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iPARP:  Inhibidores de PARP 

ISUP:  International Society of 

Urological Pathology 

LHRH:  Hormona liberadora de 

gonadotropina 

LP-WGS:  Low-Pass Whole Genome 

Sequencing 

MLH1:  MutL homolog 1 gene 

MLH1:  MutS homolog 6 gene 

MMR:   Mismatch repair 

MSH2:  MutS homolog 2 gene 

NCCN:  National Comprehensive 

Cancer Network 

NEHJ:  Non-homologous end-

joining 

NER:   Nucleotid-excision repair 

NGS:   Next-generation sequencing 

PALB2:  Partner And Localizer Of 

BRCA2 gene 

PARP:  Poli-ADP-ribosa 

polimerasa 

PCWG2:  Prostate Cancer Working 
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PIN:  Neoplasia Intraepitelial de 

Alto Grado 

PMS2:   PMS1 Homolog 2 gene 

PSA:  Antígeno Prostático 

Específico 

PSMA:  Prostate-Specific 

Membrane Antigen 

RA:   Receptor de Andrógenos 
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RAD51C:  RAD51 homolog C gene 

RAD51D:  RAD51 paralog D gene 

RAD54B:  RAD54 paralog B gene 

RH:   Recombinación Homóloga 

RM:   Resonancia magnética 

SG:   Supervivencia global 

SLM:  Supervivencia libre de 

metastásis 

SLPr:  Supervivencia libre de 
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SSB:   Single-strand breaks 

SU2C/PCF:  Stand up to 

Cancer/Prostate Cancer 
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TC:   Tomografía computarizada 

TCGA:  The Cancer Genome Atlas 

TDA:  Terapia de deprivación 

androgénica 



TMA:   Tissue Microarrays 

TRC:  Tiempo a la resistencia a 

castración 

WHO:   World Health Organization
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1 Epidemiología del cáncer de próstata 

A nivel mundial, la incidencia del cáncer de próstata se estima en torno a 1.400.000 

casos nuevos/año, convirtiéndolo en el segundo tumor más frecuente en varones, por 

detrás del cáncer de pulmón y representando el 14,1% de todos los tumores en el sexo 

masculino1–3. 

La incidencia varía ostensiblemente en función del área geográfica, de tal manera que 

las tasas ajustadas por edad más elevadas se encuentran en Europa del norte y Occidental 

(83,4/100.000 y 77,6/100.000 habitantes/año, respectivamente), Australia y Nueva 

Zelanda (75,8/100.000 habitantes/año) y América del Norte (73/100.000 habitantes/año). 

Por el contrario, África y Asia tienen tasas de incidencia inferiores a las de los países 

desarrollados (por debajo de los 30 casos/100.000 habitantes/año)4  (Figura 1). Estas 

variaciones mundiales en la incidencia del cáncer de próstata podrían atribuirse en parte 

a la realización de cribado de PSA5. Diferentes estudios han demostrado que alrededor 

del 20-40% de los casos de cáncer de próstata en EE. UU. y Europa, dos de los lugares 

con mayor incidencia a nivel mundial, podrían deberse a un sobrediagnóstico secundario 

a cribados masivos de PSA5–7. Sin embargo, existen otros muchos elementos que juegan 

un importante papel a la hora de explicar estas diferencias, como son los factores 

ambientales o la disparidad en el acceso a la atención médica, entre otros. 

En España, se diagnostican unos 29.000 casos al año, siendo el primer tumor más 

frecuente en varones, con una incidencia estimada estandarizada de 70,6/100.000 

habitantes/año, una cifra superior a la estimada para todo el continente europeo 4,8. 

 

 



Introducción 

2 
 

 
Figura 1: Variación internacional de las tasas de incidencia de cáncer de próstata 

estandarizadas por edad. ASR – Tasa estandarizada por edad. Fuente: GLOBOCAN 2020 4  

 
 

 

La mortalidad del cáncer de próstata está condicionada por multitud de factores, 

pero uno de los más importantes es la extensión del tumor en el momento del diagnóstico. 

Así, la supervivencia relativa a 5 años entre pacientes con un diagnóstico localizado puede 

llegar a ser cercana al 100%, mientras que en aquellos con enfermedad metastásica de 

novo, los porcentajes descienden notablemente (30%) 9.  

Se estima que en todo el mundo se producen alrededor de 375.000 muertes anuales por 

cáncer de próstata, lo que lo convierte en la sexta causa de muerte por cáncer en varones 
1,2. 

Al igual que la incidencia, las tasas de mortalidad por cáncer de próstata varían 

considerablemente a lo largo de todo el mundo (Figura 2). En 2020, las más elevadas se 

registraron en África (16,3/100.000 habitantes/año), seguida de América Latina 

(14,2/100.000 habitantes/año) y Europa (11,1/100.000 habitantes/año).  

En España fallecen alrededor de 5.800 hombres por cáncer de próstata al año, lo cual 

supone un 9% de todas las muertes por cáncer en varones. Es la tercera causa de muerte 

por cáncer en el sexo masculino, por detrás del cáncer de pulmón y el colorrectal 8.  

 

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, prostate, males, all ages

< 12.8
12.8–30.4
30.4–42.3
42.3–63.3
≥ 63.3

No data
Not applicable

ASR (World) per 100 000

All rights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publication do not imply the expression of any opinion whatsoever
on the part of the World Health Organization / International Agency for Research on Cancer concerning the legal status of any country, territory, city or area
or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate borderlines for
which there may not yet be full agreement.

Data source: GLOBOCAN 2018 
Graph production: IARC
(http://gco.iarc.fr/today) 
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Figura 2: Variación internacional de las tasas de mortalidad por cáncer de próstata 

estandarizadas por edad. ASR – Tasa estandarizada por edad. Fuente: GLOBOCAN 2020 4  

 

 

 

Sin embargo, es importante destacar que las tasas de mortalidad por cáncer de próstata 

han disminuido a lo largo de los últimos años, especialmente en América del Norte y en 

Europa occidental y septentrional10,11. Este descenso en la tendencia de mortalidad puede 

ser el reflejo de las mejoras acontecidas en los tratamientos, incluida la cirugía, la 

radioterapia y los tratamientos sistémicos, así como el mayor acceso a las mismas 12,13.  

 

 

2 Clasificación del cáncer de próstata 

Actualmente, el sistema de clasificación TNM de la AJCC (American Join Committee 

on Cancer) es el más usado. En ella, la extensión del tumor se clasifica en función del 

tumor primario (T), la afectación de los ganglios linfáticos regionales (N) y la presencia 

de metástasis a distancia (M). En el caso del cáncer de próstata, esta clasificación también 

incorpora el grado histológico (Gleason score) y el PSA basal (Tabla 1). 
 

 

 

 

 

Estimated age-standardized mortality rates (World) in 2018, prostate, males, all ages

< 5.3
5.3–10.7
10.7–13.9
13.9–19.4
≥ 19.4

No data
Not applicable

ASR (World) per 100 000

All rights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publication do not imply the expression of any opinion whatsoever
on the part of the World Health Organization / International Agency for Research on Cancer concerning the legal status of any country, territory, city or area
or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate borderlines for
which there may not yet be full agreement.

Data source: GLOBOCAN 2018 
Graph production: IARC
(http://gco.iarc.fr/today) 
World Health Organization
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Tabla 1: Clasificación TNM para el cáncer de próstata, 8th Ed. AJCC 

Tumor primario (T) 

Categoría  

clínica (cT) 
Criterio 

cTx Tumor primario no evaluado 

cT0 No evidencia de tumor primario 

cT1 Tumor clínicamente no aparente y no palpable 

   cT1a Hallazgo histológico incidental en ≤5% del tejido 

   cT1b Hallazgo histológico incidental en >5% del tejido 

   cT1c Tumor identificado por biopsia uni o bilateral, pero no palpable 

cT2 Tumor palpable, confinado en la próstata 

   cT2a Tumor que involucra la mitad de un lóbulo o menos 

   cT2b Tumor que involucra más de la mitad de un lóbulo, pero no ambos 

   cT2c Tumor que involucra ambos lóbulos 

cT3 Extensión extrapróstática sin invasión de estructuras adyacentes 

   cT3a Extensión extraprostática (uni o bilateral) 

   cT3b Invasión de vesícula/s seminal/es 

cT4 

Invasión de estructuras adyacentes que no sean las vesículas  

Seminales (esfínter externo, recto, vejiga, músculos elevadores  

del ano y/o pared pélvica) 

Categoría 

patológica (pT) 
Criterio 

pT2 Tumor limitado a la próstata 

pT3 Extensión extraprostática 

   pT3a 
Extensión extraprostática (uni o bilateral) o invasión microscópica  

del cuello de vejiga. 

   pT3b Invasión de vesícula/s seminal/es 

pT4 

Invasión de otras estructuras adyacentes que no sean las  

vesículas seminales (esfínter externo, recto, músculos  

elevadores del ano, pared pélvica) 

Ganglios linfáticos 

regionales (N) 
Criterio 

Nx Ganglios regionales no evaluados 

N0 Ausencia de metástasis en ganglios regionales 

N1 Metástasis ganglionar/es regional/es 
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T N M PSA Grupo Gleason Estadio 

cT1a-c, cT2a N0 M0 <10 Grado 1 I 

pT2 N0 M0 <10 Grado 1 I 

cT1a-c, cT2a, pT2 N0 M0 ≥10 <20 Grado 1 IIA 

cT2b-c N0 M0 <20 Grado 1 IIA 

T1-2 N0 M0 <20 Grado 2 IIB 

T1-2 N0 M0 <20 Grado 3/4 IIC 

T1-2 N0 M0 ≥20 Grado 1 a 4 IIIA 

T3-4 N0 M0 Cualquier PSA Grado 1 a 4 IIIB 

Cualquier T N0 M0 Cualquier PSA Grado 5 IIIC 

Cualquier T N1 M0 Cualquier PSA Cualquier grado IVA 

Cualquier T Cualquier N M1 Cualquier PSA Cualquier grado IVB 

 

3 Clasificación histológica del cáncer de próstata 

El 95% de los tumores de próstata son adenocarcinomas, de los cuales, la gran 

mayoría son acinares. Estos se caracterizan por la presencia de células malignas en forma 

cuboidal y/o columnar que forman acinos y túbulos. 

