tumor primario

(GTV, de sus siglas en inglés)?2.

Dada la escasa evidencia cientifica publicada, consideramos que la busqueda
de firmas génicas prondsticas y/o predictivas de respuesta al tratamiento radioterapico,
puede ayudar de forma importante a la toma de decisiones clinicas. Estas firmas pueden
condicionar los fraccionamientos, la dosis total a administrar y/o la combinacién de

tratamientos sistémicos en concomitancia con radiacion. El fin Gltimo es alcanzar
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mejores resultados clinicos, minimizando los efectos adversos asociados con las

terapias oncoldgicas actuales.
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2. HIPOTESIS

EI CPCNP, que engloba a los subtipos histol6gicos mas frecuentes de cancer de
pulmén, son entidades neoplasicas cuyo comportamiento biolégico es altamente
heterogéneo. La heterogeneidad molecular podria explicar las diferentes respuestas y
comportamientos antes los tratamientos oncoldgicos, asi como al propio impacto de la

neoplasia sobre la supervivencia global de los pacientes.

Considerando dicha heterogeneidad molecular, creemos que la identificacion de
firmas génicas con capacidad prondstica y de prediccion de respuesta al tratamiento
oncoldgico, en este caso, centrado sobre el tratamiento radioterapico, podria ser de gran
ayuda a la hora de optimizar el abordaje terapéutico por parte de los profesionales de la

salud.
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3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El objetivo final es la identificacién de una firma de expresion génica prondstica
y predictora de resistencia o sensibilidad a tratamiento radioterapico en CPCNP. Para

ello podemos proponer los siguientes objetivos individuales:

1- Andlisis de sensibilidad innata a radiacion ionizante en 15 lineas celulares

comerciales de CPCNP.

2- Realizacion de analisis transcriptomico completo de las lineas celulares y su
exploracion bioinformética, llevandose a cabo un subanalisis mediante enriquecimiento

en funciones moleculares, componentes celulares y vias de sefializacion.

3- Explotacién de cohorte del “TCGA lung cancer”: seleccién de pacientes tratados con
radioterapia. Analisis de supervivencia en funcion de diferentes parametros clinicos-

patolégicos (analisis uni y multivariante).

4- Obtencidn de genes con expresion diferencial significativa entre lineas radiosensibles
y radiorresistentes y validacién individual como biomarcador prondstico/predictivo en

cohorte de pacientes afectos de CPCNP.

5- Obtencion de firmas génicas pronésticas y/o predictivas de respuesta en la misma

cohorte utilizada en el punto anterior.

6- Ensayo de las firmas en otra cohorte publica compuesta por pacientes afectos de

CPCNP.
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4. MATERIALES Y METODOS

40. RESUMEN DE LOS PASOS FUNDAMENTALES SEGUIDOS EN LA
ELABORACION DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL.

En la figura 3 representamos un diagrama resumen de los pasos seguidos para

la consecucion de nuestros objetivos.

Irradiacion Expresion génica

~ _~

Lineas radiosensibles Vs Lineas radio-resistentes

Lineas celulares
CPCNP

Analisis
bicinformatico:

Perfil de expresion génica diferencial —\/ enriquecimiento en
FM, CC y KEGG

Validacién génica individual como biomarcador prondstico Andlisis regresién Cox

Cohorte TCGA
(107 pacientes)

univariantey curvas
Validacion génica individual como biomarcador predictivo de Kaplan Meier

Cohorte TCGA ~_~

(107 pacientes)

Validacion conjunta de genes como biomarcador pronéstico=> firma prondstica FIRMA GENICA COMUN

(66,6% cohorte de (CAPACIDAD PRONGSTICA Y
::,g;;n:(;'f‘\fr:t:d\g Validacién conjunta de genes como biomarcador predictivo=> firma predictiva R :EEEES.?; DE

ensayo) Analisis regresion Cox multiple con validacion cruzadade 3 iteracianes con regularizaciéntipo Lasso
Curvas ROC- Curvas Kaplan Meier {}

Cohorte ensayo
adicional (820 Ensayo de firma en cohorte adicional |
pacientes)

Figura 3. Diagrama en el que se representan los pasos seguidos durante el proyecto de tesis en

cuestion.

4.1. LINEAS CELULARES

Se emplearon un total de 15 lineas celulares tumorales de CPCNP obtenidas de
la American Type Culture Collection (ATCC). De las lineas celulares empleadas, 3
corresponden a carcinoma escamoso (H226, H520 y Calu 1), 2 son carcinomas
bronquioloalveolares (H1437 y H358), 1 corresponde a carcinoma de células grandes
(H460) y las restantes 9 son catalogadas como adenocarcinomas (A549, Calu-3, H1650,
H1781, H1975, H2009, H2228, H3122, HCC827). Todas las lineas celulares crecian en
adherencia en placas de cultivo. Se emple6 medio de cultivo RPMI con suplemento de

suero fetal bovino y antibiético en todas las lineas celulares, excepto para A549 (DMEM
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+ piruvato de sodio, HEPES y aminoécidos no esenciales), Calu 1 (McCay + suplemento

de glutamina) y Calu 3 (DMEM), de acuerdo a las recomendaciones de la ATCC.

La tabla 2 resume la informacién histoldgica y el perfil molecular de algunas

mutaciones relevantes en CPCNP de las lineas celulares empleadas.

Tabla 2. Resumen de las lineas celulares tumorales comerciales empleadas en el
estudio

LINEA CELULAR HISTOLGIA EGFR KRAS OTROS
A549 Adenocarcinoma WT WT
MUT (exon

H1650 CBA 19) WT

H1975 Adenocarcinoma  MUT (790M) WT CDKN2A/Pi3KCA/TP53
H2009 Adenocarcinoma WT MT

H358 CBA WT MT

H460 CCG WT MT

H520 Ca. Escamoso WT desconocido
HCC827 Adenocarcinoma MUT WT

H1437 Adenocarcinoma CDKN2A/TP53
H1781 Adenocarcinoma

H2228 Adenocarcinoma ALK

H226 Ca. Escamoso

Calul Ca. Escamoso MT

Amplificacién ERBB2

Calu 3 Adenocarcinoma WT MT /p53/CDKN2A
H3122 Adenocarcinoma ALK

Se representa informacién sobre la histologia y el perfil molecular de genes relevantes en
CPCNP. CBA: carcinoma bronquioloalveolar, CCG: carcinoma de células grandes. WT: wild type
(nativo). MUT: mutado.

4.2. EXTRACCION DE RNA DE LAS LINEAS CELULARES
Mediante el Kit comercial de extraccion de miRNA (miRNeasy® Mini Kit (Qiagen,

California, USA)) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.3. ENSAYO DE CLONOGENICIDAD

Empleamos el ensayo de clonogenicidad para la valoracion de respuesta a
radiacion mediante la determinacion del pardmetro SF2, o fraccién superviviente a 2 Gy,
contabilizando el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) existentes a esa
dosis. Dicho ensayo se compone de los siguientes pasos:

1- Siembra de la linea celular de interés: en placas de 6 pocillos, con el medio

de cultivo recomendado por la ATCC. Dejamos crecer hasta alcanzar un 70-90% de
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confluencia (dependiendo de la tasa de proliferacion de cada linea celular), manteniendo
a las células en condiciones estandares de incubacion (37°C de temperatura, 5% de

CO2y 21% de 02).

2- Irradiacion de la linea celular: tras alcanzar el nivel de confluencia deseado,

procedimos a la irradiacién en acelerador de electrones modelo Synergy® (Elekta,
Estocolmo, Suecia) usando fotones de 6 Mv de energia, con dosis de 2, 4, 6, y 8 Gy,
administradas en una sola fraccion, con una tasa de dosis de 400 unidades monitor
(UM). Dicha unidad se ubicaba en el S° de Oncologia Radioterapica del Virgen del Rocio
(Sevilla) (imagen 1). Se empledé una fantoma (imagen 2) disefiado para albergar las
placas de cultivo en cuestion, rellenando los pocillos con medio de cultivo, de tal forma
gue no existiera interfase aire- liquido entre la fantoma y el medio de cultivo, evitando

asi interferencias electronicas con el haz de radiacion.

3- Cambio del medio en campana de cultivo e incubacion durante 36-48 horas.

4- Siembra de células irradiadas: procedimos a la retirada del medio de cultivo,

tripsinizando con tripsina al 0,25% durante 3-5 minutos, previo lavado con solucién
salina (PBS). Centrifugamos las células en 5 ml de medio durante 5 minutos a 10000
r.p.m. Retirada del sobrenadante y resuspension del pellet celular en 1 ml de medio de
cultivo. Con la ayuda de hematocitometro (cAmara de Neubauer) contabilizamos las
células, procediendo a la siembra en placas de cultivo de 10 cm de diametro, de 300-
2000 células por triplicado por cada dosis de radiacion empleada (control, 2,4,6 y 8 Gy),
siendo menor el numero de células sembradas en las placas controles y las sometidas

az2QGy.

5- Incubacion: entre 7 y 25 dias en atmdsfera estandar, para permitir la formacion

de colonias.

6-_Fijacion y tincion: Tras el periodo de incubacion apropiado para cada linea

celular, se llevo a cabo la fijacién mediante glutaraldehido al 1% durante 25-30 minutos.
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Lavamos de forma adecuada con PBS y tefiimos las placas con cristal violeta al 0,05%

durante 30-60 minutos. Dejamos secar.

7._Escaneado y contabilizacién de UFC: escaneamos las placas de cultivo y

procedemos a la contabilizacién empleando el programa informatico Image J®.

8. Calculo de los parametros radiobioldgicos:

a) Eficiencia de crecimiento en placa (plating efficiency o PE)

PE = nimero de colonias contabilizadas /nimero de células sembradas

b) Fraccién superviviente a 2 Gy (SF2)

SF2 = (numero de colonias contabilizadas /namero de células

sembradas) / PE

9. Elaboracién de curvas de supervivencia: en base a los valores de fraccion

superviviente en las placas control, 2, 4, 6y 8 Gy.

Figura 4. 1) Acelerador lineal de electrones. 2) Fantoma empleado para la irradiacién de placas
de cultivos.
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4.4, PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS: CUANTIFICACION DE ARN Y
EVALUACION DE SU CALIDAD

La cantidad y pureza del ARN obtenido se evalué mediante la medicion de la
absorbancia con el espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific; Waltham, MA,
USA). La concentracién del ARN se midi6é en ng/uL. Para comprobar la calidad del ARN,
se empled el método microfluidico de electroforesis del RNA 6000 Nano kit (Agilent®
Technologies; Santa Clara, CA, USA). El analisis se realiz6 en el Bionalyzer 2100 de

Agilent®.

4.5. MICROARRAYS DE ADNc

El ARN obtenido se sometié a una reaccion de retrotranscripcion en presencia
de cebadores aleatorios de 6 nucle6tidos (Invitrogen/Life Technologies, Carslbad, CA),
usando dCTPs marcados con Cy3 o Cy5 (Amersham Biosciences) y la retrotranscriptasa
MultiScribeTM (Invitrogen/Life Technologies). Como referencia se utiliz6 el ARN
extraido de células normales epiteliales de pulmén. Una vez obtenidas todas las
muestras, se utilizaron cantidades equivalentes de ADNc para realizar el microarray. La
prehibridacién se realizé en una camara humidificada a 42°C durante 16 a 20 horas, y
la hibridacion a 65°C en una GeneTac Hybridization Station (Genomics Solutions). Las
muestras hibridadas se analizaron con un escaner laser confocal (ArrayExpress,
Packard Bioscience) y los datos fueron cuantificados utilizando el software QuantArray
(Packard Bioscience). El nivel de significacion de la expresion de cada gen se determiné
utilizando el test estadistico t-Student (10000 permutaciones), utilizando, como

correccion, el test FDR (False Discovery Rate) para eliminar los falsos positivos.

4.6. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

Después de la adquisicion de imagenes y la cuantificacion, por intensidad de
sefial, la intensidad media de sefales entre las réplicas se determind para cada
secuencia. En el QT -02 (replicados 3 a 6 veces representan el mismo gen) valores con
intensidad de la sefial baja y baja reproducibilidad entre repeticiones fueron excluidos

(media + 2 desviaciones estandar de corte). Las sefiales cuantificadas fueron sometidas
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a transformacion logaritmica y estandarizada. Utilizamos la prueba de T de student’s de
permutacién (10000 permutaciones) para determinar el nivel de significacion de la
expresion de cada gen individual, y la tasa de falso positivo es utilizado como correccion
para el analisis multiple. El andlisis de conglomerados jerarquico y la fiabilidad de la
agrupacion se evalu6 usando técnicas Bootstrap, empleando el software TMEV.
Identificamos los mMRNAs alterados en células resistentes vs no resistentes a
radioterapia mediante agrupamientos dirigidos, con posterior enriquecimiento de
pathways. Este proceso fue llevado a cabo con la ayuda del servicio de bioinformatica

del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBIS).

4.7. COHORTE DE PACIENTES DEL ESTUDIO

Se empled la cohorte publica del Atlas del genoma del cancer (TCGA) centrada
sobre pacientes afectos de CPCNP (version del afio 2018). De dicha cohorte se
seleccionaron aquellos pacientes en estadio | al lll en base a la clasificacion TNM
(tumor, ganglios, metastasis), cuya edicidn variaba en funcién del afio del diagnéstico
de cada paciente incluido. El requisito principal para la seleccién de la cohorte era haber
recibido tratamiento radioterapico. Para el analisis del impacto de variables clinicas
/patoldgicas sobre la SG y SLP, se llevd a cabo un andlisis univariante por regresion de
Cox. Posteriormente llevamos a cabo un analisis bivariante con la variable “firma génica”
como elemento principal y considerando el resto de las variables como independientes,
con el objetivo de identificar alguna relacion modificadora o variables de confusion, que
condicionaran el impacto de la firma génica en la SG o SLP. Empleamos el paquete
estadistico SPSS® version 20 (IBM, Nueva York, USA). Para la obtencion de las firmas
génicas se emplearon los datos de la secuenciacion de RNA de las muestras tumorales
de los pacientes del TCGA, cuyos valores de expresion se obtuvieron como transcritos

por millon (TPM) y posteriormente fueron transformados a escala logaritmica.
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4.8. PAQUETES ESTADISTICOS EMPLEADOS PARA LA IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES GENICOS PRONOSTICOS/PREDICTIVOS Y OBTENCION DE
FIRMAS GENICAS.

El analisis de supervivencia se ha realizado usando el software R version 3.6.3
(2020-02-29) con los paquetes Survival (en version 3.2.7) para la regresion de Cox,
Survminer (en version 0.4.6) para las curvas Kaplan-Meier, Gimnet (version 3.0.2) para
la validacion cruzada y obtencion de las firmas y SurvivalROC (version 1.0.3) para las
curvas ROC.

4.9. IPENTIFICACION DE GENES COMO POTENCIALES ELEMENTOS
PRONOSTICOS Y/O PREDICTIVOS DE RESPUESTA DE FORMA INDIVIDUAL

Tras la identificacion de los genes diferencialmente expresados entre lineas
celulares radiosensibles y radiorresistentes, hicimos uso de los datos del RNAseq de la
cohorte del TCGA seleccionada. A continuacion, se llevdo a cabo un analisis de
supervivencia por regresion de Cox univariante. Después de seleccionar aquellos genes
cuyo impacto en supervivencia era estadisticamente significativo (HR > o0 <a 1; p<0,05),
se llevé a cabo un andlisis de estimacién de supervivencia mediante Kaplan Meier,
estableciendo como punto de corte el valor de la mediana de expresion de cada gen.
Valoramos las diferencias en SG/SLP con la prueba de los rangos logaritmicos.
Seleccionamos como elementos potencialmente relevantes parala SG o SLP a aquellos

genes que resultaron estadisticamente significativos en ambos andlisis (p<0,05)

4.10. OBTENCION DE FIRMAS GENICAS

Para la obtencién de la firma, a partir de los genes seleccionados como
elementos individuales con impacto prondstico y/o predictivo (HR con p<0,05 y logRank
Test con p<0,05), se procedié con un analisis de regresion de Cox multivariante con
regularizacion de tipo L1 o Lasso. Para ello, separamos a la cohorte de 107 pacientes
del TCGA en 1) cohorte de entrenamiento y 2) cohorte de ensayo. Procedimos a realizar
un analisis con validacién cruzada de 3 iteraciones, separando aleatoriamente, por 1000

veces como maximo, el 66.6 % de la cohorte para la de entrenamiento y el 33.3%
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restante para el set de ensayo. La firma prondstica y predictiva se construyeron en base
a la combinacion lineal del coeficiente de regresion obtenido a partir de los coeficientes
derivados del analisis de regresion de Cox con regularizacion de tipo L1 (B) multiplicados
por el nivel de expresion de cada gen (en unidades de transcritos por millon). En este
caso, tanto la cohorte de entrenamiento como de ensayo procedia de la misma cohorte
seleccionada del TCGA. Para el célculo de la prediccion de supervivencia, llevamos a
cabo un andlisis por curvas ROC (a 12, 24 y 60 meses) y Kaplan Meier. Por ultimo,
llevamos a cabo una prueba U de Mann-Whitney para conocer si las diferencias de
expresion de los genes de cada firma en cada grupo de riesgo eran estadisticamente
significativas. A continuacion, separamos a la cohorte en funcién del tipo histolégico

(adenocarcinoma o epidermoide) y ensayamos las firmas propuestas.

4.11. ENSAYO DE LAS FIRMAS GENICAS EN COHORTE ADICIONAL.

Empleamos la informacion del TCGA lung cancer para ensayar las firmas
propuestas. Se establecié como requisito para la inclusion en la cohorte de ensayo el
no ser metastasicos. No se consideraron otros criterios clinicos ni terapéuticos para la
seleccion de esta cohorte adicional. Se excluyeron los pacientes considerados en la
cohorte utilizada en el presente trabajo para la generacion de las firmas propuestas (que
si habian sido seleccionadas por haber recibido tratamiento radioterapico y no ser
metastasicos al diagndéstico). En un primer paso, ensayamos las firmas en la cohorte
completa de pacientes (adenocarcinoma + epidermoide) y, seguidamente, probamos
cada firma en cada cohorte con dependencia del subtipo histolégico. Para el ensayo de
la firma, multiplicamos los coeficientes del modelo de regresion multivariante de Cox
(para las firmas propuestas) por los respectivos valores de expresion (en la cohorte de
ensayo) para obtener las puntuaciones de riesgo. A continuacion, valoramos la
capacidad de prediccion, sobre los mismos datos, de las firmas mediante curvas ROC
con el calculo del area bajo la curva (AUC) a 12, 24 y 60 meses. Por ultimo,

considerando como punto de corte al valor de la mediana de las puntuaciones de riesgo,
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dividimos a los pacientes en 2 grupos (alto o bajo riesgo) y analizamos la estimacién de

SG vy SLP por Kaplan Meier.

44



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. VALORES DE SUPERVIVENCIA A 2 Gy Y CURVAS DE SUPERVIVENCIA DE
TODAS LAS LINEAS CELULARES.

Empleamos el ensayo de clonogenicidad para la valoracién de la respuesta a
radiacion ionizante mediante la determinacién del parametro SF2 (fraccidén superviviente
a 2 Gy), contabilizando el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) existentes
a esa dosis. Para ello, sembramos las células en placas de 6 pocillos y dejamos crecer
hasta alcanzar un 70-90% de confluencia. Tras ello, irradiamos la linea celular en un
acelerador lineal de fotones de 6 Mv de energia con una tasa por minuto de 400
unidades monitor (UM). Tras un cambio de medio e incubacién durante 36-48 horas,
contabilizamos las células, procediendo a su siembra en placas de cultivo de 10 cm de
diametro, sembrando entre 300 y 2000 células por placa, en triplicado por cada dosis de
radiacion empleada (0, 2, 4,6 y 8 Gy), siendo menor el nimero de células sembradas
en las placas control y las sometidas a 2 Gy. Dejamos incubar un periodo comprendido
entre 7 y 25 dias en atmésfera estandar para permitir la formacion de colonias. Tras
dicho periodo de incubacién (variable entre lineas celulares), llevamos a cabo la fijacion
mediante glutaraldehido al 1% durante 25-30 minutos y tefiimos las placas con cristal
violeta al 0,05% durante 30-60 minutos. Escaneamos las placas y, por ultimo,
procedemos a la contabilizacion de las UFC mediante el programa informético Image
J®. El nimero de UFC se normalizé al nimero de células sembradas en cada caso. Se
utilizo el valor medio del sumatorio de todos los valores de SF2¢y de cada una de las
lineas celulares para obtener un valor medio (0,54), que usamos como punto de corte
sobre el cual establecer una clasificacién como lineas sensibles (valor de SF2 < 0,54) o
resistentes (SF a 2 Gy = 0,54) a radiacion. Dicho valor, medido mediante el ensayo de
clonogenicidad descrito previamente, asi como el resto de los valores de supervivencia
a las distintas dosis planteadas (control, 4,6 y 8 Gy), nos permitieron generar las curvas
dosis-respuesta mostradas en figura 3. En la tabla 3 se muestra la informacién sobre los

valores de SF a 2 Gy de cada linea celular. El valor de la linea H520 fue extraido de la
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literatura. En el anexo 1 se incluye la figura con el ensayo de clonogenicidad de cada

linea celular estudiada. En el anexo 2 se incluye la tabla con algunos de los valores de

SF2 publicados en la literatura.

Tabla 3. Valores de la fraccion superviviente a 2 Gy (SF2) de todas las lineas celulares

ENSAYO DE CLONOGENICIDAD
LINEA CELULAR SF2 SD
H1975 0,891 0,01040341
A549 0,832 0,16252891
HC827 0,745 0,2
RADIO- H358 0,676 0,157
RESISTENTES H2228 0,646 -
H3122 0,622 0,05628992
H460 0,617 0,12920136
H1650 0,570 0,15699525
CALU 1 0,454 0,079754773
H520 0,49
RADIO H1437 0,448 -
SENSIBLES H226 0,430 0,09
CALU 3 0,325 0,131673504
H2009 0,228 0,02413002
H1781 0,180 0,067

SF2: fraccion superviviente a 2 Gy; SD: desviacion estandar.
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Figura 5. Representacion grafica de las curvas de supervivencia celular tras radiacion, medido
mediante el ensayo de clonogenicidad. En el eje de ordenadas se representa la fraccién
superviviente en porcentaje y en el eje de abscisas la dosis de radiacion administrada (0- 8 Gy).
A) lineas celulares radiorresistentes. B) lineas celulares radiosensibles.
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5.2. EVALUACION DE LA SINTESIS Y PURIFICACION DEL ARNc PREVIA A LA
HIBRIDACION EN EL MICROARRAY

En el apartado de materiales y métodos se describen los pasos dados para la
obtencion del ARNc, y la mediciébn de su concentracion y pureza. En la tabla 4 se
detallan los valores obtenidos en cada una de las muestras, apreciandose una calidad
idénea de las mismas. En la figura 4 se muestra de forma gréafica el analisis practicado

mediante el Bioanalyzer 2100® que confirma la calidad del RNA.

Tabla 4. Datos sobre la concentracion, pureza y calidad del RNA de todas las muestras
empleadas en el estudio.

Nombre Concentraciéon Abs
Muestra (ng/ul) CErEry  CednED
H3122 1948.5 2.1 9 ul 9.6
H460 362.6 2.08 ! 9.8
H2228 424 6 2.09 ! 9.9
H1975 3358 2.07 “ 10
H1437 403.2 2.1 i 9.8
H1650 339.3 2.06 ! 9.9
HC827 269.7 2.09 ! 9.9
H1781 1507.2 2.11 ! 8.3
Calu 1 111.1 2.05 ! 9.9
Calu 3 359.5 2.05 ! 9.6
H520 638.4 2.15 “ 95
Nuli-1 81.5 1.88 ! 10
NL 20 785.7 1.84 g 9.9
H226 371 2.09 ! 9.8
H2009 1353 2.03 ! 10
H358 531.8 2.12 ! 9.8
A549 613.6 2.12 ! 9.3

Mix hibridacion
tejido sano(13 50 26 8.3
muestras)

RIN: nimero de integridad de RNA. Abs: absorbancia.

49



d.
H3122 H460 H 226
RIN: 9.60 RIN: 9.80 RIN: 9.80
[FU) (Fu) (Fu)
200 200
500
100 100
0 - 0 0
 JE G — S (e ey Cmm Cmr O | RS PR RN R FEmy pm Fomsn gem me | | R P Jry ey pesmm) [ et P et |
20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 [s]) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 (s) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65(s)
H1975 H1437 A 549
RIN:10 RIN: 9.80 RIN: 9.30
[FU) (FU) [FU]
|
100
0 [} 0
S T R S R L S T T 1 1 1 1 1T 1 1 T T T T T T 1T 1T 7T
20 25 30 35 40 45 SO S5 60 [s) 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 [s) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65([s)
HC827 H1781 H 2009
RIN: 9.90 RIN: 8.30 RIN:10
[FU) (FU) Fu)
200 | \
500 50
100
0 0 0
S N S ) | B T S S R ) ™1 T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 S0 55 60 [s) 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 [s) 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 (s)
CALU3 H 520 H 358
RIN: 9.60 RIN: 9.50 RIN: 9.80
(FU) (Fu) (FU)
500
0 0 0
, . S S N L ) . S, S R S P KL RO, S A PR, . .. )
20 25 30 35 40 45 50 55 &0 ([s) 20 25 30 35 40 45 50 55 & [s) 20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 65(s)
H2228 H1650 CALU1
RIN: 9.90 RIN: 9.90 RIN: 9.90
FU) : (Fu) (Fu)
200 200 100+
100 100 50—
0 0 0
Voo b e, s, 3, % b L L . S S S ) T - . ¥ 8 o8 & 3
20 25 30 35 40 45 SO S5 60 ([s] 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 S0 55 &0 [s)
b. C.
NULI 1 NLE20 SANO
RIN:10 RIN: 9.90 RIN: 8.30
(Fu) [FU] \ [Fu)
50 10
0 0= - 0
 YOURS F R FRNT WEY| TENT PSR IR [ | ST S . . T R AL, B —TTTTTTTT1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65(s) 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 3] 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65[s)
d.
I ~ ~ - - m -t
e =B ﬁ -4 ~ 8 B B & B ® o o 8 =
= N " = H &£ X 2 B8 &5 Z =z 2 ;
E =T x £ T = A 2 ¥ £ £ 2 58 5 =
70 —
65 —
60 —
55 —
- P R G — — — e — —
50 P — e — . — — — —
45 —
—— — —— — — — — — — — — —
— — — — — —
40 —
—
35 —
e
0 - ___
25 —
B T e i i e
20 —

Figura 6. Electroferograma de las lineas celulares empleadas. a) lineas celulares tumorales; b)
lineas celulares inmortalizadas no tumorales; c) mix celular tejido sano pulmonar; d) gel de
electroforesis de todas las muestras.
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5.3. EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS DATOS DE LOS MICROARRAYS.

Para estudiar la calidad de los microarrays llevados a cabo, se emplearon los
parametros NUSE (valores de error estdndar sin escala normalizados) y RLE (expresion
logaritmica relativa).

Los valores NUSE reflejan el error estdndar sin escala normalizado para cada
set de sondas a partir de los valores de intensidad de cada sonda en el set. En el estudio,
todas las muestras presentaron unos valores NUSE dentro del rango adecuado, cuyo
valor medio ronda el 1.

Con respecto a los valores de RLE, en el supuesto biolégico de que la mayoria
de los genes no estan diferencialmente expresados y que hay una misma cantidad de
genes sobre o infrarregulados, el comportamiento colectivo de los datos de RLE pueden
emplearse como un control de calidad adecuado. Nuestro array cumple con los criterios
de calidad de acuerdo con el valor de RLE, cuyo mediana debe estar préxima a 0 y con
un rango intercuartilico pequefio. Los datos en relacién con dichos parametros se

representan en la figura 7.

112 sample sample
B asaacEL B assacEL
B8 cawn ceL B cawn ceL
B causceL on B8 caius ceL
B Hiaa7cEL B Hias7cEL
1 B HssocEL B HiesocEL
[ 1781 CEL B 1781 cEL
B8 Hio75CEL B B8 Hio7sCEL
B HaooecEL " B Haooe CEL
104 [ Hezam cEL B HeemcEL
[ HezsCEL B8 HescEL
B Ho1220EL B ro122cEL
EH s cEL o5 S Hess cEL
o [ Hes0CEL =] H«IH]EEL'
[ Hs20cEL B Hs20CEL
B3 Hosz7cEL B Hosz7cEL
0o o o 0 o 4 g o o o o a4 o " 4 24 g
T 4 g 5 g
g F 2 B 8 g &
g3 2 2383

Figura 7. Representacion grafica mediante diagrama de cajas de los valores de NUSE (a) y RLE

(b).

51



5.4. ANALISIS BIOINFORMATICO. IDENTIFICACION DE GENES CON EXPRESION

DIFERENCIAL ENTRE LINEAS RADIOSENSIBLES Y RADIORRESISTENTES.

Con objeto de identificar genes diferencialmente expresados entre lineas
sensibles y resistentes a la radiacion, empleamos un andlisis de microarray basado en
cDNA. Nuestro panel de lineas celulares estaba compuesto mayoritariamente por el
subtipo histolégico de adenocarcinoma, pero también incluimos a lineas de estirpe
escamosa y de células grandes, por lo que decidimos llevar a cabo un analisis
bioinformético en el que se incluian todas las lineas celulares, con el objetivo de no

perder poder estadistico.
5.4.1. Andlisis bioinformatico incluyendo todas las lineas celulares.

- Agrupaciéon no _supervisada: se representa en la figura 8. Permite observar si la

expresion transcripcional es similar dando libertad a la agrupacién en funcion de la
transcripcién diferencial de todos los genes. Observamos que no existe una
diferenciacion estadistica de ambos subgrupos fisioldgicos, aunque si cierta tendencia

en la agrupacion.

LT
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H2009 CEL
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HC827 CEL
H1650 CEL
H19758 CEL
H1437 CEL
AB49CEL
Calu3CEL
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H2009 CEL
H358 CEL

Figura 8. Representacién grafica de la agrupacion no supervisada. En la parte superior se
representa, mediante color rojo, a las lineas celulares clasificadas como radiosensibles y en
negro las radiorresistentes.
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- Agrupacion supervisada: Permite observar la expresion transcripcional diferencial en

el subconjunto de radioresistentes y diferente al de radiosensibles. Mediante la
aproximacion FDR (o false discovery rate) no se obtuvieron valores de p<0,05, por lo
que establecimos unos limites mas relajados para la expresion diferencial (DE).
Consideramos como punto de corte aquellos con un |log2FC| >1 y p<0,05. Obtuvimos
un total de 127 genes con expresion diferencial (figura 9), de los cuales 76 se
encontraban sobreexpresados y 51 infraexpresados (ver listado de genes en ANEXO

3).

-bg2(PValue)

a

gFC
Figura 9. Diagrama tipo volcano. Se representa el log2FC en el eje de abscisas y el logaritmo
en base 2 del valor p en eje de ordenadas. En color rosa se representan los 127 genes de interés.
En verde el resto de los genes que no cumplen las condiciones preestablecidas en el analisis.

Para representar los resultados de esta aproximacion, se llevo a cabo un mapa
de calor (heatmap) en el que se establece una combinacién de escala colorimétrica
(azul-rojo) y agrupacién por similitud en los cambios de expresidn génica por parte de
los genes de interés, representado mediante dendogramas. En las columnas se
representan las lineas celulares (en rojo, las radiosensibles y en negro las
radiorresistentes), ordenadas de acuerdo con el dendograma situado en la parte
superior de la figura. En las filas se representan los genes de interés, agrupados de
acuerdo con el dendograma mostrado en la parte izquierda de la figura. Se representa

en azul oscuro un nivel de cambio de 2 y en rojo oscuro, un nivel de cambio de 14.
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A pesar de no existir un marcado patron diferencial de expresién génica que nos
permita hacer una agrupacion perfecta entre lineas radiosensibles y radiorresistentes,
podemos apreciar una clara tendencia de expresion y algunos datos interesantes. Asi,
podemos establecer 4 subgrupos de genes con una tendencia de expresion diferencial
entre lineas sensibles y resistentes (figura 10). En los grupos de genes 1, 2 y 4, se
aprecia una tendencia hacia niveles de expresién mayores en las lineas consideradas
radiorresistentes versus las sensibles. Por el contrario, el grupo nimero 3 muestra una

tendencia hacia mayores niveles de expresion en las lineas radiosensibles.
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Grupo 1
UsSP43
uspP18
NDRG4
EDGT
TMEM133
ARHGAP42
C4orf32 Grupo 2
HECW?2 TRIM14
PAG1 NANP
TNFAIP8 FNBP1
SYTL2 RFC3
NGEF MCM4
SNXG MPDU1

TRIM6
ABBC3

ZNF480
HENMT1

SYNM
PFKFB4 CMTM3
EMB SH3RF2
TRIM7 ZNF114
PPFIA3 PCDHB2
SEMA3A FABP5
MAP9 GALC
TMEM144 APOBEC3B
Grupo 3 Grupo 4
MCCC1 PERP
PPARA EPHX2
CEP70 SNORA12
KLHL24 ZNF30
VEGFA EGLN3
ZC3H6 SLAMF7
FAM117A ABCD3
ARG2 SPTBN1
LRIG1 ZNF470
MAN1A1 ELOVL6
PAQRS SLFN13
ATPBAP1L PCDHB13
RWDD2A PCDHB14
CDON DLL3
SPEG BMP5
CELF2 GABRB3
TNIK TM4SF18
LRRC1 SDR16C5
ST20 EDNRA
CYBRD1 HPGD

| resultado de la agrupacion supervisada de los genes
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5.4.2. Resultados del analisis mediante enriquecimiento en funciones
moleculares, componentes celulares y vias de sefalizacion.

Enriquecimiento en funciones moleculares:

De los 127 genes de interés obtenidos dentro del analisis de todas las lineas
celulares, con un nivel de cambio (log2FC) <-1y 21 y un valor de p<0,05, se identificaron
por parte del software libre de andlisis de ontologias (panther.org®) un total de 125. De
esos 125 genes, el 48% (60 genes) fueron relacionados con un total de 7 ontologias
principales de funcion molecular (figura 11). A su vez, de esos 60 genes, 36 estaban
relacionados con una ontologia principal unica (17 genes relacionados con “actividad
catalitica”, 15 genes en relacién con “unién” y 4 genes en relacién con “actividad
transportadora”). Los restantes 24 genes se podian relacionar con dos o0 méas ontologias
principales. La tabla 5 muestra la relacion de genes con informacién ontologica
relacionada con funciones moleculares principales. En dicha tabla se muestran los
genes que solo se relacionan con una ontologia principal, asi como aquellos que

comparten al menos 2 ontologias.

I Unién (GO:0005488)
Actividad catalitica (GO:0003824)
I Regulador de funcién molecular

(GO:0098772)

Actividad de transduccién molecular
(GO:0060089)

Actividad como molécula estructural
(GO:0005198)

I Actividad como regulador transcripcional
(GO:0140110)

Actividad transportadora (GO:0005215)

Figura 11. Diagrama circular en el que se representan las ontologias principales de funcién
molecular a las que se relacionan los genes de interés. GO: ontologia génica (identificador).
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Tabla 5. Listado de genes vinculados con ontologias principales relacionadas con funciones
moleculares.

| ONTOLOGIAS PRINCIPALES  N° GENES GENES

ELOVL6, SPEG, TNIK, PFKFB4, CYP27C1, EOGT,
MCCC1, ABCC5, HENMT1, CYBRD1, ST3GALS,

ACTIVIDAD CATALITICA 17 AASS, USP18, ALDH6A1, PSMB10, MAN1A1,
ABCC3
LRRC1, AHNAK2, CELF2, EMB, SYMPO2, DVL3,
UNION 15 NUCB2, SELENOP, SLFN13, MLF1, TGFB1,
IGFBP5, SPOCK1, CDH2, BTNL9
UNION 9 RFC3, RHOBTB3, SH3RF2, FYN, ARG2, SLAMF7,
ACTIVIDAD CATALITICA MCM4, SYNM, APOBEC3B
UNION
ACTIVIDAD COMO REGULADOR 4 NR3C2, PHF19, JUN, HOXB3
TRANSCRIPCIONAL
ACTIVIDAD TRANSPORTADORA 4 GABRB3, ABCD3, JPH1, KCNS3
UNION
ACTIVIDAD CATALITICA 2 ADAMTS12, GPRC5B
REGULADOR DE FUNCION MOLECULAR
UNION
REGULADOR DE FUNCION MOLECULAR 2 BMP5, VEGFA
ACTIVIDAD DE TRANSDUCCION MOLECULAR
UNION
ACTIVIDAD COMO MOLECULA ESTRUCTURAL 2 TUBB3, MAGI2
UNION
ACTIVIDAD DE TRANSDUCCION MOLECULAR 1 PPARA
ACTIVIDAD COMO REGULADOR
TRANSCRIPCIONAL
UNION
ACTIVIDAD DE TRANSDUCCION MOLECULAR L PAQR8
ACTIVIDAD CATALITICA
REGULADOR DE FUNCION MOLECULAR 1 ARHGAP42
ACTIVIDAD CATALITICA
ACTIVIDAD TRANSPORTADORA 1 HECW2
REGULADOR DE FUNCION MOLECULAR 1 SEMASA

ACTIVIDAD DE TRANSDUCCION MOLECULAR

Haciendo un breve andlisis por cada funciébn molecular principal, encontramos
que de los 36 genes relacionados con “unidon”, el 43,8 y 29,2% de ellos se relacionan
con las ontologias “unién a proteinas” y la “unién de compuesto heterociclico”,
respectivamente.