El adenocarcinoma ductal supone menos del 1% de los tumores de próstata en su 

forma pura, y menos del 5% en su forma asociada a un adenocarcinoma acinar. Se 

desarrolla a expensas de los ductos prostáticos periféricos 14, y es un tumor infiltrante, y 

por tanto debe diferenciarse del carcinoma intraductal. Está constituido por células 

cilíndricas atípicas, dispuestas en forma de grandes masas de estructura papilar o 

cribiforme. El adenocarcinoma ductal suele estar asociado a patrones de alto grado (grupo 

ISUP 4 o 5), y tiene un comportamiento más agresivo en términos de diseminación a 

distancia o supervivencia causa-específica 15,16.  

Metástasis a 

distancia (M) 
Criterio 

M0 Ausencia de metástasis a distancia 

M1 Metástasis a distancia 

   M1a Ganglio/s linfático/s no regional/es 

   M1b Metástasis ósea/s 

   M1c Otras localizaciones (viscerales) con/sin afectación ósea 
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Existen otros subtipos histológicos menos frecuentes, entre los que se encuentran 

aquellos con diferenciación neuroendocrina, sarcomatoide, carcinomas escamosos o 

linfoepitelioma-like, entro otros17. En algunos casos se pueden describir adenocarcinomas 

mixtos con áreas focales con otras diferenciaciones.  

 

3.1 Gleason Score 

El Gleason Score o gradación de Gleason es un sistema que identifica los patrones de 

crecimiento en los adenocarcinomas de próstata, que se clasifican del 1 al 5, 

representando una escala progresiva decreciente de diferenciación glandular. Para reflejar 

la heterogeneidad del cáncer de próstata, la puntuación de Gleason se obtiene mediante 

la suma de los dos grados más prevalentes definidos por criterios estructurales, siendo el 

Gleason primario el patrón mayoritario y el Gleason secundario el segundo más 

prevalente en términos de volumen 18. Actualmente, las puntuaciones compuestas de 2 a 

5 no son consideradas como cáncer de próstata, por lo que el rango de puntuaciones de 

Gleason se clasifica de 6 (3+3) a 10 (5+5). 

 

La Sociedad Internacional de Patología Urológica (International Society of 

Urological Pathology [ISUP]), en el consenso llevado a cabo en 2014 19,20, estableció una 

nueva clasificación de este sistema en 5 categorías o grupos: 

- Grupo 1: Puntuación de Gleason 6 (3+3) 

- Grupo 2: Puntuación de Gleason 7, con patrón 3 mayoritario (3+4) 

- Grupo 3: Puntuación de Gleason 7, con patrón 4 mayoritario (4+3) 

- Grupo 4: Puntuación de Gleason 8 (4+4, 3+5 o 5+3) 

- Grupo 5: Puntuación de Gleason 9 o 10 (4+5, 5+4 o 5+5) 

 

Actualmente, esta agrupación es la más empleada y ha sido incluida dentro de la 

nueva clasificación de cáncer de próstata de la WHO (World Health Organization) de 

2022 21.  

El valor pronóstico de esta clasificación ha sido validado retrospectivamente, con más 

de 20.000 pacientes sometidos a prostatectomía radical, demostrando que la 

supervivencia libre de progresión bioquímica a 5 años tras prostatectomía radical fue del 

96%, 88%, 63%, 48% y 26% para los grupos 1 a 5 respectivamente 22. (Figura 3) 
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Figura 3: Supervivencia libre de recurrencia tras prostatectomía radical estratificado por 

el grupo pronóstico de Gleason. Línea verde: Grupo 1 (Gleason 6). Línea naranja: Grupo 2 

(Gleason 3+4). Línea azul oscura: Grupo 3 (Gleason 4+3). Línea marrón: Grupo 4 (Gleason 

8). Línea gris: Grupo 5 (Gleason ≥9). Fuente: Epstein JI, Eur Urol 2016 22. 

 

 

3.2 Patrón cribiforme 

El Gleason 4 es un grupo heterogéneo de variantes morfológicas que incluyen: (i) 

glándulas mal formadas, (ii) estructuras glomerulares, (iii) glándulas cribiformes y (iv) 

glándulas fusionadas (Figura 4) 23. Cada una de estas entidades, aunque agrupadas dentro 

del Gleason 4, tienen diferente significado clínico. De todos ellos, la presencia de patrón 

cribiforme es la que está asociada a un pronóstico más adverso 24–26. Diferentes estudios 

han demostrado que la presencia de patrón cribiforme en pacientes sometidos a 

tratamiento radical (o bien cirugía o bien radioterapia) se asocia a menor supervivencia 

libre de metástasis 24,27. Por ello, la Sociedad Internacional de Patología Urológica (ISUP) 

ha recomendado su inclusión en los informes de anatomía patológica 28. De forma reciente 

se ha demostrado, además, que esta entidad se asocia a una mayor inestabilidad genómica, 

lo cual podría explicar, en parte, el mal pronóstico que presentan estos pacientes 29–31.  

 

 



Introducción 

8 
 

Con el fin de mejorar el acuerdo entre patólogos en cuanto al diagnóstico de este 

patrón, ya que en ocasiones puede ser difícil de diferenciar del carcinoma intraductal (ver 

más adelante, sección 3.3., Tabla 2), se ha redactado una definición consensuada: la 

arquitectura cribiforme se caracteriza por una proliferación sólida expansiva, similar a un 

tamiz, de células epiteliales malignas que adoptan la apariencia de “glándulas dentro de 

glándulas”.  

 

 

 

 
 
Figura 4: Representación de las diferentes variantes morfológicas dentro del Gleason 4. A) 

Patrón Gleason 4 con glándulas mal formadas; B) Patrón Gleason 4 con estructuras 

glomerulares; C) Patrón Gleason 4 con glándulas cribiformes; D) Patrón Gleason 4 con 

glándulas fusionadas. Figura modificada de: Hassan O. Transl Androl Urol, 2018 23 . 

 

 

3.3 Carcinoma intraductal  

El carcinoma intraductal (IDC) es una entidad recientemente descrita 32,33, que, 

aunque no está incluida en el sistema de clasificación de Gleason, se ha asociado a mayor 

agresividad loco-regional, patrones más altos de Gleason (grados 4 y 5) 25,34–36, mayor 

riesgo de recidiva bioquímica, de metástasis y mortalidad 25,36,37. Es importante destacar 

que la presencia de esta histología se ha reportado de forma más frecuente en pacientes 

portadores de mutaciones germinales en BRCA2 y otros genes relacionados con la 

reparación del ADN en comparación con tumores esporádicos 38–40. En base a estos datos, 

aunque la evidencia es limitada, las guías clínicas americanas NCCN (National 

Comprehensive Cancer Network) recomendaron que se debía considerar la realización de 

cribado genético a todos los pacientes con cáncer de próstata de riesgo intermedio con 

histología intraductal/cribiforme independientemente de la historia familiar41. 

A B C D
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Desde un punto de vista histológico se define como una proliferación epitelial 

neoplásica llenando los conductos glandulares (intraductal) o las estructuras terminales 

acinares (intracinar), con la peculiaridad de preservar las células basales, formando a su 

vez: (i) patrones cribiformes sólidos o densos o (ii) un patrón cribriforme laxo o patrón 

micropapilar con atipia nuclear marcada (aumento (x6) del tamaño nuclear normal) o 

comedonecrosis no focal 32. 

La controversia radica en la dificultad para distinguir esta entidad de la neoplasia 

intraepitelial prostática de alto grado (PIN), o del propio patrón cribiforme (Tabla 2), ya 

que pueden superponerse, e incluso en el caso del patrón cribiforme, en muchas ocasiones 

co-existir 42,43. De forma similar al IDC, el PIN tiene un patrón no invasivo. Sin embargo, 

el IDC tiene un componente de adenocarcinoma invasivo coexistente en el 90-100% de 

los casos, a diferencia del PIN, cuya asociación con un carcinoma invasivo es mucho 

menor. El IDC en muchos casos representa un adenocarcinoma prostático en el que las 

células se han propagado hacia los conductos y los acinos.  
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Tabla 2: Principales diferencias histopatológicas entre los patrones de carcinoma 

intraductal (IDC), neoplasia intraepitelial prostática de alto grado (PIN) o cribiforme.  

 IDC PIN Cribiforme 

Glándulas 
Grandes e 

irregulares 

Grandes y 

regulares 

Pequeñas y 

abigarradas 

Crecimientos 

epiteliales 

Papilares, 

cribiformes, 

sólidos 

Papilares, 

cribiformes, 

sólidos 

Cribiformes 

Atipia Marcada 
Moderada o 

marcada 
Leve o moderada 

Tamaño nuclear 
x6 respecto al 

tamaño normal 
3 veces superior 2 veces superior 

Células basales Presentes Presentes Ausentes 

Mitosis Presentes 
Ausentes o 

mínimas 
Escasas 

Necrosis Presente Ausente Ausente 

Carcinoma 

asociado 
90-100% Puede existir o no 

Es un carcinoma 

infiltrante 

 

 

4 Estratificación del riesgo en enfermedad localizada 

Los pacientes diagnosticados de cáncer de próstata con estadio localizado o 

localmente avanzado pueden clasificarse en subgrupos de riesgo o pronóstico según 

diferentes escalas. La clasificación desarrollada por D´Amico es una de las más 

empleadas 44, aunque existen otras: clasificación NCCN 41, UCSF-CAPRA 45, etc. En la 

clasificación de D´Amico se categoriza a los pacientes en tres grupos de riesgo: bajo, 

intermedio y alto, en función de las cifras de PSA, el Gleason Score y el estadio clínico 

(Tabla 3). Este sistema permite tomar decisiones a la hora de plantear el tratamiento 

inicial de los pacientes.   
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Tabla 3: Clasificación de grupos de riesgo según D´Amico 

Riesgo Tamaño (T)  Gleason  PSA 

Bajo cT1-cT2a y 
≤6 (3+3)  

(ISUP 1) 
y ≤10 ηg/mL 

Intermedio cT2b o 
7 (4+3 o 3+4) 

(ISUP 2/3) 
o >10 a ≤20 ηg/mL 

Alto cT2b-T3 o 
≥8 (4+4) 

 (ISUP 4/5) 
o >20 ηg/mL 

 

 

5 Abordaje terapéutico del cáncer de próstata 

5.1 Tratamiento del cáncer de próstata localizado 

Existen diferentes opciones para abordar el tratamiento del cáncer de próstata 

localizado, no existiendo actualmente un consenso sobre el manejo óptimo en estos casos. 