Con respecto a los 30 genes relacionados con “actividad catalitica”, 13 (39.4%)
y 12 genes (36.4%) se relacionan con “actividad hidrolasa” y “actividad transferasa”.
Considerando los 6 genes relacionados con la ontologia principal “regulador de funcién
molecular”, el 50% esta relacionado con “actividad reguladora enzimatica” y el otro 50%
en relacion con “actividad reguladora de receptor”.

Los 5 genes relacionados con la ontologia principal “actividad de transduccién

molecular” se asocian a la ontologia secundaria “actividad de sefalizacion de receptor”.
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La ontologia principal “actividad reguladora de transcripcién” se encuentra asociada a 5
genes. Esos estan asociados a la ontologia secundaria “actividad como factor de
transcripcién unido a DNA”. Asi mismo, 2 de esos 5 genes también se relacionan con la
“actividad correguladora de la transcripcién”.

Los 5 genes relacionados con la ontologia principal “actividad transportadora” se
relacionan con la ontologia secundaria “actividad transportadora transmembrana”.
Por ultimo, los 2 genes relacionados con la ontologia “actividad de molécula estructural”
se relacion, asi mismo, con la ontologia secundaria “actividad relacionada con complejos
proteinicos de soporte”

En la figura 12 se resumen de forma gréafica las ontologias secundarias
relacionadas con las funciones moleculares principales a las que se vinculan 60 de los

127 genes de interés del presente analisis.
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a) Unién b) Actividad catalitica
| Unién afarmaco (GO:0008144)
I Union a matriz extracelular -
(GO:0050840) Actividad catalitica, actuando sobre
l Unién a compuesto heterociclico DNA (GO:0140097)
(GO:1901363) Actividad catalitica. actuando sobre
Unién iénica (GO:0043167) RNA (GO:0140098)
Il Unién lipidica (GO-0008289) Actividad hidrolasa (GO:0016787)
Unién a compuesto érgano-ciclico Actividad ligasa (GO:0016874)
(GO:0097159) Actividad oxidoreductasa
Unién a proteina (GO:0005515) (GO:0016491)
Unién de complejos proteicos Actividad transferasa
(G0O:0044877) (GO:0016740)
l Unién a pequefia molécula
(GO:0036094)
c) Regulador de funcion molecular d) Actividad de trasduccion molecular

g Actividad reguladora enzimatica

(GO :0030234) Actividad de sefializacion de receptor
il Actividad reguladora de receptor (GO:0038023)

e) Actividad reguladora de transcripcion ) Actividad transportadora

1 Actividad como factor de transcripcion

unido a DNA (GO:0003700) Actividad transportadora transmembrana
Actividad como coregulador de (G0:0022857)
transcripcién (GO:0003712)

g) Actividad de molecula estructural

Actividad relacionada con complejos
proteinicos de soporte (GO:0032947)

Figura 12. Se representan mediante diagrama circular, las principales ontologias secundarias
asociadas a cada funcion molecular principal. GO: ontologia génica (identificador)

Enriguecimiento en componente celular (CC):

Sesenta y uno de los 125 genes identificados por el software de andlisis de
ontologias génicas se vincularon con 7 ontologias principales relacionadas con
componente celular. En la figura 13 se representan dichas ontologias mediante grafico
circular. La ontologia “célula” aglomera al 36,6% de los genes, seguido por “organela”
(21,5%), “region extracelular” y “membrana” con un 14% cada una, “complejo que
contiene proteinas” (9,7%), “union celular” (3,2%) y por Jultimo “complejo

supramolecular” con un 1,1% de los genes.
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Union celular (GO:0030054)

Célula (GO:0005623)

Region extracelular (GO:0005576)
Membrana (GO:0016020)

Organela (G0O:0043226)

Complejo proteico (GO:0032991)
Complejo supramolecular (GO:0099080)

Figura 13. Grafico circular donde se representan las ontologias principales de componente
celular a las que se relacionan los genes de interés. GO: identificador de ontologia génica.

La ontologia principal “célula” resulta ser muy genérica, y comprende hasta un
total de 98 ontologias secundarias y terciarias. El 50% aproximadamente de dichos
genes se relacionan con las ontologias secundarias “parte intracelular” e “intracelular”,
gue a su vez comprende a elementos del citoplasma, organulos asociados o0 no a

membrana, etc.

La ontologia principal “organela” (a la que se asocian el 21.5% de los genes), se
sigue de ontologias secundarias relacionadas con organulos asociados o0 no asociados

a membrana, asi como a vesiculas intracelulares.

Dentro de la ontologia principal “region extracelular” (14% de los genes),
podemos encontrar las ontologias secundarias “matriz extracelular” y “espacio
extracelular”.

También el 14% de los genes se relaciona con “membrana”, que a su vez se
relacionan con hasta 35 ontologias secundarias y terciarias distintas, todas ellas
principalmente relacionadas con las distintas partes de la membrana plasmatica.

EL 9,7% de los genes se relacionan con “complejo proteico” que, al igual que
sucede con los previos, engloba hasta un total de 10 ontologias secundarias
relacionadas con complejos proteicos asociados a receptor, a proteasoma, complejos

ribonucleoproteicos, complejos cataliticos, etc.
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El 3,2% de los genes asociados a la ontologia principal “unién celular’ se
relaciona con la ontologia secundaria “unién adherente célula-célula”

Por ultimo, el 1,1% de los genes se relaciona con la ontologia “complejo
supramolecular”, que se asocia como ontologia secundaria y terciaria a “sarcomero” y
“disco z” respectivamente.

Por otro lado, en la tabla 6 se identifican los 61 genes de interés y las ontologias
principales a las que se relacionan, de ellos 37 se asocian de forma exclusiva a una
ontologia principal (15 genes a “célula”; 9 a “region extracelular”; 6 a “membrana” y
‘organela” y 1 gen a “complejos proteicos”. Los 24 genes restantes se encuentran

asociados a 2 o mas ontologias.
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Tabla 6. Genes asociados a ontologias principales relacionadas con componente celular.

ONTOLOGIA N° GENES GENES
NDRG4, AHNAK2, RHOBTB3, HECW2, TNIK,
CELULA 15 MPDU1, PFKFB4, TNFAIP8, EMB, DVL3, GIMAP2,

PAQRS, CYBRD1, AASS, ALDH6A1

VEGFA, CST3, NTNG1, ADAMTS12, LRIG1,

REGION EXTRACELULAR o SELENOP, TGFBI, IGFBP5, SPOCK1
PCDHB2, PCDHB13, TM4SF18, CMTM3, PCDHB14,
MEMBRANA 6 PCDHBS
SH3RF2, PPARA, HOXB3, SDR16C5, MLF1,
ORGANELA 6 APOBEC3B
CELULA
ORGANELA 6 TUBBS3, ARG2, JUN, HENMT1, SYTL2, PSMB10
CELULA
MEMBRANA 4 ELOVL6, GABRB3, FYN, BTNL9
CELULA
COMPLEJOS PROTEICOS 3 CELF2, JPH1, LCA5
ORGANELA
COMPLEJOS PROTEICOS
ORGANELA 2 RFC3, PHF19
CELULA
MEMBRANA 1 LRRC1
UNION CELULAR
COMPLEJO SUPRAMOLECULAR
ORGANELA 1 SYNPO2
COMPLEJOS PROTEICOS 1 ATP6AP1L
CELULA
COMPLEJOS PROTEICOS 1 CDH2
UNION CELULAR
CELULA
ORGANELA 1 MAN1A1
REGION EXTRACELULAR
CELULA
UNION CELULAR 1 MAGIZ
CELULA
REGION EXTRACELULAR 1 BMPS
MEMBRANA
REGION EXTRACELULAR 1 SEMASA
COMPLEJOS PROTEICOS
MEMBRANA 1 KENS3
CELULA
COMPLEJOS PROTEICOS
ORGANELA ! GPRCSB

REGION EXTRACELULAR

Enriquecimiento en vias de sefalizacion (pathways):

En el andlisis de enriquecimiento en pathways (mediante el software
PANTHER®), obtuvimos informacién sobre 24 genes, los cuales se relacionaban con 31

pathways diferentes (figura 12). Destaca la “via de wnt”, la “via de sefalizacion de
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cadherina” y “angiogénesis”, con 6, 6 y 4 genes, respectivamente. La via de wnt y
cadherina comparten 5 de los 6 genes (de la familia de las cadherinas y proto-
cadherinas). Ambas vias y sus relaciones se han asociado con el proceso tumorigénico
en CPCNP, su pronéstico, asi como con la eficacia de los tratamientos oncologicos

empleados comunmente (radio y quimioterapia).

Via de sefializacion de Alzheimer-preselinina Activacion de HIF en respuesta a hipoxia (P0O0030)
(PO0004)

Infllmacién mediada por la via de sefializacién de
J Angiogénesis (P00005) P

quimiocinas y citoquinas (P00031)

I Via de sefializacion de apoptosis (PO0006) Via de sefializacion de integrina (P00034)
Gufa axonal mediada por SlittRobo (P00008) l Via de sefializacion de Notch (P00045)

I Guia axonal mediada por netrina (P00009) l Respuesta a estrés oxidativo (P00046)
Guia axonal mediado por semaforinas (PO0007) l Via de sefializacién de PDGF (P00047)

I Activacion de célula B (P00010) Enfermedad de Parkinson (P000489)

I Mapa de sefializaciéon de CCKR (P06959) Metabolismo de pirimidina (P02771)

I Via de sefializacion de cadherina (P00012) l Via de sefializacion de Ras_(P04393)

IReguIacién del citoesqueleto por Rho GTPasa | Activacién de célula-T (P00053)

(P00016) [ Via de seffalizacion de TGF-beta (P00052)
Replicacién de DNA (P00017)

Via de sefializacién de receptor de Toll(P00054)
Via de sefializacién de endotelina (P00019)

Via de sefializacién de FAS (P00020)

Via de sefializacién de VEGF_(P00056)

Via y metabolism de la Vitamina D_(P04396)
Via del receptor de hormona liberadora de
gonadotropina (P05554) Via de sefializacion de Wnt (POOOS?)

Enfermedad de Huntington (P00029) l Via de p53 (PO0059)

Figura 14. Representacién mediante gréfico circulalr de los pathways relacionados con los
genes de interés del andlisis. (P00000): identificador de pathway Panther
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Haciendo el

mismo analisis por enriquecimiento en KEGG, obtuvimos

informacion asociada a 21 de los 127 genes. En la tabla 7 se muestran las ontologias

significativas asociadas a cada uno de los genes. Hay que destacar la presencia de

rutas se sefializacion relacionadas con cancer (trasportadores ABC (ABCC3, ABCD3y

ABCCS5), que median en fenébmenos de resistencia a farmacos antineoplasicos); vias de

sefializacién en carcinoma renal (EGLN3, JUN y VEGFA) y en replicacion del DNA

(MCM4 y RFC3); cascadas moleculares relacionadas con la via de Notch (DVL3 y DLL3)

comunmente desregulado en cancer y vias de sefalizacion en cancer en general

(EDNRA y CDKN2B).

Tabla 7. Resumen del andlisis por enriquecimiento en KEGG considerando todas las lineas
celulares. Se representan los genes asociados a las ontologias mas significativas resultantes del

analisis.

IDENTIFICADOR
path:hsa04360

path:hsa02010
path:hsa05211
path:hsa03030
path:hsa04330
path:hsa00514

path:hsa05200
path:hsa00280

path:hsa05130

NOMBRE PATHWAY
Guia axonal

Transportadores ABC
Carcinoma Renal
Replicacion de DNA
Via sefializacion de Notch
Otros tipos de biosintesis de O-
glucanos
Vias en cancer
Degradacién de valina, leucina
e isoleucina
Infeccién patogénica por E.Coli

N° GENES

4

NNNWW

NN

GENES

FYN, SEMASA, NGEF,

NTNG1

ABCC3, ABCD3, ABCC5

EGLNS3, JUN, VEGFA
MCM4, RFC3
DVL3, DLL3

EOGT, ST3GAL3

EDNRA, CDKN2B
ALDH6A1, MCCC1

TUBB3
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5.4.3. Validacion individual de genes con expresion diferencial como biomarcador
prondstico en la cohorte de interés del TCGA.

Empleamos la cohorte publica del TCGA de pacientes afectos de CPCNP (Pan
Cancer atlas) (actualizaciéon 2018) para la validacion de nuestros resultados. Dicha
cohorte se componia de CPCNP tipo adenocarcinoma y tipo escamoso. Los criterios
clinicos principales para la selecciéon de los pacientes fueron 1) haber recibido
tratamiento radioterapico y 2) ser pacientes clasificados como no metastasicos al
diagnéstico. Con dichos criterios de inclusion seleccionamos un total de 107 pacientes.

De la explotacion bioinformatica de los resultados obtenidos considerando todas
las lineas celulares, se obtuvieron un total de 127 genes con expresion diferencial entre
las lineas radiosensibles y radiorresistentes (valor absoluto de log.FC > 1y valor de p
ajustado < 0.05).

Al analizar los datos de la cohorte seleccionada del TCGA sobre el RNAseq de
los 127 genes reflejados més arriba, identificamos la falta de informacion sobre 6 de
ellos (C4orf32, KIAA1324L, LINC00597, LOC100287896, SELENOP y TMEM133). Asi
pues, considerando los niveles de expresion de los 121 genes restantes, se llevé a cabo
un andlisis de supervivencia mediante regresion de Cox univariante, en el que obtuvimos
un total de 21 genes, cuyo nivel de expresion se relacionaba de forma estadisticamente

significativa con la SG en la cohorte de pacientes seleccionada (tabla 8).
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Tabla 8. Genes con un impacto significativo (p <0.05) en la supervivencia global medido
mediante la prueba de regresién de Cox univariante. Se muestran ordenados de forma
descendente por el valor de p.

Gen Beta HR (IC 95% para HR) wald.test Valor p
APOBEC3B -0.303 0.738 (0.623-0.875) 12.30 0.000456
GOLM1 0.352 1.42 (1.15-1.76) 10.20 0.001430
FAM117A -0.473 0.623 (0.461-0.843) 9.43 0.002130
CDH2 0.283 1.33 (1.09-1.61) 8.26 0.004060
KCNQ10T1 1.19 3.27 (1.44-7.43) 8.03 0.004600
SDR16C5 0.197 1.22 (1.05-1.41) 7.10 0.007730
KLHL24 -0.373 0.688 (0.512-0.926) 6.10 0.013500
PCDHB13 0.315 1.37 (1.06-1.78) 5.67 0.017300
PCDHBS 0.244 1.28 (1.04-1.56) 5.66 0.017400
PCDHB2 0.222 1.25 (1.04-1.5) 5.61 0.017900
RHOBTB3 0.24 1.27 (1.04-1.55) 5.49 0.019100
NUCB2 0.468 1.6 (1.08-2.37) 5.44 0.019700
BASP1 0.194 1.21 (1.03-1.43) 5.27 0.021800
TRIM6 0.284 1.33 (1.02-1.72) 4.58 0.032400
ABCC5 -0.166 0.847 (0.726-0.987) 4.52 0.033600
EPHX2 -0.272 0.762 (0.587-0.989) 4.18 0.040900
LRIG1 -0.283 0.754 (0.574-0.989) 4.16 0.041400
TMEM144 0.341 1.41 (1.01-1.95) 4.11 0.042500
PXYLP1 -0.373 0.688 (0.479-0.989) 4.08 0.043300
TUBB3 0.194 1.21 (1.01-1.47) 4.05 0.044100
USP43 0.252 1.29 (1-1.65) 3.92 0.047600

Beta= coeficientes de regresion, HR= relacién de riesgo (HR <1 significa reduccion del riesgo y
viceversa), IC =intervalo de confianza.

Centrados sobre los genes anteriormente expuestos, llevamos a cabo un analisis
de estimacién de supervivencia mediante curvas de Kaplan Meier, tomando la mediana
de la expresién del gen como punto de corte para dividir las muestras en alto y bajo nivel
de expresion. Un total de 10 genes de esos 21 identificados mas arriba, arrojan un valor

de p<0,05 por la prueba de los rangos logaritmicos (figura 15).
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Figura 15. Curvas de Kaplan Meier con la informacion referente a los 10 genes de interés
ordenados por nivel de significacién estadistica (valor p). En el eje de ordenadas se representa
la probabilidad de supervivencia (0-1) y en el eje de abscisas, la supervivencia global en meses.
En amarillo se representan los pacientes cuyo nivel de expresion del gen en cuestion era menor
a la mediana de expresion del gen y en azul los pacientes con niveles de expresién iguales o
superiores a la mediana de expresion del gen en cuestion.
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Asi pues, los genes FAM117A, KCNQ1OT1, KLHL24, SDR16C5, USP43,
RHOBTB3, PXYLP1, APOBEC3B, PCDHB2 y GOLM1, son los que mantuvieron la
significacion estadistica en el andlisis de regresion de Cox univariante y en la estimacion
de SG por Kaplan Meier y, ademas de ser potenciales biomarcadores pronosticos de

forma individual, son los seleccionados para la elaboracion de la firma prondstica.

5.4.4. Obtencion de la firma prondéstica.

Seleccionamos los 10 genes identificados en el apartado previo como
potenciales candidatos a formar parte de la firma prondstica. A continuacion, realizamos
una regresion multiple de Cox con una validacion cruzada de 3 iteraciones, en la que
2/3 de los datos (71 pacientes) se usan como cohorte de entrenamiento y 1/3 (36
pacientes) como cohorte de ensayo. Aplicamos, ademas, una regularizacién Lasso (tipo
L1) a la regresion, para llevar a cabo una seleccion de los genes que influyen en la
supervivencia de forma mas significativa. De acuerdo con el método descrito en el
apartado de “materiales y métodos”, obtuvimos unos coeficientes (betas en la regresion
de Cox) para los genes APOBEC3B, GOLM1, FAM117A, KCNQ10OT1, SDR16C5,

PCDHB2, RHOBTB3 y USP43.

A continuacién, obtuvimos un valor de firma para cada uno de los pacientes,
partiendo de los valores de expresion (logTPM) de cada uno de los genes de interés
multiplicados por sus respectivos coeficientes. Por Ultimo, llevamos a cabo un andlisis
de regresién de Cox univariante para todos los valores de la firma (puntuaciones de

riesgo).
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La puntuacion de riesgo es el resultado de la combinacion lineal del coeficiente
de regresion multiplicado por el nivel de expresiéon de cada gen en cuestion, resumido

en la siguiente férmula:

Puntuacién riesgo= (-0.1353493)*Expresion APOBEC3B + 0.0671513*Expresion
GOLM1 +(-0.4002509)*Expresion FAM117A + 0.6455878*Expresion KCNQ1OT1+
0.0613337*Expresiéon SDR16C5+ 0.0542689*Expresion PCDHB2
+0.0309122*Expresion RHOBTB3 + 0.0834290*Expresion USP43

Mediante un andlisis por regresion de Cox univariante de la firma pronéstica, los
pacientes asociados al grupo prondstico adverso muestran una SG significativamente
mas pobre que aquellos asociados al grupo favorable, con una HR de 3.9 (IC95% 2.39-

6.37) y una p <0,0001. El indice de concordancia fue de 0,713 +/- 0.0374.

El andlisis de prediccion de la supervivencia en funcién de la firma génica
propuesta mediante curvas ROC a 12, 24 y 60 meses, arrojo un valor de AUC de 0.73,
0.72 y 0.79, respectivamente (figura 16). Para el andlisis mediante Kaplan Meier (figura
17), consideramos como punto de corte para separar a los dos grupos pronésticos, a la
mediana de los valores de las puntuaciones de riesgo. Dicho valor es de -0.8. En
amarillo se identifican los pacientes cuya firma génica muestra unos niveles de
expresion menores al punto de corte y que se asocian a mejor supervivencia (mediana
de SG de 71.47 meses (IC 95% 36,7-106,2) y en azul los pacientes en los que los
valores de la firma quedan igual o por encima de dicho punto y que se relaciona con
peor pronéstico (mediana de SG de 24,13 meses (IC al 95% 11.98-36,27). Los valores
de expresion de cada gen en cada uno de los dos grupos diferenciados se exponen en
la figura 18 mediante diagrama de cajas. Todos los genes presentan un nivel de
expresion diferencial estadisticamente significativo en funcién de su relaciéon con cada

grupo de riesgo.
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Figura 16. Curvas ROC en funcién del tiempo (T). AUC: &rea bajo la curva.
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier en la que se representa la probabilidad de supervivencia
global de los pacientes en funcién de su agrupacion de acuerdo con el punto de corte establecido,
gue corresponde a la mediana de las puntuaciones de riesgo de cada paciente en la cohorte,
separando a ésta en 2 grupos (alto o bajo riesgo, en funcién de si su puntuacién de riesgo
individual es mayor/igual o menor a dicho punto de corte, respectivamente). Se representa, asi
mismo, el nimero de pacientes en riesgo en cada grupo en funcién de los intervalos de tiempo
establecidos.
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5.4.5. Validacion individual de genes con expresion diferencial entre lineas
radiosensibles y radiorresistentes como biomarcador predictivo de respuesta en
la cohorte de interés del TCGA.

Hemos considerado a la SLP como variable para la valoracién del efecto de los
tratamientos oncolégicos en nuestra cohorte de interés. Al igual que lo realizado en el
apartado de SG, consideramos los 127 genes diferencialmente expresados e
identificamos 121 de ellos en los datos de RNAseq de nuestra cohorte del TCGA.
Procedimos a hacer un analisis de impacto en la SLP mediante la prueba de regresion
de Cox univariante. En la tabla 9 se representan los 29 genes cuyo impacto en SLP

resulté estadisticamente significativa.

Tabla 9. Genes con un impacto significativo (p <0.05) en la SLP medido mediante la prueba de
regresion de Cox univariante. Ordenados de forma descendente por el valor p.

Gen Beta HR (IC 95% para HR wald test Valor p
GOLM1 0.467 1.6 (1.3-1.96) 20.20 7.00e-06
APOBEC3B -0.323 0.724 (0.621-0.844) 17.00 3.75e-05
KCNQ10T1 1.41 4.08 (1.82-9.15) 11.60 6.58e-04
PCDHB2 0.239 1.27 (1.08-1.5) 8.29 4.00e-03
TUBB3 0.257 1.29 (1.08-1.54) 8.13 4.37e-03
USP43 0.333 1.4 (1.11-1.76) 7.99 4.72e-03
NTNG1 0.369 1.45 (1.12-1.87) 7.78 5.29e-03
PCDHBS 0.259 1.3 (1.08-1.56) 7.76 5.35e-03
BASP1 0.209 1.23 (1.06-1.43) 7.55 6.01e-03
FARP1 0.429 1.54 (1.12-2.1) 7.29 6.95e-03
MPDU1 0.636 1.89 (1.19-3.01) 7.19 7.31e-03
ATP6API1L 0.526 1.69 (1.14-2.51) 6.87 8.74e-03
PXYLP1 -0.413 0.662 (0.473-0.926) 5.80 1.60e-02
CYP27C1 0.229 1.26 (1.04-1.52) 5.77 1.63e-02
ABCC5 -0.17 0.844 (0.733-0.971) 5.59 1.81e-02
PAIP2B 0.319 1.38 (1.05-1.79) 5.54 1.86e-02
PCDHB13 0.279 1.32 (1.05-1.67) 5.52 1.88e-02
KLHL24 -0.33 0.719 (0.545-0.947) 5.51 1.90e-02
SDR16C5 0.159 1.17 (1.03-1.34) 5.47 1.94e-02
CDH2 0.208 1.23 (1.03-1.47) 5.44 1.97e-02
RHOBTB3 0.205 1.23 (1.03-1.47) 5.04 2.47e-02
HECW2 0.312 1.37 (1.04-1.8) 4.88 2.72e-02
FAM117A -0.328 0.721 (0.538-0.966) 4.81 2.83e-02
SPTBN1 0.36 1.43 (1.03-1.99) 4.68 3.06e-02
CELF2 0.189 1.21 (1.01-1.45) 4.28 3.85e-02
JPH1 -0.212 0.809 (0.66-0.992) 4.13 4.21e-02
SLFN13 0.205 1.23 (1.01-1.5) 4.11 4.27e-02
ELOVLG6 -0.212 0.809 (0.655-0.998) 3.93 4.75e-02
MLF1 -0.187 0.829 (0.688-0.998) 3.90 4.82e-02

Beta= coeficiente de regresion, HR= relacién de riesgo (HR <1 significa reduccion del riesgo y
viceversa), IC =intervalo de confianza.
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Centrados sobre los genes anteriormente expuestos, llevamos a cabo un analisis
predictivo de SLP, mediante curvas de Kaplan Meier, tomando la mediana de la
expresion del gen como punto de corte para dividir las muestras en alto nivel de
expresion y bajo nivel de expresion. Las curvas de supervivencia con valor de p<0,05

se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Curvas de Kaplan Meier con la informacion referente a los 19 genes de interés (valor
p<0,05) ordenados por nivel de significacion estadistica. En el eje de ordenadas se representa
la probabilidad de SLP (0-1) y en el eje de abscisas, la SLP en meses. En amarillo se representan
los pacientes cuyo nivel de expresién del gen en cuestion era menor a la mediana de expresion
del gen y en azul los pacientes con niveles de expresion iguales o superiores a la mediana de
expresion del gen en cuestion.
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Asi pues, los genes KCNQ10T1, PCDHB2, GOLM1, USP43, JPH1, ABCCS5,
PXYLP1, ATP6API1L, KLHL24, MLF1, APOBEC3B, SDR16C5, TUBB3, BASP1,
PAIP2B, HECW2, FAM117A, RHOBTB3 Y SLFN13 son los que mostraron de forma
individual un impacto en SLP de forma estadisticamente significativa por andlisis de
regresion de Cox y, ademas, mantuvieron la significacion estadistica en el analisis de
estimacion de SLP por Kaplan Meier. Seleccionamos dichos genes para desarrollar la

firma predictiva de respuesta.

5.4.6. Validacién conjunta de genes como firma predictiva de respuesta al
tratamiento.

Considerando los niveles de expresion de los genes identificados en el apartado
previo, llevamos a cabo un andlisis por regresion de Cox multivariante con regularizacion
de tipo L1 con validacién cruzada de 3 iteraciones. Solo 7 de los 19 genes se mantenian
en el modelo.

La puntuacion de riesgo obtenida de igual forma a la descrita en el apartado

previo queda resumida en la siguiente formula:

Puntuacion riesgo= (-0.1462772) *Expresion APOBEC3B + 0.1824914*Expresién
GOLM1 +(-0.1364778)*Expresion FAM117A + 0.5059698*Expresion KCNQ1OT1+
0.0545114*Expresion PAIP2B+ 0.0624953*Expresion PCDHB2 +
0.0317391*Expresién USP43

Calculamos la puntuacion de riesgo en base a los 7 genes de interés sobre cada
paciente y a continuacion, mediante el paquete estadistico Survminer R, identificamos
el punto de corte para dicha puntuacion de riesgo, clasificando a todos los pacientes en
cohorte de alto o bajo riesgo en funcién del punto de corte establecido. A continuacion,
se llevé a cabo un andlisis por regresion de Cox univariante de la propia firma predictiva,
obteniendo un valor de HR de 5,04 (IC95% 3-8,47) y p<0.001. El indice de concordancia

fue de 0.703.
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Por ultimo, llevamos a cabo un andlisis de prediccién de SLP en funcion de la
firma génica propuesta. Para ello, realizamos un analisis mediante curvas ROC a 12, 24
y 60 meses (figura 20) y posteriormente un analisis mediante Kaplan Meier,
considerando como punto de corte la mediana de las puntuaciones de riesgo, cuyo valor
resultd ser + 0.72, para separar a los dos grupos pronésticos (figura 21). Los pacientes
cuya firma génica muestran unos niveles de expresion menores o mayores/iguales a
dicho punto de corte, obtuvieron una mediana de SLP de 51,55 (IC95% 20,1-83) y 15,45
meses (IC95% 10,1-20,8), respectivamente. Los valores de expresiéon de cada gen en
cada uno de los dos grupos diferenciados se exponen en la figura 22 mediante diagrama
de cajas. Todos los genes de la firma excepto PAIP2B, presentan un nivel de expresion
diferencial estadisticamente significativo en funcion de su relacién con cada grupo

pronéstico. (test U de Mann- Whitney con p<0.05).
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Figura 20. Curvas ROC de prediccién de SLP en funcion del tiempo (T). AUC: area bajo la curva
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Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier en la que se representa la probabilidad de SLP de los
pacientes en funcién de su agrupacion de acuerdo con el punto de corte establecido, que
corresponde a la mediana de las puntuaciones de riesgo de cada paciente en la cohorte,
separando a ésta en 2 grupos (alto o bajo riesgo, en funcién de si su puntuacién de riesgo
individual es mayor/igual o menor a dicho punto de corte, respectivamente). Se representa, asi
mismo, el nimero de pacientes en riesgo en cada grupo en funcion de los intervalos de tiempo
establecidos.
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alto riesgo).
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5.5. GENERACION DE FIRMA GENICA COMUN PARA PREDICCION DE
SUPERVIVENCIA GLOBAL Y SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION.

Tras la obtencién de las firmas génicas con valor pronéstico y predictivo de
respuesta, objetivamos que entre ambas se compartian 6 elementos génicos
(APOBEC3B, GOLM1, FAM117A, KCNQ1OT1, PCDHB2 y USP43), lo que nos llevo a
la generacion de una firma Unica con capacidad pronéstica de SG y predictiva de
respuesta. Para ello, siguiendo igual metodologia a la empleada en la obtencion de las
firmas previas, pero en este caso empleando los datos de SG de la cohorte, obtuvimos

una puntuacion de riesgo resumida en la siguiente formula:

Puntuacion riesgo= (-0.1783969) *Expresion APOBEC3B + 0.0877709
*Expresion GOLM1 +(-0 4162868) *Expresion FAM 117A + 0.8842986
*Expresion KCNGQ10T1+ 0.0859888 *Expresion PCOHB2 + 0.1 117924 Expresion USP43

A continuacién, llevamos a cabo un analisis de regresion de Cox univariante de
la firma para la SG y la SLP. Tal y como se refleja en la tabla 10, la HR para SG y SLP
asociado a la firma génica de alto riesgo fue de 3,23 y 3,46, con un indice de

concordancia de 0.71 y 0.72, respectivamente.

Tabla 10. Resultados del analisis de la firma génica comun por regresion de Cox univariante
para SGy SLP

Beta HR (IC95% para HR) Test Wald Valor p IC
Firma
(50) 1,17 3,23 (2,11-4,95) 20,2 6,66e-08  0,71+0,0373
(FS'rL”g,a; 1,24 3,46 (2,3-5,2) 35,4 2,62e-09  0,72+0,032

Beta= coeficiente de regresion; HR= razén de riesgo; IC =intervalo de confianza.

Llevamos a cabo en analisis de capacidad de prediccion de la firma comin
mediante curvas ROC, con un AUC a 12, 24 y 60 meses para la SG de 0.69,0.70y 0.81
y para la SLP de 0.67, 0.78 y 0.79, respectivamente. Para las curvas de Kaplan Meier,

establecimos un punto de corte en funcion de la mediana de los valores de la firma
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(puntuacién de riesgo) cuyo valor resultd ser -1.059, obteniendo dos curvas comparadas

mediante la prueba de los rangos logaritmicos. Las curvas ROC y Kaplan Meier se

muestran en la figura 23.
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Figura 23. Curvas ROC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica comun para SG (a) y SLP (b).
Curvas de Kaplan Meier en la que se representa la probabilidad de SG (c) y SLP (d) en funcion
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Por ultimo, determinamos los niveles de expresion de cada uno de los genes en
funcion del grupo de riesgo considerado en la firma (bajo o alto riesgo). Comparamos
dichos niveles mediante la prueba de U de Mann-Whitney y lo representamos mediante

diagrama de cajas (figura 24).
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Figura 24. Diagrama de cajas en el que se muestran los niveles de expresion (logTPM) en eje
de ordenadas de cada gen en funcion de cada grupo prondstico (bajo o alto riesgo).

5.5.1. Aplicacién de la firma génica para prediccion de SG y SLP en funcién del
subtipo histoldgico.

Dado que la firma génica propuesta se generd sin distincion por subgrupo
histoldgico principal (adenocarcinoma contra escamoso) planteamos comprobar si la
firma era valida para cada subtipo de forma individual. Procedimos metodolégicamente
igual a lo mostrado en apartados previos para la aplicacion de la firma. En la tabla 11 se
representan los valores del andlisis de regresion de Cox univariante de la firma génica
comun, distinguiendo entre adenocarcinoma y escamoso. Al comparar los valores de la
firma con los obtenidos en el andlisis previo sin distincion por subtipo histoldgico,

objetivamos valores de HR similares entre ellos, sin perder poder estadistico.

80



Tabla 11. Resultados del andlisis de la firma génica comun por regresion de Cox univariante
para SG y SLP en funcion del tipo histoldgico principal (adenocarcinoma /escamoso)

HR (IC95% para Test

Histologia Beta HR) Wwald Valor p IC

F(gg‘;" 126  352(1.85-6.69) 14.8 0.00012 0.69 +0.055
ADC

Firma

1,32 3.76(203-697) 176 2,68e-05 0,72+0,047

(SLP)

F(gg“ 135 3.87(191-7.83) 142 0.00016 0.73+0.05
CE

Firma

oLp 133 3.78(1937.42) 15 0.00011 0.730.048

Beta= coeficiente de regresion; HR= razon de riesgo; IC= intervalo de confianza;
ADC=adenocarcinoma; CE= carcinoma escamoso

Las curvas ROC con los valores de AUC a 12, 24 y 60 meses se muestran en la

figura 25. Apreciamos como la capacidad predictiva de la firma se mantiene tanto en

adenocarcinoma como en escamoso (valores de AUC iguales o mayores a 0,6 en todos

los casos).
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Figura 25. Curvas ROC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica comin para SG (ay c) y SLP
(b y d) en funcion del grupo histologico (adenocarcinoma y ca. escamoso)
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Por dltimo, en la figura 26 se muestran las curvas de Kaplan Meier, con

separacion estadisticamente significativa (logRank test p<0,05) entre los pacientes

asignados al grupo de bajo o alto riesgo, separados de acuerdo con el punto de corte

empleado en la cohorte global (-1.05).
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Figura 26. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan las probabilidades de SG y SLP
en funcién del grupo de riesgo asociado a la firma génica para el subgrupo de pacientes afectos
de adenocarcinoma (imagen a y b) y para el subtipo escamoso (imagen c y d). En cada grafica
se muestra el nimero de pacientes en riesgo para diferentes tiempos. Se empled como punto de
corte para separar a ambos grupos, el valor obtenido del analisis de la cohorte global.

Decidimos, asi mismo, llevar a cabo un andlisis adicional por Kaplan Meier,

considerando como punto de corte al valor de la mediana de las puntuaciones de riesgo

obtenido en el subconjunto de adenocarcinomay ca. escamoso de forma individual. Asi,

el punto de corte, al considerar la mediana, separa a las cohortes en 2 grupos con igual

namero de pacientes. El punto de corte para la cohorte de adenocarcinoma y ca.

escamoso fue de -0.81 y -1.48, respectivamente.
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Las curvas de KM se muestran en la figura 27. Tal y como se aprecia, las
diferencias en estimacion de supervivencia para los pacientes de alto y bajo riesgo

siguen siendo estadisticamente significativas.
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Figura 27. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan las probabilidades de SG y SLP
en funcion del grupo de riesgo asociado a la firma génica para el subgrupo de pacientes afectos
de adenocarcinoma (imagen a y b) y para el subtipo escamoso (imagen c y d). En cada gréfica
se muestra el nimero de pacientes en riesgo para diferentes tiempos. Se empled como punto de
corte para separar a ambos grupos, la mediana de los valores de la puntuacién de riesgo de cada
cohorte de forma independiente.

Por ultimo, determinamos los niveles de expresion de cada uno de los genes en
funcion del grupo de riesgo considerado en la firma (bajo o alto riesgo). Comparamos
dichos niveles mediante la prueba de U de Mann-Whitney y lo representamos mediante

diagrama de cajas (figura 28).
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Figura 28. Diagrama de cajas en las que se muestran los niveles de expresién (logTPM) en eje
de ordenadas de cada gen que conforma la firma génica en funcion del grupo pronéstico (bajo o
alto riesgo). Se muestran los resultados para el analisis de la cohorte de adenocarcinoma (A) y
ca. escamoso (B) y se ordenan los elementos génicos de izquierda a derecha en funcién del
valor de p (test de U de Mann- Whitney).
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5.6. ENSAYO DE LA FIRMA GENICA EN COHORTE ADICIONAL DE PACIENTES
AFECTOS DE CPCNP.

A pesar de no disponer de una cohorte adicional en la que los pacientes hubieran
recibido tratamiento radioterapico, decidimos ensayar la firma génica propuesta en las
cohortes del TCGA de cancer de pulmén (adenocarcinoma y escamoso) (version 2018),
excluyendo a los pacientes con estadio IV al diagnéstico y los pacientes que habian
recibido tratamiento radioterapico, por haber sido esos los considerados en nuestra
cohorte para el desarrollo de la firma génica. Se incluyeron un total de 820 pacientes
(410 pacientes de cada grupo histolégico principal), los cuales habian recibido
tratamiento oncoldgico quirdrgico +/- sistémico. Desde este momento denominaremos

al conjunto completo de pacientes de esta cohorte adicional como “cohorte completa”.