Para realizar una adecuada recomendación terapéutica, no solamente es necesario 

considerar el grupo de riesgo como se ha comentado previamente, sino que también se 

deben tener en cuenta las comorbilidades y preferencias del paciente, para lo cual es 

fundamental informarle debidamente sobre las diversas opciones y sus posibles efectos 

secundarios.  

 

5.1.1 Actitud expectante y vigilancia activa 
 

Con el objetivo de disminuir los riesgos de un posible sobretratamiento en 

determinados pacientes, existen dos estrategias conservadoras: la actitud expectante y la 

vigilancia activa (Tabla 4). La primera de ellas, también conocida como “watchful 

waiting”, hace referencia al tratamiento conservador de los pacientes considerados no 

aptos para un tratamiento curativo debido a su limitada esperanza de vida y/o 

comorbilidades. En estos casos, se realiza un seguimiento para detectar la aparición de 

síntomas relacionados con la enfermedad, en cuya situación se proporciona un 

tratamiento paliativo, con el fin de mantener la calidad de vida. Por el contrario, la 

vigilancia activa o “active surveillance” tiene por objetivo evitar o demorar un 

tratamiento radical en pacientes que no requieren abordaje inmediato, pero con el fin de 
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indicar un tratamiento curativo en el momento adecuado en aquellos casos que así lo 

requieran 46. Para ello los pacientes se someten a un protocolo de estrecha vigilancia y 

seguimiento. La gran mayoría de guías clínicas reflejan que la vigilancia activa es la 

opción preferida en una gran parte de los sujetos con cáncer de próstata localizado de bajo 

riesgo 41,47–49.  

 

Tabla 4: Diferencias entre vigilancia activa y actitud expectante. Modificada de EAU 

Guidelines.  

 VIGILANCIA ACTIVA 
ACTITUD 

EXPECTANTE 

Intención tratamiento Curativo Paliativo 

Seguimiento Calendario predefinido 
Específico para cada 

paciente 

Técnicas TR, PSA, Bx, RMNmp No definido 

Esperanza de vida > 10 años < 10 años 

Objetivo 
↓Toxicidad del tratamiento SIN 

compromiso de SG 

↓Toxicidad del 

tratamiento 

Comentarios 
Sólo subgrupo Muy Bajo – Bajo 

Riesgo 
Todos estadios 

Abreviaturas: TR – Tacto Rectal; PSA – Antígeno Prostático Específico; Bx – Biopsia; RMNmp – 

Resonancia Magnética Nuclear multiparamétrica; SG – Supervivencia Global. 

 

 

5.1.2 Prostatectomía radical y radioterapia 
 

Por otra parte, dentro de los tratamientos con intención curativa se encuentran la 

prostatectomía radical y la radioterapia, que a su vez puede ser externa o interna 

(braquiterapia). Hay que tener en cuenta que en el caso de la radioterapia es preciso 

asociar un tratamiento hormonal -normalmente con análogos LHRH-, bien sea 

neoadyuvante y/o adyuvante en aquellos casos de intermedio (período entre 4-6 meses) y 

alto riesgo (período entre 24-36 meses) 50–59.  

El objetivo de cualquiera de estos procedimientos es la erradicación del cáncer, 

preservando, siempre que sea posible, las funciones de continencia y erección. Ambos 
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tratamientos (cirugía y radioterapia) ofrecen resultados oncológicos similares 60, pero 

tienen diferentes efectos secundarios. La prostatectomía radical se asocia con un mayor 

riesgo de incontinencia urinaria y disfunción eréctil, mientras que la radioterapia tiene 

más probabilidades de causar problemas intestinales 61. Por tanto, las guías clínicas no 

establecen cual es el tratamiento más apropiado, sino que recomiendan informar al 

paciente de todas las opciones 62 y tomar una decisión en base a su grupo de riesgo y 

preferencias.  

 

5.2 Tratamiento del cáncer de próstata avanzado 

A pesar de la eficacia de los tratamientos radicales, alrededor del 30% de los pacientes 

terminarán desarrollando una recurrencia metastásica 63,64, que en la mayoría de los casos 

evolucionará hacia una situación de resistencia a la castración, la fase letal de esta 

enfermedad 65,66. Con menor frecuencia (~10%), los pacientes también pueden presentar 

enfermedad metastásica “de novo” 67.  

El cáncer de próstata avanzado se puede clasificar en tres grandes grupos en base a la 

presencia/ausencia de metástasis y los niveles de testosterona (Figura 4): 

- Cáncer de próstata hormonosensible metastásico (CPHSm), que engloba a aquellos 

pacientes que presentan niveles normales de testosterona (>50 ng/dL o 1,7 nmol/L) y 

enfermedad metastásica en pruebas de imagen convencionales (gammagrafía ósea, TC 

y/o RM). Dentro de este grupo deben distinguirse los pacientes cuya enfermedad 

metastásica es “de novo” o sincrónica y aquellos cuya enfermedad metastásica es 

metacrónica o recurrente (tras un tratamiento radical previo), debido a que las 

implicaciones pronósticas de ambos grupos son diferentes 68. 

- Cáncer de próstata resistente a castración no metastásico (CPRCnm), o M0, en el 

cual se incluyen aquellos pacientes que presentan niveles de testosterona en rango de 

castración (<50 ng/dL o 1,7 nmol/L), pero no presentan evidencia de metástasis en 

pruebas de imagen convencionales (gammagrafía ósea, TC y/o RM). Son pacientes que 

presentan únicamente progresión bioquímica (elevación de PSA) durante el curso de 

tratamiento de deprivación de andrógenos.  

- Cáncer de próstata resistente a castración metastásico (CPRCm), es la fase final y 

letal de la enfermedad. En este caso, los pacientes presentan niveles de testosterona en 

rango de castración y presencia de metástasis en pruebas de imagen.  
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Figura 4: Etapas del cáncer de próstata. Modificado de Scher et al. J Clin Oncol, 2016 69. 

 

En los últimos años, los avances en el conocimiento de la biología molecular (ver 

sección 6 y 7) han dado lugar a numerosos cambios en el panorama del tratamiento del 

cáncer de próstata avanzado, tanto en la enfermedad hormonosensible, como resistente a 

la castración 70,71.  

 

La terapia de deprivación androgénica (TDA), bien sea química mediante 

tratamiento con análogos/antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante 

(LHRH), o quirúrgica mediante orquiectomía bilateral (actualmente en desuso), es la base 

del tratamiento sistémico del cáncer de próstata avanzado. En el caso del CPRCm, el 

esquema de tratamiento con docetaxel/prednisona asociada a TDA fue el primero en 

demostrar un beneficio en la supervivencia global de estos pacientes en el año 2004 72,73. 

Posteriormente, a partir de 2010 se han llevado a cabo varios estudios que han dado lugar 

a la aprobación de diferentes fármacos para el tratamiento del CPRCm: cabazitaxel 

(antineoplásico alcaloide inhibidor de los microtúbulos)74, abiraterona y enzalutamida 

(inhibidores de la señalización del receptor de andrógenos)75–78, radio-223 (radiofármaco 

emisor de partículas α)79 y 177Lutecio PSMA-617 (radionúclido emisor de partículas b 

dirigido al PSMA)80. Estas nuevas opciones de tratamiento vinieron acompañadas de 

beneficios en la SG, la SLPr y la calidad de vida de los pacientes, como quedó demostrado 

en los ensayos clínicos Fase 3 que se resumen en la tabla 5.  

 
 

 

Cáncer de	Próstata	
Resistente	a	la	Castración	metastásico‡

Cáncer	de	Próstata	
Hormonosensible
metastásico†

Cáncer	de	Próstata	
Resistente	a	la	Castración	

no	metastásico‡Cáncer	de	Próstata	
Hormonosensible
no	metastásico†

Clinically
Localized
Disease

Rising
PSA

Noncastrate

nmCRPC

mCRPC:
1st	line

mCRPC:
2nd	line

mCRPC:
Line	XClinical

Metastases:	
Noncastrate

Enfermedad
localizada

Elevación de	
PSA

No	castrado

CPRCnm

Presencia	de	
metástasis:
No	castrado

CPRCm
1ª	línea

CPRCm
2ª	línea

CPRCm
Línea	X

Enfermedadmetastásica
“de	novo”

†	Niveles	de	testosterona	normales
‡	Niveles	de	testosterona	<50	ng/dL o	1,7nmol/L
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Tabla 5: Principales ensayos clínicos Fase 3 en pacientes con CPRCm 

 

Población Estudio N 
Objetivo  

primario 

SG (meses) SLPr (meses) 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 
HR (IC 95%) p valor 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 
HR (IC 95%) p valor 

1ª línea 

CPRCm  

TAX 32772 

Doce/pred  

vs 

 mitox/pred 

1006 SG 19,2 16,3 
0,79 

(0,67-0,93) 
0,004 NR NR NR NR 

SWOG  

99-1673 

Doce/pred  

vs 

 mitox/pred 

770 SG 17,5 15,6 
0,80 

(0,67-0,97) 
0,02 NR NR  NR NR 

COU-AA-30275 

Abi/pred 

vs 

placebo/pred 

1088 SG y SLPr 34,7 30,3 
0,81 

(0,70-0,93) 
0,003 16,5 8,3 

0,43 

(0,35-0,52) 
<0,001 

PREVAIL76 

Enzalutamida 

 vs 

 placebo 

1717 SG y SLPr 35,3 31,3 
0,77 

(0,67-0,88) 
<0,001 20 5,4 

0,32 

(0,28-0,36) 
<0,001 

2ª línea 

CPRCm 

(post-

doce) 

TROPIC74 

Cabaz/pred 

vs 

mitox/pred 

755 SG 15,1 12,7 
0,70  

(0,59-0,83) 
<0,001 NR NR NR NR 

COU-AA-30177 

Abi/pred 

vs 

placebo/pred 

1195 SG 15,8 11,2 
0,74 

(0,64-0,86) 
<0,001 5,6 3,6 

0,66 

(0,58-0,76) 
<0,001 

AFFIRM78 

Enzalutamida 

vs 

placebo 

1199 SG 18,4 13,6 
0,63 

(0,53-0,75) 
<0,001 8,3 2,9 

0,40 

(0,35-0,47) 
<0,001 

ALSYMPCA*79 

Radio-223 

vs 

placebo 

921 SG 14,9 11,3 
0,70 

(0,58-0,83) 
<0,001 NR NR NR NR 

 

VISION*80 
177Lu-PSMA-617 

vs 

SOC 

831 SG y SLPr 15,3 11,3 
0,74 

(0,52-0,74) 
<0,001 8,7 3,4 

0,40  

(0,29-0,57) 
<0,001 
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Abreviaturas: SG – Supervivencia Global; SLPr – Supervivencia Libre de Progresión Radiológica; Brazo 

exp – Brazo experimental; HR – Hazard Ratio; IC – Intervalo de confianza; CPRCm – Cáncer de próstata 

Resistente a la Castración metastásico; Doce – Docetaxel; Pred – Prednisona; mitox – Mitoxantrona; Abi 

– Abiraterona; Cabaz – Cabazitaxel; NR – No reportado; SOC – Standard of care.  

*En el estudio ALSYMPCA se incluyeron pacientes no candidatos o que rechazaban tratamiento con 

docetaxel. En el estudio VISION se incluyeron pacientes tras progresión a ≥1 inhibidor de la señalización 

del receptor de andrógenos y ≥1 régimen con taxanos.  

 

 

El uso de todos estos fármacos se limitó de manera inicial a la fase más tardía de 

la enfermedad, la resistencia a la castración. Sin embargo, posteriormente algunos de 

estos agentes (docetaxel, abiraterona y enzalutamida) y otros de nuevo desarrollo 

(apalutamida y darolutamida: inhibidores de la señalización de andrógenos) han 

demostrado importantes beneficios en la SG y/o SLPr en etapas más tempranas de la 

enfermedad, como el CPHSm, que hasta ese momento era tratado únicamente con TDA 

en monoterapia 81–90. Múltiples estudios han demostrado el beneficio de combinar a la 

terapia de deprivación de andrógenos, o bien quimioterapia (docetaxel) 81–83 o bien 

inhibidores de la señalización de andrógenos (abiraterona, apalutamida o enzalutamida) 
84–88. De forma más reciente, dos estudios han demostrado también el beneficio de los 

tripletes 89,90(combinaciones de TDA + docetaxel + abiraterona/darolutamida) en este 

escenario de CPHSm. 

Cabe destacar también que varios ensayos clínicos han analizado el papel del 

tratamiento del tumor primario con radioterapia externa en pacientes con enfermedad 

metastásica hormonosensible “de novo”, demostrando aumento de supervivencia global 

en aquellos casos con baja carga tumoral, definida en base a los criterios del estudio 

CHAARTED81 (ausencia de metástasis viscerales y <4 metástasis óseas) 91,92. En la tabla 

6 se resumen los principales estudios fase 3 llevados a cabo en población con CPHSm.  
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Tabla 6: Principales ensayos clínicos Fase 3 en pacientes con cáncer de próstata 

hormonosensible metastásico. 

Población Estudio N 
Objetivo  

primario 

SG (meses) SLPr (meses) 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 

HR  

(IC 95%) 
p valor 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 

HR  

(IC 95%) 
p valor 

CPHSm 

GETUG-AFU 

1583 

Doce/DA  

vs 

DA 

385 SG 62,1 48,6 
0,88 

(0,68-1,14) 
0,3 22,9 15,3 

0,69 

(0,55-0,87) 
0,002 

CHAARTED81 

Doce/DA 

vs 

ADT 

790 SG 57,6 47,2 
0,72 

(0,59-0,89) 
0,001 NR NR NR NR 

STAMPEDE82 

Doce/pred/DA  

vs 

ADT 

1086

† 
SG 59,1 43,1 

0,81 

(0,69-0,95) 
0,003 NR NR NR NR 

LATITUDE84 

Abi/pred/DA 

 vs 

 plac/plac/DA 

1199 SG 53,3 36,5 
0,66 

(0,56-0,78) 
<0,001 33 14,8 

0,47 

(0,39-0,55) 
<0,001 

STAMPEDE85 

Abi/pred/DA 

 vs 

DA 

1002

† 
SG* 83% 76% 

0,61  

(0,49-0,51) 
<0,001 80% 62% 

0,40 

(0,34-0,47) 
<0,001 

ARCHES§87 

Enzalut/DA 

vs 

placebo/DA 

1150 SLPr NA NA 
0,66 

(0,53-0,81) 
<0,001 49,8 38,9 

0,63 

(0,52-0,76) 
<0,001 

ENZAMET§88 

Enzalut/DA 

vs 

AA/DA 

1125 SG NA 73,2 
0,70 

(0,58-0,84) 
<0,001 NR NR NR NR 
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Tabla 6 (continuación): Principales ensayos clínicos Fase 3 en pacientes con cáncer de 

próstata hormonosensible metastásico. 

Población Estudio N 
Objetivo  

primario 

SG (meses) SLPr (meses) 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 

HR  

(IC 95%) 
p valor 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 

HR  

(IC 95%) 
p valor 

CPHSm 

TITAN§86 

Apalut/DA 

vs 

placebo/DA 

1052 
SG y 

SLPr‡ 
NA 52,2 

0,65 

(0,53-0,79) 
<0,001 68,2% 47,5% 

0,48 

(0,39-0,60) 
<0,001 

PEACE-189 

Abi/Doce/DA 

Vs 

Doce/DA 

710• 
SG y 

SLPr 
NA 52,8 

0,75 

(0,51-0,79) 
0,017 24,3 53,5 

0,50 

(0,34-0,71) 
<0,001 

ARASENS90 

Daro/Doce/DA 

Vs 

Doce/DA 

1306 SG NA 48,9 
0,68 

(0,57-0,80) 
<0,001 NR NR NR NR 

HORRAD92 

RDT/DA 

vs 

DA 

432 SG 45 43 
1,11 

(0,87-1,43) 
0,4 NR NR NR NR 

STAMPEDE§91 

RDT/DA 

vs 

DA 

2061 SG 48 46 
0,92 

(0,80-1,06) 
0,266 NR NR NR NR 

Abreviaturas: SG – Supervivencia Global; SLPr – Supervivencia Libre de Progresión Radiológica; Brazo 

exp – Brazo experimental; HR – Hazard Ratio; IC – Intervalo de confianza; CPHSm – Cáncer de próstata 

HormonoSensible metastásico; Doce – Docetaxel; DA – Deprivación Androgénica; Pred – Prednisona; Abi 

– Abiraterona; AA – Antiandrógeno clásico (bicalutamida, nilutamida, flutamida); Apalut – Apalutamida; 

RDT – Radioterapia Externa (sobre el tumor primario); NR – No reportado; NA – No alcanzado.  

† Sólo pacientes M1 

* SG y SLPr expresadas en porcentaje a 3 años 

‡ SLPr expresada en porcentaje a 24 meses 

§ Pacientes que recibieron docetaxel: ARCHES: 17,8%; ENZAMET: 44%; TITAN: 10,7%; STAMPEDE 

RT: 18%. 

•Población que recibió docetaxel + TDA  

  

El panorama terapéutico del CPRC no metastásico también ha cambiado 

drásticamente, puesto que hasta hace apenas cinco años era tratado únicamente con 

maniobras hormonales (retirada/asociación de antiandrógenos clásicos, esteroides, etc), 
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las cuales no han demostrado impacto en la supervivencia global. Tres grandes ensayos 

clínicos fase 3 han conducido a la aprobación de diferentes inhibidores de la señalización 

de andrógenos (apalutamida, darolutamida y enzalutamida) en pacientes con CPRCnm 

tras demostrar beneficio tanto en SG como en SLM 86,93–97 (Tabla 7). 