5.6.1. Ensayo de la firma génica como factor prondéstico de SG.

Al igual que en lo descrito en los apartados previos, calculamos el valor de la
firma génica para cada paciente en funcion del nivel de expresiéon de cada uno de los 6
genes propuestos multiplicados por sus respectivos coeficientes de regresion. Llevamos
a cabo un analisis por regresion de Cox univariante de la firma para dicha cohorte
adicional, obteniendo un valor de HR para la SG de 0.956 (IC al 95% de 0.79-1.15) con
valor p=0.638 y un IC= 0.503. Las curvas ROC con el célculo de la prediccion de
supervivencia a 12, 24 y 60 meses arrojé unos valores de AUC de 0.54, 0.51 y 0.47,
respectivamente. Al analizar el impacto de la firma en funcion del subtipo histolégico,
apreciamos resultados similares a los obtenido en la cohorte global, siendo la prediccion
de SG discretamente mejor para el subgrupo de adenocarcinoma. Las curvas ROC se

muestran en la figura 29.
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Figura 29. Curvas ROC con el valor del AUC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica prondstica
para la cohorte completa de ensayo del TCGA (imagen a), para adenocarcinoma (b) y para
c.escamoso (c). AUC= area bajo la curva.

Decidimos llevar a cabo un analisis adicional por Kaplan Meier, considerando
como punto de corte al valor de la mediana de las puntuaciones de riesgo obtenido al
analizar la cohorte adicional (820 pacientes), y al subconjunto de adenocarcinomay al
de ca. escamoso de forma individual. Asi, el punto de corte, al considerar la mediana,
separa a las cohortes en 2 grupos con igual nimero de pacientes. El punto de corte
para la cohorte completa, para adenocarcinoma y ca. escamoso, fue de -1.05, -0.81y -
1.48, respectivamente. Las curvas de Kaplan Meier se muestran en la figura 30. Tal y
como se aprecia en esta, en el caso del andlisis del subgrupo de adenocarcinoma, las
diferencias en la estimacion de la SG se sitian en el limite de la significacion estadistica

(p=0,05).
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Figura 30. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan la probabilidad de SG en funcién
del grupo de riesgo asociado al valor de la firma génica propuesta. Informacion de la cohorte
adicional completa del TCGA (imagen a), del subtipo adenocarcinoma (imagen b) y del ca.
escamoso (imagen c). Se empled como punto de corte para dividir a los pacientes en grupo de
alto y bajo riesgo a la mediana del valor de las puntuaciones de riesgo para cada cohorte (-1.15
para cohorte completa, -0.88 para adenocarcinoma y -1.48 para ca. escamoso).

5.6.2. Ensayo de la firma génica como factor predictor de respuesta terapéutica
(impacto en SLP).

A continuacion, se muestran los resultados del analisis de la firma génica comun
como elemento predictor de respuesta terapéutica (impacto en SLP) sobre la misma
cohorte de pacientes del TCGA empleada en el apartado previo, analizando primero la
cohorte completa y posteriormente su impacto en funcién del subtipo histolégico. El valor

de la HR para la firma génica predictiva de respuesta fue de 1.48 (IC al 95% de 1.21-
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1.81) con un valor p=0.00015 y un IC =0.592 £0.019. Las curvas ROC a 12, 24 y 60
meses mostraron un AUC de 0.58,0.56 y 0.52, respectivamente. EL valor de la HR para
adenocarcinoma fue de 1.45 (IC al 95% 1.04-2.01) con un valor p=0.0263 y un IC de
0.575+0.025. EIl valor de AUC a 12, 24 y 60 meses fue de 0.58, 0.58 y 0.53,
respectivamente. Por ultimo, en el caso del subtipo escamoso, la HR para la firma
resulté ser de 1.28 (IC al 95% de 0.91.8-1.78) con un valor p=0.146 y un IC=
0.57840.031. El valor del AUC a 12, 24 y 60 meses resultd ser de 0.58, 0.54 y 0.51,

respectivamente. Las curvas ROC de los 3 supuestos se representan en la figura 31.
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Figura 31. Curvas ROC con el valor del AUC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica con intencién
predictiva de respuesta para la cohorte completa de ensayo del TCGA (imagen a), para
adenocarcinoma (b) y para c.escamoso (c). AUC= area bajo la curva.

Al igual que en los previos, llevamos a cabo un analisis adicional por Kaplan
Meier, considerando como punto de corte al valor de la mediana de las puntuaciones de
riesgo obtenido al analizar la cohorte adicional (820 pacientes; punto de corte=-1.15), el
subconjunto de adenocarcinoma (410 pacientes; punto de corte=-0.88) y el de ca.
escamoso (410 pacientes; punto de corte=-1.48) de forma individual. Asi, el punto de
corte, al considerar la mediana, separa a las cohortes en 2 grupos con igual nUmero de
pacientes. Las curvas de Kaplan Meier se muestran en la figura 32. Tal y como se
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aprecia en la figura, se mantiene y mejora el valor de p para la cohorte y en el caso del
analisis del subgrupo de adenocarcinoma, las diferencias en la estimacion de la SLP
alcanzan la significacion estadistica (p=0,012). Las diferencias en SLP en el caso del

ca.escamoso no consiguen alcanzar la significacion estadistica (p=0.13).
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Figura 32. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan la probabilidad de SLP en funcion
del grupo de riesgo asociado al valor de la firma génica propuesta. Informacion de la cohorte
adicional completa del TCGA (imagen a), del subtipo adenocarcinoma (imagen b) y del ca.
escamoso (imagen c). Se empleé como punto de corte para dividir a los pacientes en grupo de
alto y bajo riesgo, la mediana del valor de las puntuaciones de riesgo para cada cohorte (-1.15
para cohorte completa, -0.88 para adenocarcinoma y -1.48 para ca. escamoso).
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5.7. COHORTE DE PACIENTES DEL TCGA. CARACTERISTICAS Y ANALISIS DE
LAS VARIABLES CLINICAS, PATOLOGICAS Y MOLECULARES COMO FACTORES
PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DE RESPUESTA A TRATAMIENTO.

En la tabla 12 se muestran los datos clinicos de la cohorte de pacientes
seleccionada. En el anexo 4 se encuentran los identificadores del TCGA.

La edad media al diagnéstico era de 63 afios (rango 39-86 afios). 59 de los
pacientes eran varones y 48 mujeres. El diagnéstico inicial de los pacientes y por tanto
el tratamiento, se llevd a cabo entre los afios 1992y 2013. Con respecto a la clasificacion
patolégica por estadios, basado en la valoracion TNM (de la 32 a la 72 edicidn,
dependiendo del afio del diagnéstico), 24/107 pacientes se clasificaron como estadio |;
33/107 pacientes como estadio Il y 50/107 pacientes como estadio Ill. Entre este Ultimo
grupo, 42/107 pacientes se clasificaron como estadio llla y 7 pacientes al estadio Illb.

Con respecto al abordaje terapéutico, todos los pacientes recibieron tratamiento
radioterdpico, sin poder especificar si se administré de forma adyuvante o en contexto
prequirdrgico o como modalidad radical sola o en combinacién con tratamiento

sistémico.

En el momento de la recoleccién de los datos de la cohorte (actualizaciéon 2018
del TCGA), 57/107 pacientes ya habian fallecido y 68/107 pacientes ya habian sufrido
una progresioén de su enfermedad. La mediana de SLP, supervivencia cancer-especifica
(SCE) y SG fue de 22,9 meses (rango 0,72-140), 41,6 meses (rango 0,72- 140) y 32,7
meses (rango 0.72-140), respectivamente (figura 35). La SG, SLPy SCE a 1, 2y 5 afios

fue del 80, 66 y 33%, 67,5,50y 21% y 82,5, 72,5 y 44%, respectivamente.
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Tabla 12. Resumen de las caracteristicas de los pacientes de la cohorte principal del estudio.
Variables N %
Edad al diagnéstico

< 40 afios 1 0,9

[40-49] 8 7,5

[50-59] 28 26,2

[60-69] 37 34,6

270 32 29,9

Valor perdido 1 0,9
Ao del diagnéstico

<2000 5 4,7

[2000-2009] 51 47,7

22010 36 33,6

Valor perdido 15 14
Género

Mujer 48 44,9

Hombre 59 51,4
Estadio tumoral (AJCC)

Estadio | 24 22,4

Estadio Il 33 30,8

Estadio IlI 50 46,7
Subtipo histoldgico

Adenocarcinoma 55 51,4

Epidermoide 52 48,6
Estado vital

Vivo 50 46,7

Fallecido 57 53,3
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Figura 33. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan la supervivencia libre de
progresion (SLP), la supervivencia cancer especifica (SCE) y la supervivencia global (SG) de la
cohorte de interés.

91



Para conocer si existen factores que condicionen la SG y la SLP, se consideraron
una serie de variables clinicas y patoldgicas para analizar su influencia en dichos
parametros. Para facilitar el andlisis estadistico, las variables se dicotomizaron. Dichas
variables son: sexo (varén contra mujer); edad al diagndéstico (menor o mayor-igual a 63
afos); aflo del diagnéstico (antes o después del 2008); el subtipo histologico
(adenocarcinoma contra epidermoide); el componente T (T1y T2 contra T3 y T4); la
carga nodal (nO y n1 contra n2 y n3) y el estadio tumoral (estadio | y Il contra estadio
lll). Asi mismo, se dicotomizé la firma génica en pacientes de bajo y alto riesgo en
funcion de si el valor de la firma individual era menor o mayor/igual a la mediana de los

valores de la firma establecida.

La informacion referente a la estimacion de SG y SLP en funcién de las variables
descritas mas arriba se muestra en la tabla 13. Se emple6 un andlisis por Kaplan Meier
con comparacién de las curvas mediante la prueba de los rangos logaritmicos,
considerando al valor de p<0,05 como nivel de significacién estadistica. Tal y como se
muestra, tan solo los pacientes con firma génica de alto riesgo contra la de bajo riesgo
muestran unas diferencias en SG estadisticamente significativas. Con respecto a la
SLP, el subtipo histolégico adenocarcinoma y la firma génica de alto riesgo propuesta

se relacionaban con peor SLP de forma estadisticamente significativa.

5.7.1. Analisis uni y multivariante de las variables clinicas y patoldgicas, su
impacto en supervivencia global y su influencia sobre la firma génica propuesta.

Con el objetivo de comprobar el potencial impacto de las variables consideradas
sobre la SG de los pacientes de la cohorte de interés, se llevo a cabo en primer lugar un
analisis por regresion de Cox univariante, seguido de un andlisis bivariante con el
objetivo de identificar la influencia de dichas variables sobre el impacto de la firma génica
en la SG. En el andlisis por regresion de Cox univariante, tan solo la firma génica
propuesta en nuestro trabajo mostraba un impacto en la SG estadisticamente

significativo, con una HR para el grupo de alto riesgo de 2,99 (IC al 95% para la HR de
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1,72-5,19) y p<0.0001 (tabla 14). La variable “estadio tumoral” y dentro de ella, el
estadio | y Il, se relacion6 con una disminucién del riesgo de muerte (HR= 0,60 con IC
al 95% para HR de 0.35-1.01) sin alcanzar el nivel de significacion estadistica planteado

(p=0.051).

Tabla 13. Resultados del analisis univariante (test de rangos logaritmicos) para potenciales
factores prondsticos y predictivos de respuesta.

Variable CEEG RS n Mediana p (Log Mediana SLP p (Log
9 SG (meses) Rank)  (meses)  Rank)
< 63 afios a7 37,6 25,38
Edad = 63 afios 59 32 0,346 22,68 0.457
desconocido 1 - -
< 2008 39 28,9 22.91
ARo diagnéstico = 2008 53 44,19 0,128 26,14 0.831
desconocido 15 - -
) Hombre 59 37,58 26
Geénero - 0,42 ——— 0,612
Mujer 48 32,45 22,75
) o Adenocarcinoma 55 29,46 17,46
Subtipo histolégico 0.158 ——  0.028
Escamoso 52 43,89 29,98
TlyT2 78 32,84 26
Componente T 0,188 —— 0.1
T3y T4 29 24,13 12,66
n0-1 65 37,58 22,92
Carga nodal n2-n3 40 27,45 0,37 17,62 0.814
desconocido 2 -
Estadi lyll 57 43,89 0.051 26,96 0.183
stadio . — 0,
1 50 26,53 15,88
) o Bajo riesgo 53 71,473 47,11
Firma prondstica - <0,001 ———<0,001
Alto riesgo 54 24,131 12,65
Supervivencia cohorte

Mediana SG (meses): 32,7 (IC al 95% 25-40,4)
Mediana SLP (meses): 22,9 (IC al 95% 15-30,8)
Mediana de SCE (meses): 41,6 (IC al 95% 30,1-53,1)

SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresion; SCE: supervivencia cancer
especifica. IC: intervalo de confianza. N: nUmero de pacientes

Antes de descartar la necesidad de un andlisis multivariante, quisimos plantear
un analisis bivariante, donde la variable “firma génica prondstica” se establecia como la
principal. En la tabla 15 se muestran los resultados de este analisis. Ninguna variable
considerada resulté impactar de forma estadisticamente significativa en la supervivencia

ni modificaba el impacto de la firma génica prondstica en la cohorte seleccionada. Como
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ejemplo, en el caso de analisis bivariante con la variable “estadio tumoral’, la HR
asociado a la variable “firma prondstica” (2,81), indica que los pacientes con firma
prondstica de alto riesgo tienen un riesgo de éxitus 2,81 veces mayor que aquellos con
firma génica de bajo riesgo, una vez que la posible influencia del estadio tumoral en la
SG esta controlada. Ademas, el efecto deletéreo que la firma prondstica desfavorable
ejerce sobre la SG es estadisticamente significativo (valor p<0.0001), cuando el efecto
del estadio tumoral en la SG esta controlado. Como la HR de la variable “firma génica”
del presente modelo (2.81) es muy similar al obtenido en el modelo univariante (2.99),
el estadio tumoral no es un factor confusor de la relacion entre la firma génica prondstica
y la SG y tampoco es un factor de riesgo de la SG ya que su HR no es estadisticamente
significativo (valor p=0,24). Esta interpretaciébn es extensible al resto de variables
incluidas y nos permite omitir un posterior analisis multivariante.

Tabla 14. Andlisis de regresion de Cox univariante. Se analiza el impacto de las variables
categoricas independientes sobre la SG.

Variables Beta ET Wald HR 2906 I pElix Valor p
Inferior Superior

Edad al diagnéstico -0,25 0,27 0,88 0,78 0,46 1,32 0,35
Afio diagnéstico 0,46 031 2,28 1,59 0,87 2,91 0,13
Género -0,21 0,27 0,65 0,81 0,48 1,36 0,42
Subtipo histolégico 0,38 0,27 197 1,46 0,86 2,48 0,16
Componente T -0,38 0,29 1,71 0,68 0,39 1,21 0,19
Carga Nodal -0,24 0,27 0,80 0,78 0,46 1,34 0,37
Estadio tumoral (AJCC) -0,52 0,27 3,73 0,60 0,35 1,01 0,05

Firma génica SG 1,10 0,28 15,16 2,99 1,72 5,19 <0,0001

IC= Intervalo de confianza; HR= raz6n de riesgo
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Tabla 15. Analisis por regresion de Cox bivariante. Valoracion del efecto de las variables
categoricas independientes sobre la HR de la firma génica prondstica de SG.

95,0% IC para HR
Variables Beta ET Wald HR Valor p
Inferior Superior

Firma génica SG 1,09 0,28 15,04 2,99 1,72 5,20 0,00
Edad al diagnostico -0,34 0,27 158 0,71 0,42 1,21 0,21
Firma génica SG 1,29 0,31 16,93 3,65 1,97 6,76 0,00
Afio diagnéstico 0,52 0,31 2,88 1,69 0,92 3,09 0,09
Firma génica SG 1,11 0,29 14,58 3,04 1,72 5,39 0,00
Género 0,06 0,28 0,056 1,07 0,62 1,83 0,82
Firma génica SG 1,20 0,32 13,69 3,32 1,76 6,26 0,00
Subtipo histolégico -0,20 0,31 0,42 0,82 0,45 1,50 0,52
Firma génica SG 1,11 0,28 15,50 3,03 1,74 5,26 0,00
Componente T -0,42 0,29 2,10 0,65 0,37 1,16 0,15
Firma génica SG 1,09 0,29 13,99 2,98 1,68 5,28 0,00
Carga Nodal -0,02 0,28 0,01 0,98 0,57 1,68 0,93
Firma génica SG 1,03 0,29 12,95 281 1,60 4,93 0,00
Estadio tumoral (AJCC) -0,32 0,27 1,36 0,73 0,43 1,24 0,24

IC= Intervalo de confianza; HR= razén de riesgo

5.7.2. Andlisis uni y multivariante de las variables clinicas y patoldgicas, su
impacto en supervivencia libre de progresiéon y su influencia sobre la firma génica
propuesta.

Al igual que en el apartado de SG, llevamos a cabo un analisis por regresion de
Cox univariante de cada una de las variables clinicas y patolégicas consideradas para
conocer su impacto en SLP. Tal y como se muestra en la tabla 16, el subtipo histolégico
adenocarcinoma y la firma génica de alto riesgo resultaron impactar en la SLP con una

HR de 1.74 y 3.66 y un valor de p de 0.03 y <0.0001, respectivamente.

En el analisis bivariante por regresion de Cox, tomando como variable principal
a la firma génica predictiva y enfrentdndola con el resto de las variables, ninguna resultd
ser un factor modificador ni confusor del impacto de la firma génica sobre la SLP de
forma estadisticamente significativa. En la tabla 17 se representan los resultados de

dicho analisis.
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Tabla 16. Andlisis de regresion de Cox univariante. Se analiza el impacto de las variables
categoricas independientes sobre la SLP

95% IC para HR

Variables Beta ET Wald HR Valor p
Inferior Superior

Edad al diagnostico -0,18 0,25 0,55 0,83 0,51 1,35 0,46
Afio diagnéstico 0,06 0,27 0,05 1,06 0,62 1,81 0,83
Género -0,12 0,24 0,25 0,88 0,55 1,43 0,62
Subtipo histolégico 0,55 0,25 4,74 1,74 1,06 2,86 0,03
Componente T -0,44 0,27 2,63 0,64 0,38 1,10 0,10
Carga Nodal 0,06 0,25 0,06 1,06 0,65 1,74 0,81
ESta(dAif]’é‘g‘ora' 032 024 176 072 045 1,17 0,18

Firma génica SLP 1,30 0,27 23,45 3,66 2,16 6,18 <0,0001

IC= Intervalo de confianza; HR= raz6n de riesgo

Tabla 17. Analisis por regresién de Cox bivariante. Valoracion del efecto de las variables
categoricas independientes sobre la HR de la firma génica pronéstica de SLP

95,0% IC para HR

Variables Beta ET Wald HR Valor p
Inferior  Superior

Firma génica SLP 1,28 0,27 23,07 3,60 2,14 6,08 0,00
Edad al diagnostico -0,27 0,25 1,21 0,76 0,47 1,24 0,27
Firma génica SLP 1,46 0,30 24,14 4,33 2,41 7,76 0,00
Afio diagnéstico 0,09 0,28 0,12 1,10 0,64 1,89 0,73
Firma génica SLP 1,31 0,27 23,50 3,72 2,19 6,33 0,00
Género 0,10 0,25 0,16 1,11 0,68 1,81 0,69
Firma génica SLP 1,33 0,30 19,13 3,79 2,09 6,89 0,00
Subtipo histoldgico -0,07 0,29 0,06 0,93 0,53 1,64 0,80
Firma génica SLP 1,31 0,27 24,19 3,69 2,19 6,21 0,00
Componente T -0,51 0,28 3,37 0,60 0,35 1,04 0,07
Firma génica SLP 1,32 0,27 22,90 3,73 2,17 6,39 0,00
Carga Nodal 0,32 0,26 1,50 1,37 0,83 2,28 0,22
Firma génica SLP 1,28 0,27 21,99 3,59 2,10 6,11 0,00
Estadio tumoral (AJCC) -0,10 0,25 0,15 0,91 0,56 1,48 0,70

IC= Intervalo de confianza; HR= razén de riesgo




DISCUSION
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6. DISCUSION

El CPCNP constituye la principal causa de muerte por cancer en el varén y la
segunda en la mujer a nivel mundial®*. Un porcentaje elevado de pacientes se
diagnostica en estadios localmente avanzados e irresecables y la mayoria (inclusive
aquellos diagnosticados en estadios tempranos operables) terminaran sucumbiendo a
fendmenos de diseminacion metastdsica. En dicha situacion, el prondstico a 5 afios
sigue siendo sombrio.