 
Tabla 7: Principales ensayos clínicos Fase 3 en pacientes con CPRCnm 

Población Estudio N 
Objetivo  

primario 

SG (meses) SLM (meses) 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 

HR 

(IC 95%) 
p valor 

Brazo 

exp 

Brazo 

control 

HR 

(IC 95%) 
p valor 

CPRCnm* 

SPARTAN93 

Apalut/DA 

vs 

placebo/DA 

1207 SLM 73,9 59,9 

0,78 

(0,64-

0,96) 

0,016 40,5 16,2 

0,28 

(0,23-

0,35) 

<0,001 

ARAMIS94 

Daro/DA  

vs 

placebo/DA 

1509 SLM 83%‡ 77%‡ 

0,69 

(0,53-

0,88) 

0,003 40,4 18,4 

0,41 

(0,34-

0,50) 

<0,001 

PROSPER96 

Enzalut/DA 

vs 

placebo/DA 

1401 SLM 67 56,3 

0,73 

(0,61-

0,89) 

0,001 36,6 14,7 

0,29 

(0,24-

0,35) 

<0,001 

Abreviaturas: SG – Supervivencia Global; SLM – Supervivencia libre de metástasis; Brazo exp – Brazo 

experimental; HR – Hazard Ratio; IC – Intervalo de confianza; CPRCnm – Cáncer de próstata Resistente 

a la Castración no metastásico; Apalut – Apalutamidal; DA – Deprivación Androgénica; Abi – Abiraterona; 

Daro – Darolutamida; Enzalut – Enzalutamida. 

* En los 3 estudios pacientes con CPRCnm de alto riesgo, definidos por tiempo de duplicación de PSA 

(PSADT) ≤10 meses  

‡ SG expresada en porcentaje a 3 años 

 

Uno de los grandes avances en la oncología en general y en el cáncer de próstata 

en particular es el desarrollo simultáneo de fármacos y biomarcadores de respuesta. En 

este sentido cabe destacar los diferentes estudios en los cuales los inhibidores de PARP 

han demostrado beneficio en pacientes portadores de mutaciones en genes relacionados 

con la reparación del ADN, 98 (se describen más ampliamente en la sección 7.4.).  

Estos ensayos clínicos han cambiado el enfoque terapéutico del cáncer de próstata, 

que hasta ahora era tratado como una “única enfermedad”, y han permitido su entrada de 

lleno en la medicina de precisión. Sin embargo, a pesar de los grandes avances 
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acontecidos en los últimos años, con la disponibilidad de numerosas opciones de 

tratamiento, el reto actual radica precisamente en optimizar el manejo de todas las 

opciones disponibles, con el fin de maximizar el beneficio de los pacientes.  

 

 

6 Heterogeneidad molecular en cáncer de próstata 

El cáncer de próstata es una enfermedad muy heterogénea, tanto desde el punto de 

vista clínico como molecular. Comprender esta heterogeneidad por la cual algunos 

pacientes tienen una enfermedad indolente que tal vez nunca necesite tratamiento, 

mientras otros presentan evoluciones rápidamente letales, es uno de los mayores retos. 

Con la aparición y la mejora de nuevas técnicas genómicas de secuenciación, en los 

últimos años, varios estudios han comenzado a desentrañar parte de esta heterogeneidad 

y a definir distintos subtipos moleculares 99–103.  

Dentro del proyecto del Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA por sus siglas en inglés 

– The Cancer Genome Atlas), en 2015 se presentó un análisis molecular completo de 333 

carcinomas de próstata localizados 99. Este estudio demostró que el 74% de los tumores 

podían clasificarse dentro de uno de los siete subtipos definidos por diferentes 

reordenamientos (ERG, ETV1/4 y FLI1) o mutaciones en genes específicos (SPOP, 

FOXA1 e IDH1) (Figura 5). Adicionalmente, un 25% de los tumores analizados 

presentaron alteraciones en vías de señalización potencialmente accionables (como PI3K 

o MAPK), y en un 19% de ellos se objetivaron defectos en genes relacionados con la 

reparación del ADN. Sin embargo, es importante destacar que incluso dentro de los 

diferentes subtipos descritos existe una gran diversidad, y que hasta un 26% de los casos 

no pudieron ser clasificados dentro de la taxonomía descrita, poniendo de manifiesto la 

enorme heterogeneidad molecular de esta enfermedad. A pesar del gran avance que 

supuso esta clasificación taxonómica, hasta el momento no se han establecido claras 

asociaciones entre los subtipos descritos y el pronóstico de estos pacientes, dificultando 

por tanto su uso en la práctica clínica.  
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Figura 5: Taxonomía molecular del cáncer de próstata. El análisis molecular de 333 tumores 

primarios de cáncer de próstata establece 7 subtipos definidos por (de arriba abajo) fusiones ERG 

(46%), fusiones o sobreexpresión de ETV1/ETV4/FLI1 (8%, 4% y 1%, respectivamente), o 

mutaciones de SPOP (11%), FOXA1 (3%) e IDH1 (1%). El mapa de calor muestra el número de 

copias de ADN en cada uno de los casos, mostrando los cromosomas de izquierda a derecha.  Las 

pérdidas de indican con tonos azules y las ganancias en rojo. Procedente de TCGA, Cell 2015 99. 

 

 

Por otra parte, un análisis comparativo entre muestras de tumores primarios y de 

pacientes con CPRCm ha puesto de manifiesto distribuciones bastante similares en cuanto 

a estos subtipos moleculares en ambos escenarios (Figura 6A) 99,104. Sin embargo, los 

tumores resistentes a la castración presentan un mayor porcentaje de alteraciones con 

respecto a los tumores primarios, como es el caso de las amplificaciones o mutaciones en 

el receptor de andrógenos (RA), que, aunque son escasas en los tumores primarios, se 

observan hasta en un 40-70% de los casos con CPRCm, lo cual puede ser el reflejo de la 

presión selectiva ejercida por el uso de terapias dirigidas frente al RA (aLHRH, 

abiraterona, enzalutamida, apalutamida, etc). De forma similar, las alteraciones en la vía 

PI3K (que incluye a PTEN), así como las mutaciones o deleciones en genes como TP53 

o RB1, entre otros, son mucho más frecuentes en tumores CPRCm (Figura 6B) 104,105. Las 

alteraciones en la vía de reparación del ADN son también más prevalentes en el CPRCm 

que en tumores localizados 99,104–106 como se detalla más ampliamente en la sección 7. 2..  
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Figura 6: Comparación de las alteraciones genómicas entre cáncer de próstata localizado y 

metastásico o resistente a castración. (A) La distribución relativa de los diferentes subtipos 

moleculares (ERG, ETV1/4, FLI1, SPOP, FOXA1, IDH1, otros) es similar entre las muestras de 

tumores primarios y metastásicos. (B) Enriquecimiento de las alteraciones genómicas de los 

tumores de pacientes con CPRCm frente a la enfermedad localizada. El nivel de enriquecimiento 

se representa como la diferencia de frecuencia entre los dos grupos indicados (eje X) y su 

significación estadística (p valor, eje Y). Cada tipo de alteración se representa en un color 

diferente. Los diámetros son proporcionales al número de casos con la alteración específica. 

Procedente de (A) TCGA, Cell 2015 y (B) Abida W, JCO Precis Oncol, 2017 105.  

 

Uno de los mayores avances en la comprensión de la naturaleza molecular del 

cáncer de próstata vino tras la identificación de una de las alteraciones más prevalentes 

en esta enfermedad: los reordenamientos que involucran a los factores de transcripción 

de la familia ETS. Se trata de una fusión en la que el factor de transcripción ETS se 

trasloca con un elemento regulador que suele ser sensible a los andrógenos 107–109. Este 

reordenamiento está presente en torno al 40-60% de los tumores de próstata 110, y la gran 

mayoría implican la deleción o inserción en el cromosoma 21, fusionando el extremo 5´ 

del gen regulado por andrógenos TMPRSS2 con el factor de transcripción ERG de la 

familia ETS 107,111. Otras fusiones descritas involucran a ETV1 (cromosoma 7), ETV4 

(cromosoma 3) y FLI1 (cromosoma X). Además, aunque el compañero más común de la 

fusión es el gen TMPRSS2, se han identificado más de 10 genes regulados por andrógenos 

implicados en estos reordenamientos 112.  

Esta alteración parece ser un evento genómico temprano, que ocurre en tumores 

localizados e incluso en neoplasias intraepiteliales de alto grado (HGPIN) 113,114. Sin 

embargo, no está claro cuál es el papel pronóstico de este reordenamiento, ya que las 

A B
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cohortes analizadas son heterogéneas, y los resultados, en ocasiones, contradictorios 115–

117.  

 

Como se puede observar en la figura 6, dentro del CPRCm, las alteraciones más 

recurrentes tras las acontecidas en el RA son las que incluyen la pérdida de los genes 

supresores TP53, RB1 y PTEN 104,105,118. TP53 y RB1 son genes implicados en el control 

del ciclo celular. La inactivación de TP53 por mutaciones o deleciones se produce en 

alrededor del 40-50% de los tumores de próstata metastásicos, mientras que la pérdida de 

RB1 se ha descrito en aproximadamente un 20% de los CPRCm 104. Alrededor del 4% de 

los tumores metastásicos tienen una pérdida bialélica conjunta de TP53 y RB1 104,119. Por 

otra parte, las alteraciones en la vía de señalización de PI3K/AKT/mTOR están presentes 

en torno al 50% de los CPRCm, siendo la inactivación de PTEN el evento más frecuente 

dentro de esta vía (deleciones descritas en un 40%, siendo menos frecuentes las 

mutaciones puntuales, en torno a un 5-10% 100–103). Cabe destacar que la pérdida de estos 

tres genes se ha asociado con un comportamiento clínico más agresivo, así como con 

variantes neuroendocrinas o de célula pequeña 120–125. Las amplificaciones en el 

cromosoma 8q24, que contiene al oncogén MYC, también se han descrito de forma 

recurrente en cáncer de próstata avanzado 101,103,105,126, relacionándose con mayor 

agresividad y peor pronóstico 127,128.  

 

 

 

7 Vías de reparación del ADN en cáncer de próstata 

7.1 Vías de reparación del ADN  

En los seres humanos, las células están continuamente expuestas al daño de agentes 

nocivos externos (por ejemplo, la radiación) e internos (por ejemplo, la formación de 

radicales libres de nuestro metabolismo). Estos agentes pueden ocasionar más de 105 

alteraciones en el ADN en cada célula al día, y cada una de esas alteraciones tiene el 

potencial de modificar el código genético del ADN 129. En las células eucariotas, el 

mantenimiento de la integridad o la estabilidad genómica se consigue mediante 

elaborados sistemas de vigilancia y mecanismos de reparación del ADN, cada uno de los 
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cuales se centra en un tipo específico de daño. Estos mecanismos pueden corregir el daño 

causado, o cuando este no puede ser reparado, iniciar la muerte celular programada 130.  

La respuesta celular ante un daño en el ADN está mediada por diferentes proteínas que 

pueden agruparse como sensores (γH2AX o complejo MRN), transductores (ATM o 

ATR) o efectores (Chk1 o Chk2) del daño al ADN (Figura 7A). Cuando el daño se limita 

a una de las cadenas del ADN (rotura de cadena simple, en inglés SSB – single-strand 

breaks), pueden activarse diferentes mecanismos de reparación, entre ellos la reparación 

por escisión de bases (BER-base-excision repair), reparación por escisión de nucleótidos 

(NER- Nucleotid-excision repair) y la reparación por apareamiento erróneo (MMR-

Mismatch repair). (Figura 7B) 

La vía de reparación por escisión de bases (BER) está implicada en la eliminación 

de modificaciones sutiles del ADN, como los producidos por daños oxidativos, derivados 

de la alquilación celular y despurinizaciones espontáneas 131. La base nitrogenada alterada 

es reconocida, eliminada y reemplazada en un proceso en el que intervienen diferentes 

enzimas y proteínas. Las proteínas PARP1 y PARP2 están implicadas en la detección de 

roturas de cadena simple y en la coordinación de la respuesta para reparar este daño.  

La vía de reparación por escisión de nucleótidos (NER) elimina aquellos daños en el ADN 

que distorsionan la hélice u otras lesiones más voluminosas causadas por la luz 

ultravioleta A o la quimioterapia, que forman una amplia categoría de alteraciones que 

afectan a una de las dos cadenas del ADN 132. Es decir, esta vía identifica distorsiones en 

el ADN y no la secuencia errónea, lo que permite corregir una amplia variedad de daños.  

Por último, el mecanismo de reparación de errores de apareamiento (MMR) es un sistema 

de reparación del ADN que reconoce aquellos nucleótidos emparejados de manera 

incorrecta, así como las inserciones o deleciones que ocasionan la distorsión de la doble 

hélice 133. Es un mecanismo fundamental para mantener la estabilidad genómica en 

regiones con secuencias cortas y repetitivas de ADN (conocidas como regiones 

microsatélites). Los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 son fundamentales en este 

mecanismo de reparación del ADN (Figura 7B). 

Las roturas de la cadena doble (DSBs – double-strand breaks) son las lesiones 

más citotóxicas para el ADN. Los principales mecanismos para reparar estas roturas son 

la reparación por recombinación homóloga (HRR-homologous recombination repair) y 

la recombinación por extremos no homólogos (NEHJ-Non-homologous end-joining). La 

primera es una vía muy compleja, pero de alta fidelidad, que restaura el código original 

del ADN sin introducir errores, pero requiere el uso de una cromátida hermana como guía 
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134, y, por lo tanto, está restringida a las fases S y G2 del ciclo celular. Algunos de los 

componentes clave de esta vía incluyen, entre otros, las proteínas BRCA1, BRCA2, 

PALB2 y RAD51. La vía de recombinación homóloga participa también en la reparación 

de los entrecruzamientos intercatenarios, que unen las cadenas de ADN mediante enlaces 

covalentes y evitan su separación durante la transcripción y la replicación 135. En esta vía 

son importantes las proteínas implicadas en el complejo de la Anemia de Fanconi 

(FANC). El sistema de recombinación por extremos no homólogos (NEHJ), por el 

contrario, puede actuar durante todo el ciclo celular y repara las roturas de doble cadena 

del ADN mediante la religación de los extremos del ADN, sin utilizar una secuencia 

complementaria u homóloga, por lo que este proceso es propenso a la acumulación de 

errores, con la posibilidad de introducir nuevas mutaciones 136 (Figura 7B). El equilibro 

entre ambas vías es esencial para el mantenimiento de la estabilidad genómica.  

A pesar de la especificidad de la reparación de los diferentes tipos de lesiones, en algunas 

ocasiones las vías se superponen o cooperan entre ellas, en particular cuando se trata de 

lesiones que son más complejas.  
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Figura 7: Representación de las diferentes vías de respuesta al daño del ADN. (A) La 

respuesta al daño del ADN está coordinada por diferentes proteínas cuyas funciones pueden 

clasificarse de forma simplificada como sensores de daño al ADN, transductores y efectores. El 

daño en el ADN puede detectarse mediante γ-H2AX y el complejo MRN (sensores), que activan 

a ATM y ATR. Ambos son transductores clave de las vías de reparación al daño del ADN, que 

activan a los reguladores del ciclo celular Chk1 y Chk2 (codificados por CHEK1 y CHEK2, 

respectivamente), que a su vez desencadenan una respuesta que finalmente induce la activación 

de p53. Este supresor tumoral determina si la célula inicia el ciclo celular, los mecanismos de 

reparación del ADN o entra en apoptosis, dependiendo del tipo de daño y/o la eficacia de la 

reparación del ADN. (B) y (C) Los agentes nocivos para el ADN pueden causar diferentes 

lesiones, cada una de las cuales tiene asociado un mecanismo específico. ATR, ATM y Chk1/2 
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son quinasas que intervienen en la respuesta a varios tipos de daño al ADN. Por lo tanto, la 

inhibición de estas quinasas puede ser eficaz en ciertos tumores con alteraciones en genes 

implicados en la reparación del ADN o puede servir para aumentar la actividad de otros agentes 

que causan daños en el ADN (las sales de platino). De forma análoga, el complejo de DNA-PKs 

es una quinasa implicada en la vía de NEJH, cuya inhibición mediante fármacos dirigidos también 

se está testando en múltiples tumores, incluido el cáncer de próstata. Las sales de platino 

(cisplatino o carboplatino) inducen la aparición de enlaces cruzados de ADN inter e 

intracatenarios. Estas alteraciones requieren la acción coordinada de las vías de RH, NEHJ y 

reparación por escisión de nucleótidos (NER) para ser reparadas. Cuando se altera la función en 

alguno de los genes que intervienen en alguna de estas vías (bien sea en la línea somática o 

germinal), el efecto citotóxico de la quimioterapia basada en sales de platino no puede repararse, 

lo que provoca la muerte celular (apoptosis). Los inhibidores de PARP interactúan con PARP, 

inhibiendo su función. Esto da lugar a la acumulación de roturas de cadena simple, lo que a su 

vez conduce a la formación de roturas de cadena doble. Las células “normales” tiene la capacidad 

de reparar las roturas de doble cadena, sin embargo, no pueden hacerlo en presencia de 

alteraciones en la función de los genes implicados en la vía de RH (BRCA1/2, familia anemia de 

Fanconi [FA]), proceso conocido como letalidad sintética. La deficiencia de alguno de los genes 

implicados en MMR conduce a la acumulación de mutaciones somáticas, y por lo tanto, aumenta 

la presencia de neoantígenos. La presencia de niveles elevados de neoantígenos se ha 

correlacionado con una mejor respuesta a inmunoterapia. Figura modificada de Lozano R, Br J 

Cancer, 2021.  

 

7.2 Prevalencia de las alteraciones en genes relacionados con la reparación del 

ADN en cáncer de próstata 

Durante los últimos años, diferentes estudios han puesto de manifiesto la alta 

prevalencia de las alteraciones en genes implicados en la reparación del ADN en cáncer 

de próstata 99,104–106,118,121. En 2015, el Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA por sus siglas 

en inglés – The Cancer Genome Atlas) publicó el análisis molecular de 333 tumores 

primarios de próstata con estadio localizado, revelando que hasta un 19% de los mismos 

albergaban alteraciones en diferentes genes relacionados con la reparación del ADN, 

como BRCA2, BRCA1, ATM, CDK12, FANCD2 o RAD51C, entre otros 99. BRCA2 fue el 

gen más frecuentemente alterado, pero cabe señalar que los 6 casos con mutaciones en la 

línea germinal presentaban la misma variante, p.K3326*, cuya significación patogénica 

no está claramente dilucidada. Al mismo tiempo, un estudio del International Stand Up 
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to Cancer/Prostate Cancer Foundation Team (SU2C/PCF) identificó alteraciones 

genómicas afectando a genes de la reparación del ADN en el 23% de las 150 muestras 

analizadas, en este caso biopsias de metástasis. Un 13% de los casos tenían alteraciones 

en BRCA2, seguido de un 7,3% en ATM, un 2% en MSH2 y un 0,3% en BRCA1, FANCA, 

MLH1, RAD51B y RAD51C 104. Una serie más amplia (n=1.013), que incluía muestras de 

los estudios previamente mencionados, identificó la presencia de defectos en genes de la 

reparación del ADN en el 10% y el 27% de las biopsias de tumores primarios y 

metastásicos, respectivamente 118. Este hallazgo es concordante con la observación de 

que este tipo de alteraciones se asocian con grados histológicos más altos y estadios más 

avanzados  137–140. Hay que tener en cuenta que la prevalencia de las alteraciones en estos 

genes implicados en la reparación del ADN puede variar de unos estudios a otros en 

función del número de genes analizados, la técnica empleada y las características 

histopatológicas de los tumores incluidos. La serie más amplia de muestras de cáncer de 

próstata en la que se ha analizado la presencia de defectos en genes de la reparación del 

ADN ha sido proporcionada recientemente por el estudio PROfound, un ensayo clínico 

Fase 3 en el cual se ha demostrado el beneficio de olaparib, un inhibidor de PARP, en 

CPRCm 141. En este estudio se han examinado de manera satisfactoria 2.792 biopsias con 

el fin de detectar alteraciones en 15 genes relacionados con la recombinación homóloga. 