Hoy en dia, el tratamiento estandar en estadios iniciales es cirugia mas/ menos
tratamiento sistémico y/o radioterapico. En estadios mas avanzados, no resecables,
pero no metastasicos, el tratamiento estandar sigue siendo regimenes combinados de
radio-quimioterapia (basada en platinos). En estadios metastésicos al diagndstico, el
tratamiento consiste en quimioterapia o tratamientos dirigidos sobre dianas moleculares
especificas, mas/menos la adicién de tratamiento radioterapico en algunos casos, todo
ello con fines paliativos®.

Actualmente, el sistema de estadificacion tumoral por la clasificacion TNM sigue
siendo el instrumento mas potente para predecir la supervivencia de los pacientes y es
el eje en el que se centra la comunidad oncolégica para plantear el abordaje terapéutico
en el caso del CPCNP y en la mayoria de las neoplasias 29123124,

A pesar de los esfuerzos por obtener informacién clinica, patolégica y/o
molecular que pudiera servir para predecir repuesta a los tratamientos y mejorar la
capacidad prondstica, no existen en el momento actual biomarcadores validados en el
CPCNP que faciliten a la comunidad oncoldgica la toma de decisiones con respecto a
la seleccién individualizada de tratamientos en el contexto no metastasico. Existen
multiples propuestas de firmas génicas que intentan pronosticar la supervivencia o
predecir la respuesta a tratamiento (no radioterapico), pero principalmente centrados en
estadios tempranos o bien en los metastasicos al diagnéstico. Por el contrario, son

escasos los estudios que plantean dichos elementos predictivos y/o prondsticos en
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estadios localmente avanzados no metastasicos, donde el tratamiento con radiacion
ionizante juega un papel importante. El oncologo radioterapico, en particular, carece de
marcadores moleculares que le sirvan para condicionar el tratamiento radioterapico a
emplear, mas alla de las recomendaciones generales que se derivan, por ejemplo, del
informe anatomopatol6gico, considerando la situacién de margenes quirdrgicos o la
carga nodal positiva, entre otros 2°123,

Una de las dificultades a las que nos enfrentamos cuando planteamos la
identificacion de firmas predictivas y pronésticas en CPCNP, es la incapacidad para
identificar si las variables clinicas, terapéuticas, histolégicas o moleculares, poseen el
mismo peso a la hora de condicionar la respuesta terapéutica mantenida y la
supervivencia global, tal y como refleja Subramanian y Simon, en la publicacién de 2010,
donde hacen un analisis profundo de los sesgos que presentan las diferentes firmas
génicas propuestas para esta entidad patoldgica, llegando a la conclusion de que son
esos sesgos y el mal disefio de los estudios prondsticos y predictivos lo que limita la

inclusion de los resultados en la practica clinica diaria®?.

El objetivo principal de nuestro estudio fue el desarrollo y validaciéon de firmas
génicas con capacidad pronéstica y predictiva de respuesta a radioterapia. Para ello
realizamos el analisis de expresion basal del genoma completo en muestras tumorales
de lineas celulares comerciales de CPCNP, que fueron clasificadas por su sensibilidad
al tratamiento radioterapico (lineas radiosensibles contra lineas radiorresistentes).
Obtuvimos asi un total de 127 genes cuyos niveles de expresion diferian entre ambos
grupos.

Con el objetivo potencial de identificar ontologias génicas o rutas de sefalizacion
gue pudieran estar relacionados de forma directa o indirecta con el perfil de respuesta
al tratamiento radioterapico, procedimos al enriquecimiento en funciones moleculares,
componente celular y pathways de los 127 genes diferencialmente expresados. De

forma similar a lo publicado con anterioridad, el enriquecimiento en funciones
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moleculares y componente celular resulté demasiado genérico y no nos ha permitido
definir de forma clara una ontologia predominante sobre otras. No obstante, la
informacion obtenida en nuestro estudio sobre un potencial enriqguecimiento en actividad
oxidorreductasa, tal y como se muestra en el apartado de resultados, nos llevé a testar
un farmaco (amitriptilina) con conocido efecto sobre estrés oxidativo!?®, para intentar
radiosensibilizar las lineas celulares comerciales incluidas en nuestro trabajo. Los
resultados (no mostrados en la presente tesis) no confirmaron la potencial
radiosensibilizacion mediante este modificador de radicales libres.

El enriquecimiento en vias de sefializacion mediante el software PANTHER o por
KEGG, muestra la existencia de enriguecimiento en multiples pathways de relevancia
en cancer, como la via de p53, la via de Wnt, la de PDGF, vias de sefalizacion
relacionadas con receptor tipo Toll, vias de sefializacion de cadherinas, angiogénesis,
etc. Estos resultados son observados en otras publicaciones relacionadas con CPCNP,
y tal y como se refleja en éstas, el papel de las potenciales interacciones entre estas
vias y su desregulacion, podrian ayudar a explicar los fendbmenos de generacion,
mantenimiento, progresion y respuesta terapéutica del CPCNP, entre otros tumores?”
129.

Los genes diferencialmente expresados entre las lineas sensibles y resistentes
a radiacién fueron considerados para su posterior andlisis en la cohorte de interés del
estudio (107 pacientes del TCGA (conjunto de adenocarcinoma y ca. escamoso) que
cumplian con los requisitos de no ser metastasicos al diagndstico y haber recibido
tratamiento radioterapico). Se llevo a cabo un andlisis (regresion de Cox univariante) del
impacto de la expresion de dichos genes en la SG de los pacientes que conformaban
dicha cohorte, obteniendo un total de 21 genes con impacto prondstico estadisticamente
significativo. A continuacion, llevamos a cabo un andlisis de prediccion de supervivencia
mediante curvas de Kaplan Meier, considerando a la mediana del nivel de expresion de
cada uno de los 21 genes anteriores como punto de corte para establecer de forma

arbitraria una clasificacion por altos o bajos niveles de expresién y poder relacionarlo
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con la variable SG. De esos 21 genes, solo 10 genes mantenian la significacion
estadistica (log Rank test p<0,05). A continuacion, considerando esos 10 genes y
mediante una aproximacion estadistica por regresion de Cox multiple con regularizacion
de tipo L1 y una validacién cruzada de 3 iteraciones (similar a lo empleado en otras
publicaciones)*®°, se obtuvo una firma génica prondstica 6ptima compuesta por 8 genes:
APOBEC3B, GOLM, FAM117A, KCNQ1OT1, SDR16C5, PCDHB2, RHOBTB3 vy
USP43. La obtencion de los coeficientes de regresion de cada elemento multiplicados
por el nivel de expresién de cada gen, eran capaz de separar de forma 6ptima a la
cohorte de interés en “pacientes con mal pronéstico” y “pacientes con mejor prondstico”.
La mediana de SG fue de 71,47 y 24,13 meses para el grupo relacionado con la firma
favorable y desfavorable, respectivamente. La HR para la firma prondstica desfavorable
fue de 3.9 (IC al 95% 2,39-6,37) (p<0,001). Ninguna variable clinica ni patoldgica
considerada resulté modificadora de dicho impacto en SG.

Por otro lado, y con la misma aproximacion, se utilizaron los 127 genes descritos
mas arriba con intencion de obtener una firma predictora de respuesta a los
tratamientos. Para ello, hicimos uso de la misma cohorte de pacientes y empleamos la
informacion sobre SLP para obtener dicha firma. Mediante un primer analisis univariante
de impacto en SLP, se obtuvieron un total de 29 genes con impacto estadisticamente
significativo, de los que solo 19 mantuvieron la significacion estadistica en Kaplan Meier.
Al igual que en el andlisis previo, dichos genes se analizaron mediante la prueba de
regresion de Cox multiple con regularizacion tipo Lasso, con el objetivo de poder obtener
los coeficientes de regresion, que, multiplicados por el valor de expresion de cada gen
en cada paciente, nos permitié obtener una puntuacién de riesgo. El resultado es la
obtencion de una firma génica predictiva compuesta por 7 genes (APOBEC3B, GOLM1,
KCNQ1OT1, PCDHB2, USP43, FAM117A y PAIP2B). La mediana de SLP fue de 47,11
y 12,65 meses para los pacientes relacionados con la firma favorable y desfavorable,
respectivamente. En el analisis por regresién de Cox univariante, la firma predictiva

desfavorable muestra una HR de 5,04(IC al 95% de 3-8.47) (p<0,001). En el analisis por
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regresion de Cox bivariante, considerando a la firma predictiva como variable principal,
ninguno de las variables clinicas o patolégicas consideradas, modificaba el valor de la

HR asociado a la firma génica predictora propuesta.

Dado que ambas firmas compartian 6 elementos génicos (APOBEC3B, GOLM1,
FAM117A, KCNQ1OT1, PCDHB2 y USP43), decidimos llevar a cabo una Unica firma
gue fuera valida como elemento pronéstico y como predictor de respuesta terapéutica.
Usamos la misma metodologia bioinformatica que la llevada a cabo en las 2 firmas
previas, con un andlisis por regresién de Cox con regularizacion de tipo L1 y validacion
cruzada de 3 iteraciones. Decidimos emplear los datos de SG de la cohorte para la

obtencidn de los coeficientes de regresion que conformaban la firma génica comun.

Los valores de HR para SG y SLP asociado a la firma génica de alto riesgo fue
de 3,23 y 3,46, con un indice de concordancia de 0.71 y 0.72, respectivamente
(p<0.0001). Apreciamos diferencias con respecto a los valores obtenidos en las firmas
génicas diferenciadas expuestas mas arriba, pero manteniendo un significativo impacto
en dichas variables. Dado que nuestra cohorte se componia de pacientes afectos del
subtipo adenocarcinoma y ca. escamoso, decidimos valorar la capacidad predictiva de
la firma en funcién de la histologia. Asi, en el caso del subgrupo de adenocarcinoma, la
HR de la firma génica de alto riesgo sobre la SG y SLP fue de 3,52 y 3.76,
respectivamente (valor p<0.001). En el caso del ca. epidermoide, en valor de la HR de
la firma sobre la SG y SLP fue de 3,87 y 3,78, respectivamente. Dichos resultados nos
indican el valor de la firma génica propuesta con independencia del subtipo histolégico
principal en los que se dividia nuestra cohorte de estudio, sin poder asegurar que sea
valida para otros subtipos histolégicos menos frecuentes y no analizados en nuestro
estudio.

Por otro lado, a pesar de no disponer de una cohorte adicional para practicar un
ensayo de la firma en la que los pacientes hubieran recibido tratamiento radioterapico

como parte de su tratamiento oncolégico, decidimos emplear la base de datos del TCGA
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de cancer de pulmon (incluyendo a los subtipos adenocarcinoma y escamoso) Yy
descartando a los pacientes en estadio IV al diagndstico, asi como la exclusion de
aquellos que si habian recibido tratamiento radioterapico y que habian sido incluidos en
nuestra cohorte de entrenamiento y validacion. Con dichos criterios obtuvimos un total
de 820 pacientes (50% de adenocarcinoma y 50% de ca. escamoso). Los datos de
expresion génica se normalizaron de igual forma a la empleada para la cohorte de
entrenamiento y validacién del estudio (normalizacién a logTPM). La firma génica
compuesta por 6 genes perdia su capacidad prondstica en la cohorte adicional (HR para
SG de 0,956; p=0,638 y un IC=0,53), manteniendo la capacidad de prediccion de
respuesta sobre la cohorte con una HR=1.48 (IC al 95% de 1.21-1.81), valor p=0.00015
y un IC =0.592+/- 0.019. Al realizar el analisis de estimacion de supervivencia por Kaplan
Meier, se consider6 el punto de corte el valor de la mediana de las puntuaciones de
riesgo de cada paciente para la cohorte completa adicional, y para la de
adenocarcinoma y en el conjunto de ca. escamoso de forma independiente, obteniendo
unos valores de -1.15, -0.88 y -1.489, respectivamente.

En nuestro caso, decidimos emplear los datos del TCGA de cancer de pulmon
como cohorte adicional para ensayar la firma obtenida, porque podiamos garantizar, al
menos, la normalizacién de los valores de expresion génica tal y como se habia
empleado para los datos de la cohorte de desarrollo de la firma propuesta.

Encontramos que nuestra firma no era buena predictora de supervivencia global
en pacientes tratados sin radioterapia, a diferencia de como si lo era en radioterapia.
Solo en la prediccion de supervivencia libre de progresion, especialmente en
adenocarcinoma, podiamos observar una estratificacion de pacientes debido a nuestra
firma molecular.

Con estos resultados, no podemos afirmar que la firma sea predictora especifica
de la repuesta al tratamiento Unicamente radioterapico, pues los resultados de la
aplicacion de ésta en la cohorte completa adicional empleada para el ensayo de la firma

(que no habian recibido tratamiento RT), también predice de forma adecuada la SLP,
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aunqgue con unos valores subdptimos del indice de concordanciay AUC en curvas ROC.
Esto podria indicar que la firma puede ser util como predictora a los tratamientos
oncologicos en general en estadios localizados y localmente avanzados manejados con
multiples tratamientos oncoldgicos entre los que se incluye RT (que es como se ha
manejado a la cohorte de 107 pacientes que hemos empleado). Seria realmente dificil
la obtencién de una cohorte de pacientes exclusivamente tratados con radioterapia de
la que dispusiéramos de muestra tumoral para poder llevar a cabo el andlisis
transcriptdmico necesario para la validacion adicional de nuestra firma génica. Este es
un punto débil de la busqueda de firmas en patologias donde se emplean tratamientos
combinados y/o donde la toma de muestras biol6gicas, hoy en dia, es insuficiente o
inexistente, tal y como sucede en algunos casos. La mejora en el diagnéstico mediante
biopsia liquida o la radiogenémica, por ejemplo, podria facilitar el desarrollo y/o

validacién de ésta u otras firmas génicas.

A continuacion, mostramos un resumen de la informacion sobre los genes que
se incluyen en la firma génica propuesta.

APOBEC3B (apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3B): Este
gen es un miembro de la familia de citidina desaminasas. Se ubica en el brazo largo del
cromosoma 22 (22g13.1). Se piensa que estas proteinas pueden ser enzimas de edicion
de RNA y jugar un papel importante en el crecimiento celular o en el control del ciclo
celular, entre otras funciones. Se ha sugerido que la delecién de este gen podria

relacionarse con un aumento de susceptibilidad para desarrollar neoplasiast®..

GOLM1 (golgi membrane protein 1): codifica para una proteina transmembrana
de tipo 2 del aparato de Golgi. El gen se ubica en el brazo largo del cromosoma 9
(9921.33). Numerosas publicaciones ponen de manifiesto la relacion de los niveles de
expresion alterados de GOLM1 con proliferacion, migracion, invasion e inhibicion de

apoptosis en cancer de prostatal®2, mamal®?, pancreas!®*, carcinoma hepatocelulart® y
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carcinoma escamoso de cavidad oral**®. Asi mismo, y relacionado con CPCNP, Liu y
colaboradores publican un articulo en el que relacionan la sobreexpresion de GOLM1
con detrimento en supervivencia global y supervivencia libre de recurrencia en pacientes
con el subtipo adenocarcinoma. Se basaron en los datos de la cohorte del TCGA de

cancer de pulmoén®?’,

FAM117A (family with sequence similarity 117 member A): es un gen que codifica
para la proteina FAM117A. El gen se ubica en el brazo largo del cromosoma 17
(17921.33). No hemos identificado informacion relevante sobre su implicacion en cancer

ni de forma especifica en CPCNP.

KCNQ1OT1 (KCNQL1 opposite strand/antisense transcript 1): el gen es regulado
de forma epigenética. Se ubica en el brazo corto del cromosoma 11 (11p15.5). El
transcrito interacciona con la cromatina y regula la transcripcion de mdultiples genes
mediante modificaciones epigenéticas. Parece jugar un papel importante en la
carcinogénesis colorrectal y se ha sugerido un rol como facilitador de la progresién en

CPCNP™,

PCDHB2 (protocadherin beta 2): es un gen que codifica para una protocadherina
gue forma parte del subconjunto de beta protocadherinas que se ubican en el brazo
largo del cromosoma 5 (5q31.3). Estas proteinas de tipo cadherina de estirpe neural,
forman parte de la membrana plasmatica, y aunque su funcién exacta se desconoce,
parecen tener un papel importante en la unién célula-célula en melanocitos y

melanoma®s®.

USP43 (ubiquitin specific peptidase 43): codifica para una proteina de la familia
de proteasas deubiquitinizantes. EL gen se encuentra en el brazo pequefio del

cromosoma 17 (17p13.1). Algun estudio ha relacionado los niveles de expresién del gen

105



con la regulacion del ciclo y el proceso de transicion epitelio-mesénquima en cancer de

mama'“°. No hemos encontrado ninguna referencia en relacion con CPCNP.

FIRMAS GENICAS

Beer y colaboradores, hacia el afio 2002, publican uno de los articulos pioneros
en la generacién de firmas génicas con capacidad prondéstica’®. En dicho articulo,
proponen un perfil génico compuesto por 50 genes, que permite la identificacién de un
subgrupo de pacientes dentro de los englobados como estadio | cuyo comportamiento
y supervivencia se asemejan a los englobados como estadio Ill. Proponen que la
modificacion del abordaje terapéutico en dichos pacientes podria condicionar una
mejora en su pronéstico. Ninguno de los genes de esta firma prondstica esta
representado en la nuestra. Existen diferencias notables en la metodologia y materiales
empleados en dicho estudio con respecto al nuestro. Tomaron exclusivamente muestras
de adenocarcinomas, principalmente en estadio iniciales. La mayoria de los pacientes
no recibieron tratamiento adyuvante, a diferencia de la cohorte empleada en nuestro
estudio.