Estos defectos se observaron en un 28% de las muestras analizadas 142, con una frecuencia 

similar en las biopsias procedentes del tumor primario (27%) y en las procedentes de 

metástasis (32%), lo que sugiere que las alteraciones en genes de la RH son 

acontecimientos tempranos en la evolución de los tumores más agresivos de cáncer de 

próstata. BRCA2 (8,7%), CDK12 (6,3%), ATM (5,9%), CHEK2 (1,2%) y BRCA1 (1%) 

fueron los genes alterados con mayor frecuencia. Hasta en un 2,2% de los casos se 

encontraron alteraciones simultáneas en dos o más de los genes analizados, aunque por 

el momento no están claras las repercusiones que puede implicar este hecho. Por otra 

parte, la prevalencia de defectos en genes relacionados con la reparación por 

apareamiento erróneo (MMR) en cáncer de próstata ha quedado establecida en una serie 

de más de 1.000 pacientes, publicada por Abida et al 143. En este estudio, se observó que 

el 3,1% de los casos presentaban una deficiencia en alguno de los genes analizados, 

siendo MSH2 el más frecuente (Tabla 8).  

 

 

 



Introducción 

29 
 

Tabla 8: Prevalencia de alteraciones en genes relacionados con la reparación del ADN en 

enfermedad localizada y avanzada 

Gen 
Enfermedad 

localizada99,143 

Enfermedad avanzada104–

106,143,144 

BRCA2 3% 13.3% 

BRCA1 1% 1.9% 

ATM 4% 7.3% 

CHEK2 0% 1.9% 

CDK12 2% 6.9% 

PALB2 -- 0.4% 

RAD51C 3% 0.14% 

RAD51D 0% 0.4% 

FANCD2 6% 0.7% 

MLH1* 0.6% 1.3% 

MSH2* 1.2% 2.7% 

MSH6* 1.4% 2% 

*La frecuencia de MMR en una publicación que incluyó tanto pacientes con enfermedad localizada como 

avanzada143  fue del 3,1% 

 

Uno de los aspectos más notables del estudio presentado por el SU2C-PCF fue 

que casi la mitad de las alteraciones identificadas (8%) en los pacientes con CPRCm 

estaban presentes en la línea germinal 104. Este estudio fue el primero en sugerir que las 

variantes germinales en estos genes, asociadas a un mayor riesgo de desarrollar cáncer, 

estaban presentes con una prevalencia superior a la previamente documentada en 

pacientes con cáncer de próstata metastásico. Posteriormente, estos hallazgos se 

confirmaron en un estudio retrospectivo y multicéntrico, con datos de 692 pacientes con 

cáncer de próstata avanzado (incluyendo datos del estudio del SU2C-PCF). En este 

análisis, el 11,8% de los pacientes se identificaron como portadores de mutaciones en la 

línea germinal en al menos uno de los 20 genes analizados, todos ellos relacionados con 

la reparación del ADN 106. En esta serie, el gen alterado con mayor frecuencia fue BRCA2, 

con un 5,3%, seguido de CHEK2 (2%), ATM (1,6%) y BRCA1 (0,1%). Las mutaciones 

en el resto de los genes analizados representaron menos del 0,5% de los casos.  

 

Cabe destacar que la mayoría de los estudios mencionados en los cuales se ha 

analizado la presencia de defectos en genes de la reparación del ADN, no distinguen entre 
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el origen somático o germinal de los mismos. De manera reciente se han presentado datos 

de un análisis de mutaciones BRCA1 y BRCA2 en más de 17.000 tumores, entre los cuales 

se incluyeron 1.042 cánceres de próstata (92 de ellos presentaron alteraciones en BRCA2). 

A diferencia de los demás tipos de cáncer incluidos, en los tumores de próstata, la 

proporción de mutaciones en la línea germinal y somática en BRCA2 fue similar. En este 

estudio, además, los tumores de próstata se describen como el único tumor asociado a 

mutaciones en BRCA2 (entre los cuales se encuentran también el cáncer de ovario, el de 

mama y el de páncreas) con una tasa similar de alteraciones bialélicas (70%) tanto en 

línea somática como germinal 145. Por el contrario, la proporción entre mutaciones 

somáticas/germinales en genes MMR en cáncer de próstata es menor, ya que en el estudio 

de Abida et al 143 menos de la cuarta parte (22%) de los tumores con defectos en estos 

genes albergaban mutaciones en la línea germinal. Esto está en consonancia con estudios 

anteriores en los que se demostró que las mutaciones germinales eran mucho menos 

frecuentes en cáncer de próstata que en otros tipos de tumores con defectos en genes 

MMR, como los colorectales o uroteliales 146.  

De forma reciente, el análisis más amplio realizado con datos de secuenciación 

emparejada de tejido tumoral y tejido normal en 49.264 tumores ha establecido una serie 

de recomendaciones sobre los genes en los que debería realizarse un análisis germinal, 

entre los que se encuentran BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6 y PALB2, entre 

otros147 . Dentro del estudio se incluyeron 2.843 muestras tumorales de cáncer de próstata, 

en las cuales se observó que la proporción de variantes patogénicas de origen germinal 

detectadas en tejido tumoral frente a origen somático era superior en comparación con 

otros tumores como el cáncer de mama u ovario (Figura 8).  
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Figura 8: Proporción de variantes patogénicas de origen germinal en comparación con 

origen somático detectadas en tejido tumoral en cáncer de mama, ovario y próstata. Gráficos 

de barras que muestran la proporción de variantes patogénicas detectadas en tejido tumoral que 

son de origen germinal (barras verdes para pan-tumor, barras azules para on-tumor y barras 

amarillas para off-tumor) frente a las de origen somático (barras negras para pan-tumor, barras 

grises oscuro para on-tumor y barras grises claro para off-tumor) en las muestras del estudio que 

comprenden 45.472 tumores no hipermutados en 47 tipos de cáncer. Los datos se muestran por 

grupos de asociación génica y por gen, para 48, 42 y 39 genes de susceptibilidad al cáncer 

accionables para (A) cáncer de mama, (B) cáncer de ovario y (C) cáncer de próstata, 

respectivamente. La columna adyacente proporciona los recuentos de variantes y las proporciones 

en la línea germinal. Pan-tumor significa todos los tipos de tumores combinados; on-tumor 

incluye solo los tipos de tumores en los que el gen está asociado, off-tumor incluye solo los tipos 

de tumor en los que el gen no está asociado. Figura extraída de Kuzbari Z, Ann Oncol, 2023.  
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7.3 Implicaciones clínicas de las alteraciones en genes relacionados con la 

reparación del ADN en cáncer de próstata 

 
Debido a la alta prevalencia de mutaciones en la línea germinal en estos genes, 

diferentes guías clínicas recomiendan realizar el cribado de las mismas en todos los 

pacientes con cáncer de próstata localizado de alto riesgo y en aquellos con enfermedad 

metastásica 41,47,148,149. Además, la reciente aprobación de varios inhibidores de PARP 

para el tratamiento del CPRCm ha hecho aún más relevante la realización de este tipo de 

pruebas en este entorno. Por lo tanto, es probable que el número de pacientes con cáncer 

de próstata con defectos en genes relacionados con la reparación del ADN se vea 

aumentado en un futuro próximo. Sin embargo, las posibles implicaciones clínicas que 

tienen estas alteraciones en estos pacientes no están del todo claras en la actualidad, con 

excepción de las mutaciones germinales BRCA2, que han demostrado ser un factor 

pronóstico independiente en diferentes estudios 137,150,151, como se detalla a continuación.  

 

7.3.1 Cáncer de próstata localizado 
 

Las opciones de tratamiento en este entorno son diversas, incluyendo la vigilancia 

activa, la prostatectomía radical y/o la radioterapia con o sin deprivación androgénica. 

Los datos relativos a las implicaciones clínicas de los defectos en genes relacionados con 

la reparación del ADN en cáncer de próstata con estadio localizado provienen de análisis 

retrospectivos, la mayoría de ellos centrados en mutaciones BRCA1/2 en línea germinal.  

 

Un estudio en 1.211 pacientes sometidos a vigilancia activa, en el cual se incluyeron 

11 portadores de mutaciones germinales BRCA1, 11 BRCA2 y 5 ATM, demostró que los 

gBRCA2 tenían más probabilidades de sufrir una reclasificación hacia un grado de 

Gleason más alto en biopsias sucesivas. En esta serie, la incidencia de esta reclasificación 

hacia un grado histológico superior a los 2, 5 y 10 años fue del 27%, 50% y 78%, 

respectivamente en los gBRCA2 en comparación con el 10%, 22% y 40% en los no 

portadores (p=0,001) 151. Estos hallazgos sugieren que la vigilancia activa no sea quizá el 

tratamiento más adecuado para los pacientes gBRCA2 con tumores de bajo riesgo 

(clasificación D´Amico).  
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Por otra parte, no se dispone de datos concluyentes sobre el posible papel de las 

alteraciones en BRCA2 u otros genes relacionados con la reparación del ADN a la hora 

de seleccionar entre las diferentes opciones de tratamiento curativo (prostatectomía 

radical o radioterapia). Los únicos datos proceden de un estudio retrospectivo en el que 

se analizaron 1.302 pacientes (18 gBRCA1 y 49 gBRCA2) con enfermedad localizada. En 

esta serie, los gBRCA1/2, tras el tratamiento radical, desarrollaron metástasis 

significativamente antes que los no portadores. En los pacientes tratados con cirugía, la 

tasa de supervivencia libre de metástasis a los 5 y 10 años fue del 89% y el 67% en los 

gBRCA1/2, en comparación con el 97% y el 91% en los no portadores (p=0,024). Esta 

diferencia fue aún mayor para los pacientes tratados con radioterapia, ya que solamente 

el 57% y el 39% de los gBRCA1/2 estaban libres de metástasis a los 5 y 10 años, 

respectivamente, en comparación con el 91% y el 80% de los no portadores (p<0,001) 
150. Sin embargo, no es posible realizar una comparación directa entre ambos grupos, ya 

que los pacientes tratados con radioterapia (tanto portadores como no portadores) 

presentaban una enfermedad más avanzada que los tratados mediante prostatectomía 

radical. Por lo tanto, no es posible concluir en base a este estudio cuál de las dos opciones 

de tratamiento podría ser mejor en los pacientes portadores de mutaciones germinales en 

BRCA1/2.  