Hacia el afio 2004, Tomida y colaboradores proponen una firma pronostica
compuesta por 25 genes resultado del analisis de un total de 8644 genes en muestras
tumorales de 50 pacientes intervenidos quirirgicamente de CPCNP#2, 30, 16 y 4
muestras correspondian a los subtipos adenocarcinoma, carcinoma escamoso Yy
carcinoma de celular grandes, respectivamente. Con respecto a la clasificaciéon por
estadios, 23, 11 y 16 pacientes, se clasificaron como estadio I, estadio Il y estadio I,
respectivamente. Llevan a cabo varios subandlisis por histologias, proponiendo una
firma de 16 genes para una mejor clasificacién pronéstica en subtipo escamoso y otra
firma de 12 genes para el subtipo adenocarcinoma. Dichos genes procedian de la firma
comun de 25 propuesta, sin distincion entre subtipos histolégicos. Concluyen que su
estudio es parciamente robusto (limitado por un tamafio muestra escaso principalmente)

y que dichas firmas son independientes al estadio TNM al diagnéstico. Con respecto a
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nuestro trabajo, no apreciamos ningln gen en comun con nuestra firma prondstica. Al
igual que en previos estudios, las diferencias en la metodologia, con el analisis de
menos de 9000 genes (versus el andlisis de mas de 20000 genes en nuestro estudio),
asi como las diferencias en las muestras bioldégicas empleadas y las potenciales
diferencias en el abordaje terapéutico adyuvante, podrian justificar la ausencia de
coincidencia en los resultados.

En 2006, Raponi y colaboradores publican un trabajo centrado en la
identificacion de subgrupos prondsticos en el subtipo escamoso de CPCNP®2, Emplean
un total de 129 muestras de carcinoma escamoso (la mayoria procedente de pacientes
en estadio | de la enfermedad) y hacen un analisis mediante microarray con validacion
por RT-PCR e inmunohistoquimica. Obtienen un grupo de 50 genes con capacidad de
separar a las 129 muestras de carcinoma escamoso por subgrupos prondsticos
(clasificador prondstico). Posteriormente, se llevo a cabo una validaciéon en otra cohorte
independiente con 36 muestras (mayoritariamente de pacientes en estadio 1). Asi
mismo, empleando de forma conjunta a dicho set de genes, los obtenidos en un trabajo
centrado en el subtipo adenocarcinoma y publicado por los mismos autores, testan el
set de 100 genes en una cohorte con 52 muestras (50% escamoso y 50%
adenocarcinoma) con el objetivo de poder establecer una firma prondstica valida para
los dos subtipos histologicos principiales en CPCNP, concluyendo que el set génico
clasificador mantenia su capacidad para separar subgrupos pronésticos en la muestra
de adenocarcinoma pero no asi en el subtipo escamoso. Concluyen, como en la mayoria
de los estudios publicados, que es necesario nuevas validaciones en cohortes mas
extensas y homogéneas. Con respecto a nuestro trabajo, no podemos conocer si parte
de los genes que componen ese set génico clasificador comparte alguno de los genes
propuestos en nuestra firma prondstica/predictiva. Lo méas probable, dado que el estudio
se centraba en muestras de carcinoma escamoso en estadios tempranos, es que no

haya elementos comunes.
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En 2007, Lau y colaboradores publican una firma prondstica de 3 genes
centrados en CPCNP en estadios tempranos'*. El objetivo de dicho estudio era la
validacion de una firma con capacidad para identificar, dentro de estadios iniciales de la
enfermedad, aquellos pacientes con perfiles prondsticos diferenciales. Los genes
propuestos en la firma fueron STX1A, CCR7 y HIF1A. Al igual que en previos, la firma
prondstica no incluye ninguno de los genes de nuestro estudio, lo cual denota las
diferencias notables en cuanto a la aproximacién metodoldgica y la muestra empleada
para el estudio, entre otras razones.

Chen y colaboradores publican en el 2007 una firma prondstica compuesta por
5 genes (DUSP6, MMD, STAT1, ERBB3 y LCK), que fueron el resultado de un analisis
combinado de microarrays y RT-PCR en muestras de tumor de 101 pacientes
intervenidos quirargicamente (mezcla de subtipo adenocarcinoma, escamosos Yy
otros)!*. Posteriormente, los resultados fueron validados en una cohorte independiente
de 60 pacientes y en un set de microarrays de 86 pacientes. En el analisis multivariante
considerando otras variables clinicas como la edad o el estadio, la firma propuesta
mantenia su significacion estadistica. Por otro lado, dicha firma génica predice de forma
estadisticamente significativa la SLR en la cohorte inicial del estudio, no mostrando este
resultado en las cohortes de validacion. Los motivos que podrian explicar la no
coincidencia de ninguno de los genes propuestos con nuestra firma prondéstica son
varios: 1) las muestras bioldgicas de la cohorte principal corresponden casi al 50% para
subtipo adenocarcinoma y otro 50% para escamoso, o que contrasta con nuestro
modelo, basado en lineas celulares comerciales de adenocarcinoma mayoritariamente
y 2) el tratamiento ofrecido a los pacientes en dicho estudio (solo cirugia, sin adyuvancia)
difiere sustancialmente del tratamiento empleado en nuestra cohorte (cirugia, radio-
guimioterapia, tratamiento sobre dianas moleculares) lo cual puede suponer un impacto
en términos de supervivencia y condicionar el valor de la firma prondstica.

Mas recientemente, Zuo y colaboradores proponen una firma de 6 genes con

capacidad para predecir la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global
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en CPCNP, sin discriminar por subtipos histol6gicos!*®. Se basaron en la combinacién
de informacién génica procedente de 3 bases de datos publicas que engloban todos los
subtipos histologicos (mayoritariamente adenocarcinomas). Tras obtener los genes
candidatos con capacidad prondstica, se llevo a cabo una validacién con la cohorte de
TCGA de cancer de pulmén. La firma propuesta se compone de los genes PLEKHH2,
ISCU, CLUL1, CHRDL1, PAIP2B y CDCP1.

El mismo equipo publica en el mismo afio otro articulo en el que proponen una
firma prondstica de 8 genes para pacientes con CPCNP en estadio temprano!. La
aproximacion estadistica y bioinformatica para la obtencién de dicha firma se asemeja
a la empleada en el articulo referido mas arriba y que también es similar a lo realizado
en nuestro trabajo. Los genes propuestos (CDCP1, HMMR, TPX2, CIRBP, HLF,
KBTBD7, SEC24B-AS1, and SH2B1) no coinciden con los propuestos en nuestro
estudio. Esto puede deberse también a multiples causas: 1) dicha firma se basé en la
identificacion de genes con valor pronostico (HR<o0>1y p<0,05) comunes en 4 bases de
datos publicas diferentes (nuestro modelo se basaba inicialmente en un screening de
muestras tumorales de lineas comerciales y posteriormente el empleo de la cohorte
seleccionada de TCGA, exclusivamente) y 2) seleccionaron exclusivamente las

muestras que correspondian a estadio temprano de la enfermedad.

A diferencia de los trabajos expuestos mas arriba, los articulos publicados sobre
la identificacion de marcadores génicos predictivos 0 prondsticos centrados sobre
cohortes cuyo tratamiento principal era la radiacion ionizante son mas escasos Yy

practicamente inexistentes en el caso especifico de CPCNP.

Cabe destacar los trabajos realizados por Torres Roca y colaboradores desde el
afo 2005 hasta la actualidad, donde tratan de identificar elementos génicos comunes a
todas las neoplasias, que pudieran explicar las diferencias de radiosensibilidad

objetivadas tanto in-vitro como en la practica clinica. La generacion del denominado
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“indice de radiosensibilidad” (RSI de sus siglas en inglés) conforma una firma predictiva
de respuesta al tratamiento radioterapico compuesta por los genes AR, cJUN, STAT1,
PKC, RELA, ABCc, SUMO1, CDK1, HDAC1 e IRF1, que ha sido posteriormente
validada en cohortes de pacientes afectos de cancer de mama, cabeza y cuello,
esoéfago, cancer de recto y glioblastoma multiforme 111147148 | 3 ecuacién que permite

obtener el valor de RSI es:

RSI=-0-.0098009 * AR +0-0128283 * cJun + 0-0254552 *
STAT1-0-0017589 * PKC —beta —0-0038171 *
RelA +0-1070213 * cCABL —0-0002509 * SUMO1-
0-0092431* PAK2-0-0204469 * HDAC1—-
0-0441683 * IRF1

Uno de los trabajos mas importantes para la comunidad de radio-oncélogos y la
radiobiologia fisica y molecular, es el publicado en 2017 por Scott y colaboradores!?®,
En dicho articulo se propone un modelo para adaptar la prescripcion radioterapica a la
sensibilidad individual del tumor de cada paciente. EI modelo, denominado GARD
(genome-based model for adjusting radiotherapy dose, de sus siglas en inglés), combina
la informacién derivada del indice de radiosensibilidad (RSI) (ya comentado en otros
articulos del grupo de trabajo de Torres-Roca) y el modelo linear cuadratico (modelo
LQ), que propone la existencia de dos pardmetros que impactan en la capacidad
citotoxica de la radiacién, siendo uno de ellos proporcional a la dosis de radiacion
administrada (factor a) y otro que es proporcional al cuadrado de la dosis (factor B). Este
modelo matematico ha sido y es empleado, desde hace décadas, para el calculo de la
dosis biologica equivalente de diferentes esquemas de tratamiento radioterapico,
teniendo en cuenta el indice a/B de cada tumor, lo cual se ha utilizado para plantear
fraccionamientos radioterapicos alterados que han permitido alcanzar resultados
biol6gicamente iguales o0 superiores a los tratamientos basados en
normofraccionamiento diario (1.8/2 Gy /fracciéon)!*®1%°, Este extenso trabajo emplea

multiples cohortes de diferentes entidades neoplasicas (cancer de mama, eséfago,
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cabeza y cuello, estbmago, cérvix, gliomas, pancreas, pulmon, cancer de piel no
melanomay melanoma) y establece un valor numérico a GARD (normalmente en rangos
de 1 a 200), relacionandose un mayor nivel de GARD con un mayor efecto terapéutico
del tratamiento radioterapico y viceversa. Los autores enfatizan la idea de que el modelo
GARD no es util para la prediccion de supervivencia. No obstante, defienden que los
diferentes valores de GARD predicen de forma adecuada las diferencias en respuesta
terapéutica (a radiacién ionizante) que se aprecian en la clinica diaria, entre los distintos
subtipos tumorales o distintas localizaciones anatdmicas afectas tratadas, lo cual podria
relacionarse con un impacto en términos de control locorregional de la enfermedad, asi

como sobre la supervivencia de los pacientes.

Una de las potenciales criticas a este extenso trabajo es la presuncion de que la
respuesta tumoral tras radiacion ionizante depende de forma predominante de la propia
biologia tumoral, sin considerar otros factores no tumorales per se (del entorno tumoral,
comorbilidades, homeostaticos, inmunolégicos, etc) o a la usual combinacién con otros
tratamientos oncolégicos, que suele ser la norma en el abordaje multidisciplinar de la

mayoria de las neoplasias consideradas en el estudio.

En base a los modelos de RSI y GARD, trabajos mas recientes siguen
planteando su aplicacion en la préactica clinica habitual con el objetivo de predecir la
respuesta a tratamiento normofraccionado o estereotéxico ablativo a nivel pulmonar u
otras localizaciones y la adaptacion del fraccionamiento y DBE en aquellas estirpes

histolégicas que, de forma habitual, muestran peor respuesta a radiaciéon ionizante:152,

Existen factores no estrictamente génicos/ moleculares, como el estado general
del paciente, el tamaiio tumoral, la carga nodal, la edad, la existencia de comorbilidades,
los tratamientos previos administrados y la clasificacion TNM, entre otros, junto a otros
elementos identificados en muestras sanguineas (marcadores de inflamacion como
interleuquinas y proteina C reactiva; marcadores indirectos de hipoxia como

osteopontina, anhidrasa carbdnica IX y lactato deshidrogenasa; o bien marcadores
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indirectos de carga tumoral como el antigeno carcinoembrionario o fragmentos de
citoqueratina 21-1, que se han empleado de forma clasica para predecir la respuesta al
tratamiento y el prondstico vital, tanto en cancer de pulmén como en otras neoplasias
solidas y hematolégicas!®®*'%2, Esos factores, generalmente validados en estudios de
forma univariante y con importantes sesgos, se consideraron en el trabajo publicado por
Dehing-Oberije y colaboradores, proponiendo la combinacion de factores clinicos (la
clasificacién del estado de salud de la WHO (WHO-PS), el volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (FEV1), el volumen tumoral grosero (GTV) equivalente al tamafio
del componente tumoral principal, la carga nodal y el género) con biomarcadores
obtenidos de sangre periférica (CEA e IL-6), obteniendo asi una mejora en la capacidad

prondstica a 2 afios de los pacientes afectos y tratados por un CPCNP22,

En nuestro estudio, centrado sobre la cohorte de 107 pacientes del TCGA,
ninguna variable contemplada resulté impactar en la SG de forma estadisticamente
significativa en el analisis univariante por regresién de Cox. Tampoco en el analisis
bivariante, considerando a la firma génica como la variable principal, ninguna variable
modificaba el valor de la HR asociado a la firma. En el caso del impacto de las variables
contempladas en la SLP, tan solo la variable “subtipo histolégico adenocarcinoma”
resultd estadisticamente significativa en el analisis univariante. Sin embargo, en el
analisis bivariante el subtipo histolégico perdia la significacion estadistica y no

modificaba de forma sustancial el valor de la HR asociado a la firma génica.
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LIMITACIONES DE NUESTRO ESTUDIO

Tal y como se refleja en la mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha,
centrados en la obtencion de determinados biomarcadores, tomados individualmente o
en forma de firmas génicas con potencial capacidad prondstica y/o predictiva, el principal
problema es la dificultad para extrapolar los datos obtenidos in-vitro a la clinica diaria.
La heterogeneidad de las muestras, las diferentes técnicas de extraccion del material
genético y el desarrollo constante en la aproximacion bioestadistica y bioinforméatica

hace muy dificil la comparacién entre los estudios pioneros y los mas recientes.

En nuestro trabajo hemos planteado una aproximacion bésica con potencial

capacidad traslacional, aunque son varias las limitaciones:

1- El tamafio muestral: empleamos un total de 15 lineas comerciales de CPCNP,
de las cuales obtuvimos el material biologico (RNA) para plantear nuestro trabajo, lo que

limita la potencia estadistica del analisis bioinformatico.

2- La valoracién de la respuesta a radiacion ionizante se llevé a cabo con el
ensayo de clonogenicidad, por ser éste el estdndar para la determinacién de dicho
parametro. Tal y como se refleja en la literatura'?163-165 existen no pocas diferencias en
los valores publicados de SF2 de las distintas lineas celulares comerciales (anexo 2), lo
cual implica que pueda existir un claro sesgo a la hora de establecer de forma arbitraria
una clasificacién en radiosensibles y radiorresistentes y esto, obviamente, puede
condicionar el analisis bioinformatico supervisado, que es la base en la que asienta el

resto del estudio.

3- En el caso de CPCNP localmente avanzado, en muchas ocasiones no existe
suficiente material de biopsia para poder ampliar la bateria de determinaciones
mutacionales ni poder realizar microarrays tisulares ni técnicas de validacién por
inmunohistoquimica. En nuestro estudio, la idea inicial era emplear una cohorte de

pacientes en estadio localmente avanzado que hubiesen recibido de forma exclusiva

113



radio y quimioterapia. Ante la ausencia de muestras en biobanco local que cumpliesen
con dichos objetivos, optamos por la consideracion de bases de datos publicas, como

es el caso del TCGA.

4- La mayoria de las bases de datos publicas de informacion bioinformética en
CPCNP se nutren de muestras de pacientes principalmente en estadios localizados y/o
metastasicos, que generalmente no han recibido o no reflejan informacion sobre el
tratamiento radioterapico, lo que ha limitado mucho el tamafio muestral empleado en
nuestro estudio (n=107), asi como la obtencién de cohortes adicionales para la

validacion adicional de nuestras firmas.

5- La generacion de firmas génicas de caracter prondstico y/o predictivo de
respuesta a algun tratamiento, no valoran, de forma habitual, otros factores biolégicos
no relacionados de forma directa con la biologia del propio tumor. Dichos factores, cuyas
bases genéticas y epigenéticas pueden condicionar la respuesta a determinados
tratamientos oncoldgicos e incluso condicionar de forma importante la supervivencia
global de los pacientes, son sin duda alguna, los mayores sesgos a la hora de dar valor
traslacional a dichas firmas. En nuestro estudio, con intencion de conocer si otras
variables clinicas y patoldgicas podian modificar el impacto prondstico y/o predictivo de
nuestra firma génica, llevamos a cabo un analisis univariante de multiples variables
clinicas y patolégicas, y un analisis bivariante por regresion de Cox, sin que ningun factor
modificara de forma sustancial el valor de la HR de la firma génica propuesta. Es
imposible conocer si otra/s variable/s no incluidas en dicho andlisis eran mas
importantes a la hora de condicionar la supervivencia de los pacientes de la cohorte

seleccionada.

La generacion de nuevas firmas génicas con capacidad prondstica y/o
predictivas en patologias como el CPCNP puede favorecer de forma importante a los
pacientes. En nuestro estudio, hemos propuesto una firma génica prondéstica de SG y

con capacidad para predecir la SLP. El conocimiento sobre el perfil respondedor o el
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pronéstico vital del paciente, previo al inicio del tratamiento, puede hacernos optimizar

el abordaje terapéutico y evitar la temida y frecuente yatrogenia.

No obstante, nuestro estudio aln necesita pasos de validacién adicionales antes
de su entrada en clinica. Por ejemplo, la validacion de un corte de referencia con cual
comparar cada paciente, como podria ser su sangre, tejido pulmonar no tumoral, pool
de biopsias tumorales, recordando que nuestra firma de alto y bajo riesgo para cada gen
esta hecha por encima de la mediana de una cohorte de muestras tumorales. También,
y de manera muy importante, se necesitaria calibrar la contribucion relativa de cada uno
de los genes a la firma predictiva y organizar un algoritmo de priorizacion de dichos

genes. Todo esto podria formar parte de trabajos posteriores.

Creemos que nuestro trabajo es un buen ejemplo de cémo es posible hacer
radio-oncologia traslacional y confiamos que, junto a los resultados ya publicados y el
esfuerzo de futuros trabajos, podamos sumar para alcanzar el objetivo final de toda la
comunidad oncoldgica, que es mejorar la calidad de vida y el pronéstico de los pacientes

con cancer.
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7. CONCLUSIONES

1- El andlisis de respuesta a radiacion ionizante de 15 lineas celulares de CPCNP
mediante el valor de supervivencia a 2 Gy permite diferenciar entre subgrupos de lineas

sensibles y resistentes al tratamiento.

2- Mediante el andlisis de microarray del material genético de las lineas celulares,
previamente caracterizadas por su sensibilidad basal a radiacion ionizante, hemos

obtenido un set de 127 genes diferencialmente expresados.

3- A partir de la informacion obtenida del andlisis bioinformético de las lineas celulares
y empleando los datos publicos de microarray de la cohorte seleccionada del TCGA de
cancer de pulmén, hemos obtenido un total de 10 genes como factores prondsticos de
SG de forma individual y 19 genes como potenciales elementos predictivos de respuesta

(medido por su impacto en SLP).

4- Hemos obtenido una firma génica con capacidad prondstica y predictiva de respuesta
terapéutica. Los genes que forman dicha firma son: APOBEC3B, GOLM1, FAM117A,
KCNQ1OT, PCDHB2 y USP43. La SG y SLP asociada al grupo de alto y bajo riesgo de
acuerdo con el valor de la firma propuesta fue de 24,13 contra 71,47 y 12,65 contra
47,11 meses, respectivamente. Se hizo un analisis multivariante en el que se incluian
variables clinicas y patologicas, manteniendo su impacto pronéstico de forma

estadisticamente significativa.

5- La firma génica propuesta era valida al ser aplicada de forma individual tanto en el
conjunto de pacientes afectos de CPCNP subtipo adenocarcinoma, como en el caso del

carcinoma escamoso en pacientes tratados con radioterapia.

6- En el ensayo de la firma génica en una cohorte de 820 pacientes procedentes del
TCGA (version del 2018), en estadios | a lll y en los que no se habia empleado
tratamiento radioterapico como parte del tratamiento oncoldgico, la firma génica perdia

la capacidad prondstica para la SG pero mantenia la capacidad de prediccion de
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respuesta, con un valor de HR de 1.48 (IC al 95% de 1.21-1.81) con un valor p<0.001y
un indice de concordancia de 0.592. La mediana de SLP para el grupo de alto y bajo

riesgo fue de 49 y 73 meses, respectivamente (p<0.001).
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Anexo 1: Ensayo de clonogenicidad
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Anexo 2: Valores de SF2 de las lineas celulares en publicaciones previas.

Linea Valor de SF2
celular Carmichael Eschrich Tumati Abazeed Ahn Anakura Jung Girdhani Resultado
1989 2009 2013 2014 2014 2019 2019 2019 propio
H1975 0,47/0,47 0,89
A549 0,82 0,61 0,73 0,58 0,71/0,53 0,89 0,7 0,83
HCC827 0,35/0,55 0,67 0,74
H358 0,64 0,62 0,67
H2228 0,76 0,65
H3122 0,64 0,62
H460 0,64 0,84 0,54 0,53/0,72 0,518 0,76 0,61
H1650 04 0,26/0,23 0,27 0,57
CALU1 0,56 0,45
H520 0,49 0,48 0,49/0,83 0,54 0,49
H1437 0,45
H226 0,61 0,79 0,57 0,43
CALU3 0,32
H2009 0,23
H1781 Q.18
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Anexo 3. Listado de genes diferencialmente expresados entre lineas celulares
radiosensibles y radiorresistentes.

EXPRESION EXPRESION EXPRESION

e (Iog2FC) Bl (Iog2FC) CEl (Iog2FC)
AASS -1,71 KCNS3 -1,66 TMEM144 1,99
ABCD3 1,15 KIAA1324L 11,63 TNIK 1,45
ADAMTS12 11,30 KLHL24 -1,00 TRIM14 1,10
AHNAK2 2,29 LCAS 11,02 TRIM6 1,80
ALDH6A1 -1,32 LINCO00597 -1,20 TRIM7 1,67
APOBEC3B 2,76 LMO3 1,25 USP18 1,05
ARG2 1,66 |LOC100287896  -1,27 USP43 1,24
ARHGAP42 1,01 LRIG1 2,30 VWASA 1,07
ATPGAP1L -1,43 LRRC1 -1,01 ZC3H6 -1,06
BASP1 2,25 MAPQ 2,07 ZNF114 2,56
BTNLO 1,41 MCM4 1,37 ZNF30 1,35
Cdorf32 1,74 MLF1 1,53 ZNF470 1,30
CD109 3,41 MPDU1 1,05 ZNF480 1,16
CDKN2B 2,24 NANP 1,00 ABCC3 1,11
CDON -1,00 NDRG4 1,27 ABCCS 1,05
CELF2 1,01 NGEF 1,36 DLL3 1,68
CEP70 1,05 NTNG1 1,42 MAN1A1 2,05
CMTM3 1,43 PAG1 1,36 NUCB2 -1,09
CYBRD1 1,51 PAIP2B 11,39 PCDHB13 1,57
CYP27C1 1,33 PERP 1,06 PCDHB14 1,68
DVL3 1,02 PFKFB4 1,17 PCDHB2 2,09
EDNRA 2,23 PHF19 1,85 PCDHBS 1,14
EGLN3 1,51 PPFIA3 1,06 CsT3 1,64
ELOVL6 1,02 PSMB10 1,05 SPOCK1 3,11
EOGT 1,02 PXYLP1 1,25 TNFAIPS 1,27
EPHX2 1,37 RFC3 1,01 TGFBI 2,24
FAM117A 1,55 RHOBTB3 1,65 IGFBPS5 3,04
FARP1 -1,17 RMDN2 1,18 VEGFA -1,05
FNBP1 1,06 RWDD2A 1,34 FABPS5 1,98
FYN 2,24 SDR16C5 1,84 MCCC1 1,34
GABRB3 2,06 SELENOP 217 EMB 1,44
GALC 1,93 SEMA3A 2,05 CDH2 2,43
GIMAP2 1,09 SLAMF7 1,30 MAGI2 1,46
GOLM1 1,10 SLFN13 1,75 PPARA 1,01
GPR160 11,86 SNORA12 1,29 SH3RF2 1,57
GPRC5B 1,55 SNX5 1,06 SYTL2 1,85
HECW2 1,50 SPEG 1,32 NR3C2 11,30
HENMT1 1,36 ST20 1,11 PAQRS 1,11
HOXB3 -1,37 ST3GAL3 -1,30 SPTBN1 1,12
HPGD 3,65 SYNPO2 1,07 TUBB3 1,25
JUN 1,73 TMA4SF18 2,41 IPH1 2,19
KCNQ1OT1 11,04 TMEM133 1,02 SYNM 1,81
BMP5 1,27
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Anexo 4. Identificadores de los pacientes de la cohorte principal del estudio

Identificadores de pacientes

TCGA Adenocarcinoma

TCGA Escamoso

TCGA-05-4382
TCGA-05-4384
TCGA-05-4424
TCGA-05-5425
TCGA-05-5428
TCGA-44-5643
TCGA-44-6774
TCGA-44-6777
TCGA-49-4487
TCGA-49-4490
TCGA-49-4506
TCGA-49-4507
TCGA-49-4510
TCGA-49-AAR4
TCGA-49-AARO
TCGA-4B-A93V
TCGA-50-5044
TCGA-50-5045
TCGA-50-5049
TCGA-50-5051
TCGA-50-5072
TCGA-50-5930
TCGA-50-5933
TCGA-50-5935
TCGA-50-5942
TCGA-50-6592
TCGA-50-6593
TCGA-50-6595

TCGA-50-6673
TCGA-50-8460
TCGA-53-A4EZ
TCGA-55-6970
TCGA-55-6981

TCGA-55-7574
TCGA-55-A487
TCGA-62-A46Y
TCGA-64-5779
TCGA-69-7974
TCGA-71-8520
TCGA-73-4676
TCGA-73-A9RS
TCGA-78-7166
TCGA-78-7220
TCGA-78-7536
TCGA-78-8660
TCGA-86-7955
TCGA-86-8279
TCGA-86-A4P8
TCGA-91-6847
TCGA-95-A4VK
TCGA-97-7546
TCGA-97-8176
TCGA-J2-8194

TCGA-L9-A8F4
TCGA-MP-A4T9

TCGA-18-3411
TCGA-18-5592
TCGA-21-1081
TCGA-21-5787
TCGA-22-4595
TCGA-22-4605
TCGA-22-5471
TCGA-33-4582
TCGA-33-4586
TCGA-33-AASI
TCGA-37-ASEL
TCGA-39-5040
TCGA-43-2576
TCGA-43-A475
TCGA-46-3768
TCGA-46-3769
TCGA-46-6026
TCGA-52-7810
TCGA-52-7812
TCGA-56-7579
TCGA-56-7730
TCGA-56-8308
TCGA-56-A4BY
TCGA-56-A62T
TCGA-58-8391
TCGA-58-A46K

TCGA-63-7023
TCGA-63-A5MN
TCGA-63-A5MP
TCGA-66-2757
TCGA-66-2759
TCGA-66-2778
TCGA-66-2783
TCGA-66-2794
TCGA-68-7756
TCGA-68-A59I
TCGA-70-6722
TCGA-70-6723
TCGA-77-6844
TCGA-77-7139
TCGA-77-8143
TCGA-77-8145
TCGA-85-6561
TCGA-85-A4CN
TCGA-90-A59Q
TCGA-92-8063
TCGA-LA-A7SW
TCGA-NC-ASHE
TCGA-NC-ASHG
TCGA-NC-ASHQ
TCGA-02-A525
TCGA-02-A52V
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electroforesis de todas las muestras.

Figura 7. Representacion grafica mediante diagrama de cajas de los valores de NUSE (a) y RLE

(b).

Figura 8. Representacion grafica de la agrupacion no supervisada. En la parte superior se
representa, mediante color rojo, a las lineas celulares clasificadas como radiosensibles y en

negro las radiorresistentes.

Figura 9. Diagrama tipo volcano. Se representa el logFC en el eje de abscisas y el logaritmo en
base 2 del valor p en eje de ordenadas. En color rosa se representan los 127 genes de interés.

En verde el resto de los genes que no cumplen las condiciones preestablecidas en el analisis.

Figura 10. Mapa de calor representando el resultado de la agrupacion supervisada de los genes

de interés.
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Figura 11. Diagrama circular en el que se representan las ontologias principales de funcion

molecular a las que se relacionan los genes de interés. GO: ontologia génica (identificador).

Figura 12. Se representan mediante diagrama circular, las principales ontologias secundarias

asociadas a cada funcion molecular principal. GO: ontologia génica (identificador)

Figura 13. Grafico circular donde se representan las ontologias principales de componente

celular a las que se relacionan los genes de interés. GO: identificador de ontologia génica.

Figura 14. Representacion mediante gréafico circular de los pathways relacionados con los genes

de interés del andlisis. (P00000): identificador de pathway Panther.

Figura 15. Curvas de Kaplan Meier con la informacion referente a los 23 genes de interés
ordenados por nivel de significacion estadistica. En el eje de ordenadas se representa la
probabilidad de supervivencia (0-1) y en el eje de abscisas, la supervivencia en meses. En

amarillo se representan niveles altos de expresion y en azul los niveles bajos.

Figura 16. Curvas ROC en funcién del tiempo (T). AUC: area bajo la curva.

Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier en la que se representa la probabilidad de supervivencia
global de los pacientes en funcién de su agrupacion de acuerdo con los niveles de expresién de
los genes que conforman la firma génica prondstica propuesta (bajo y alto riesgo). Se representa,
asi mismo, el niimero de pacientes en riesgo en cada grupo en funcion de los intervalos de tiempo

establecidos.

Figura 18. Diagrama de cajas en las que se muestran los niveles de expresion (logTPM) en eje
de ordenadas, de cada gen que conforma la firma en funcién del grupo prondstico (bajo y alto

riesgo).

Figura 19. Curvas de Kaplan Meier con la informacion referente a los 19 genes de interés (valor
p<0,05) ordenados por nivel de significacion estadistica. En el eje de ordenadas se representa
la probabilidad de SLP (0-1) y en el eje de abscisas, la SLP en meses. En amarillo se representan

los pacientes cuyo nivel de expresion del gen en cuestion era menor a la mediana de expresion
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del gen y en azul los pacientes con niveles de expresion iguales o superiores a la mediana de

expresion del gen en cuestion.

Figura 20. Curvas ROC de prediccion de SLP en funcidn del tiempo (T). AUC: area bajo la curva.

Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier en la que se representa la SLP de los pacientes en funcién
de su agrupacién de acuerdo con los niveles de expresién de los genes que conforman la firma
génica predictiva de respuesta propuesta (bajo y alto riesgo). Se representa, asi mismo, el

namero de pacientes en riesgo en cada grupo en funcién del tiempo.

Figura 22. Diagrama de cajas en las que se muestran los niveles de expresion (logTPM) en eje

de ordenadas de cada gen en funcién de cada grupo pronéstico (bajo o alto riesgo).

Figura 23. Curvas ROC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica comun para SG (a) y SLP (b).
Curvas de Kaplan Meier en la que se representa la probabilidad de SG (c) y SLP (d) en funcién

del grupo de riesgo de la firma propuesta (bajo o alto riesgo). AUC: area bajo la curva.

Figura 24. Diagrama de cajas en las que se muestran los niveles de expresion (logTPM) en eje

de ordenadas de cada gen en funcién de cada grupo prondstico (bajo o alto riesgo).

Figura 25. Curvas ROC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica comun para SG (ay c) y SLP (b

y d) en funcién del grupo histolégico (adenocarcinoma y ca. escamoso).

Figura 26. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan las probabilidades de SG y SLP
en funcion del grupo de riesgo asociado a la firma génica para el subgrupo de pacientes afectos
de adenocarcinoma (imagen a y b) y para el subtipo escamoso (imagen c y d). En cada grafica
se muestra el nimero de pacientes en riesgo para diferentes tiempos. Se emple6é como punto de

corte para separar a ambos grupos, el valor obtenido del analisis de la cohorte global.

Figura 27. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan las probabilidades de SG y SLP
en funcién del grupo de riesgo asociado a la firma génica para el subgrupo de pacientes afectos
de adenocarcinoma (imagen a y b) y para el subtipo escamoso (imagen c y d). En cada grafica

se muestra el nimero de pacientes en riesgo para diferentes tiempos. Se empleé como punto de
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corte para separar a ambos grupos, la mediana de los valores de la puntuacion de riesgo de cada

cohorte de forma independiente.

Figura 28. Diagrama de cajas en las que se muestran los niveles de expresion (logTPM) en eje
de ordenadas de cada gen que conforma la firma génica en funcion del grupo pronéstico (bajo o
alto riesgo). Se muestran los resultados para el analisis de la cohorte de adenocarcinoma (A) y
ca. escamoso (B) y se ordenan los elementos génicos de izquierda a derecha en funcién del

valor de p (test de U de Mann- Whitney).

Figura 29. Curvas ROC con el valor del AUC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica prondstica
para la cohorte completa de ensayo del TCGA (imagen a), para adenocarcinoma (b) y para

c.escamoso (c). AUC= area bajo la curva.

Figura 30. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan la probabilidad de SG en funcién
del grupo de riesgo asociado al valor de la firma génica propuesta. Informacion de la cohorte
completa del TCGA (imagen a), del subtipo adenocarcinoma (imagen b) y del ca. escamoso
(imagen c). Se empled como punto de corte para dividir a los pacientes en grupo de alto y bajo
riesgo a la mediana del valor de las puntuaciones de riesgo para cada cohorte (-1.15 para cohorte

completa, -0.88 para adenocarcinoma y -1.48 para ca. escamoso).

Figura 31. Curvas ROC con el valor del AUC a 12, 24 y 60 meses de la firma génica con intencion
predictiva de respuesta para la cohorte completa de ensayo del TCGA (imagen a), para

adenocarcinoma (b) y para c.escamoso (c). AUC= area bajo la curva.

Figura 32. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan la probabilidad de SLP en funcién
del grupo de riesgo asociado al valor de la firma génica propuesta. Informacion de la cohorte
completa del TCGA (imagen a), del subtipo adenocarcinoma (imagen b) y del ca. escamoso
(imagen c). Se emple6 como punto de corte para dividir a los pacientes en grupo de alto y bajo
riesgo, la mediana del valor de las puntuaciones de riesgo para cada cohorte (-1.15 para cohorte

completa, -0.88 para adenocarcinoma y -1.48 para ca. escamoso).
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Figura 33. Curvas de Kaplan Meier en las que se representan la supervivencia libre de
progresioén (SLP), la supervivencia cancer especifica (SCE) y la supervivencia global (SG) de la

cohorte de interés.
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ABREVIATURAS

CPCNP: Céancer de pulmén de células no pequefias

RT: Radioterapia

SF2: Fraccion superviviente a 2 Gy

TC: Tomografia computarizada

PET: Tomografia por emision de positrones

RM: Resonancia magnética

RH: recombinacion homologa.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral ongene

MET: Proto-oncogen met

HER-2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano.

TKI: Inhibidor de tirosina quinasa.

DNA-PK: proteina quinasa dependiente de ADN

GDP: Guanosin difosfato

GTP: Guanosin trifosfato

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos

STAT: Proteinas transductor de sefial y activador de transcripcion.

PI3K: fosfoinositol-3 quinasa

JAK2: Janus quinasa 2

EML4-ALK: Proteina 4 asociada a microtibulo de equinodermo- quinasa de linfoma

anaplasico
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ROSL1: proto-oncogén ROS1

NCI: Instituto nacional del cancer.

RSI: indice de radiosensibilidad.

GARD: Modelo basado en genoma para el ajuste de la dosis radioterapica

LQ: modelo lineal cuadratico

miRNA: microRNA

DRS: puntuacién dosis-respuesta.

CEA: antigeno carcinoembrionario

IL-6: interleuquina 6

FEV1: Volumen espiratorio forzado en primer segundo

GTV: Volumen tumoral grueso.

TCGA: Atlas del genoma del cancer.

ATCC: American Type culture collection

RPMI: medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute.

DMEM: medio de cultivo modifcado de Dulbecco

HEPES: buffer HEPES

MV: megavoltio

UM: unidad monitor

PBS: tamp6n fosfato salino.

UFC: unidad formadora de colonias.

dCTP: Deoxicitidina trifosfato
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TMeV: TIGR visualizador multiexperimento

SPSS: Paquete estadistico para las ciencias sociales.

NUSE: valores de error estandar normalizados sin escala

RLE: expresion logaritmica relativa.

FDR: False Discovery rate (tasa de falsos descubrimientos)

Logs: logaritmo en base 2

KEGG: Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group (Grupo de Oncologia Cooperativa del

Este)

TNM: Tumor, nodal, metastasis.

SLP: supervivencia libre de progresion

SG: supervivencia global

SCE: Supervivencia cancer especifica

IC: intervalo de confianza

HR: Hazard ratio (razén de riesgo)

DBE: dosis biolégica equivalente

WHO-PS: World Health Organization- Performance Status (escala de estado de salud

de la Organizacion Mundial de la Salud)
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Publicaciones:
1- Gen signatures in non-small cell lung cancer: past, present and future. (En fase de

redaccion).

2- A 6-gene prognostic and predictive signature for early and locally advanced stages

in non-small cell lung cancer. (En fase de redaccion).
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