 

7.3.2 Cáncer de próstata metastásico hormonosensible y resistente a la castración 

 
Las implicaciones clínicas de las alteraciones en genes relacionados con la reparación 

del ADN en cáncer de próstata avanzado son confusas, ya que la información disponible 

es, en cierta medida contradictoria.  

En el caso del cáncer de próstata metastásico hormono-sensible (CPHSm), un estudio 

llevado a cabo en pacientes con CPRCm ha proporcionado datos retrospectivos sobre el 

tiempo a la resistencia a castración (TRC) desde el inicio de DA 152. En este análisis se 

observó que los pacientes con mutaciones germinales en genes de la reparación del ADN 

presentaban un TRC significativamente más corto que los no portadores (11,8 vs 19,0 

meses, p=0,031). De forma reciente, otro análisis de un registro prospectivo en 704 

pacientes con cáncer de próstata avanzado ha demostrado diferencias en el TRC entre 

portadores y no portadores (23,1 vs 32,5 meses, respectivamente), pero sin alcanzar la 

significación estadística (p=0,96) 153. Los únicos datos prospectivos en este escenario 

provienen de un estudio publicado por Vandekerkhove et al 154. Se incluyeron 53 
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pacientes con CPHSm de novo, objetivándose un TCR significativamente más corto en 

los 11 casos con alteraciones somáticas y/o germinales en genes de la reparación del ADN 

en comparación con aquellos pacientes que no presentaban dichas alteraciones (7,3 meses 

vs mediana no alcanzada, p=0,01). Sin embargo, esta diferencia no fue significativa en el 

análisis multivariable 154. Hay que tener en cuenta que estos estudios se han llevado a 

cabo en pacientes en los cuales el tratamiento para el CPHSm era exclusivamente la TDA, 

por lo que no pueden extrapolarse al escenario terapéutico actual, en el cual diferentes 

combinaciones de TDA con quimioterapia o agentes hormonales son el tratamiento de 

elección.  

 

En cuanto al CRPCm, tres estudios retrospectivos han evaluado el papel de las 

mutaciones germinales en genes de la reparación del ADN en pacientes tratados con ARSi 

y taxanos. En el primero de ellos, Annala et al 155 incluyeron 176 pacientes con CPRCm, 

22 de los cuales eran portadores de mutaciones germinales en genes relacionados con la 

reparación del ADN (16 gBRCA2). Se demostró que los portadores que recibían un ARSi 

como tratamiento de primera línea tenían una SLP más corta que los no portadores (3,3 

vs 6,2 meses, p=0,01), notificando, sin embargo, respuestas muy prolongadas a los ARSi 

en algunos portadores. Es importante señalar que casi todos los pacientes con mutaciones 

germinales en esta serie tenían una fracción de ADN tumoral circulante (ADNtc) de 

>30%, hecho que se ha correlacionado con una mayor carga tumoral y peor SG 152. Por 

consiguiente, se podría cuestionar si el mal pronóstico reportado en esta serie de pacientes 

viene dado solamente por la presencia de mutaciones germinales o también por otros 

factores de confusión, como la alta carga tumoral o valores de ADNtc elevados. En otro 

de los estudios, Antonarakis et al analizaron un total de 172 pacientes con CPRCm, 

incluyendo 22 portadores germinales (5 gBRCA2) que fueron tratados con ARSi 156. En 

este análisis, los portadores mostraron una tendencia no significativa a presentar una SLP 

más corta que los no portadores (15 vs 10,8 meses, p=0,090). Curiosamente, los pacientes 

que recibieron quimioterapia antes del ARSi tuvieron una SLP y una SCE aún más cortas, 

lo que sugiere que la secuencia de tratamiento podría ser importante en este contexto. En 

el último de los estudios se incluyeron 390 pacientes con CPRCm 157, procedentes de la 

serie previamente publicada por Pritchard et el 106 en la que se describía la prevalencia de 

las alteraciones en genes de la reparación del ADN. Este estudio contaba con 60 pacientes 

portadores de mutaciones germinales en genes de la reparación del ADN (37 gBRCA2). 

No se observaron diferencias significativas entre portadores y no portadores en las 
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respuestas a ARSis o taxanos, ni tampoco en la SG. Sin embargo, a diferencia de los 

estudios previos, hasta un 47% de los pacientes portadores de esta serie habían recibido 

sales de platino y/o inhibidores de PARP, lo cual pudo suponer un efecto de confusión en 

los resultados obtenidos.  

 

Durante los últimos años también se han comunicado datos sobre las implicaciones 

clínicas de las alteraciones en CDK12 y en genes MMR en cáncer de próstata. La 

prevalencia de mutaciones en CDK12 se ha reportado en torno a un 6% en pacientes con 

CPRCm 141, las cuales con relativa frecuencia son bialélicas 144,158(. Este gen está 

implicado en el proceso de recombinación homóloga, pero también es clave en el 

mantenimiento de la estabilidad genómica, de manera que su inactivación define un 

subgrupo de tumores de próstata caracterizados por una marcada inestabilidad genómica, 

con la presencia de duplicaciones en tándem, mayores niveles de infiltración de linfocitos 

T y neoantígenos 144,158. Cuatro series de pacientes retrospectivas han puesto de 

manifiesto la agresividad de los tumores de próstata portadores de alteraciones en 

CDK12, los cuales presentan grupos pronósticos de Gleason 4 o 5 y metástasis al 

diagnóstico en un alto porcentaje de los casos. Además, estos pacientes presentaban TRC 

más cortos y escasas respuestas a abiraterona o enzalutamida 138–140,159. Cabe destacar que 

uno de estos estudios ha sugerido que las alteraciones en CDK12 pueden conllevar un 

peor pronóstico incluso que otras alteraciones somáticas en BRCA1/2, ATM o TP53 138. 

Las alteraciones en genes MMR también se han asociado a características clínico-

patológicas más agresivas y presencia de enfermedad más avanzada al diagnóstico 40,160. 

Sin embargo, sus implicaciones clínicas no parecen claras; un estudio ha sugerido que 

estos pacientes tienen respuestas muy favorables a la TDA 40, mientras que otros han 

arrojado resultados contradictorios, demostrando TRC más cortos 160,161. Estas diferencias 

pueden ser debidas al escaso número de pacientes analizados, o también a los diferentes 

métodos empleados para detectar estas alteraciones (paneles de secuenciación vs 

inmunohistoquímica). Es necesario llevar a cabo más estudios para dilucidar 

completamente cuales son las repercusiones clínicas de estas y otras alteraciones en genes 

relacionados con la reparación del ADN en cáncer de próstata.  
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7.4 Alteraciones en genes de la reparación del ADN como diana terapéutica 

La alta prevalencia de las alteraciones en estos genes en pacientes con cáncer de 

próstata avanzado ofrece una oportunidad única para aprovechar estos defectos como 

diana terapéutica.  

 

7.4.1 Quimioterapia basada en sales de platino  
 

Los platinos son agentes citotóxicos alquilantes que causan enlaces cruzados en las 

cadenas del ADN, que no pueden ser fácilmente reparados cuando la vía de la 

recombinación homóloga está dañada, lo que conduce a la muerte celular (Figura 7). Esta 

estrategia ha demostrado su beneficio en el tratamiento de tumores de mama 162,163 y de 

ovario 164 con mutaciones patogénicas en BRCA1 o BRCA2. Aunque las sales de platino 

no son una opción de tratamiento estándar en pacientes con cáncer de próstata, estas han 

demostrado su beneficio en casos con diferenciación neuroendocrina 165,166. En presencia 

de alteraciones en genes relacionados con la reparación del ADN, varios estudios 

retrospectivos han sugerido que los pacientes con cáncer de próstata con mutaciones en 

BRCA2 podrían beneficiarse de esta estrategia terapéutica 167–170. El mayor de estos 

análisis incluyó 141 pacientes con CPRCm tratados con carboplatino y docetaxel, 

reportando un beneficio con esta combinación en aquellos portadores de mutaciones 

germinales en BRCA2 168. Las respuestas por PSA ≥50% a las 12 semanas fueron 

superiores en los portadores gBRCA2 que en los no portadores (75% vs 17%, p=0,001), 

observándose también una mayor supervivencia en los gBRCA2 en comparación con los 

no portadores (18,9 vs 9,5 meses). Un segundo estudio también evaluó la eficacia de los 

platinos en 109 pacientes con CPRCm 170, demostrando que las respuestas por PSA ≥50% 

fueron más frecuentes en los pacientes con alteraciones en genes de la reparación del 

ADN que en los no portadores (50% vs 13%, p=0,006). Este análisis, además, incluyó un 

subconjunto de pacientes con defectos en la reparación del ADN, que recibieron el 

tratamiento con platino tras haber progresado a un inhibidor de PARP (n=8), 

observándose un beneficio clínico en un tercio de ellos. Cabe destacar que ninguno de los 

pacientes con mutaciones en ATM respondió al platino, independientemente del 

tratamiento previo con iPARP. Actualmente se están llevando a cabo estudios para validar 



Introducción 

37 
 

estos resultados y establecer el posible papel de la quimioterapia con platino en pacientes 

con cáncer de próstata en diferentes escenarios. 

 

7.4.2 Inhibidores de PARP y letalidad sintética 
 

Otra de las estrategias para tratar los tumores con defectos en los genes de la 

reparación del ADN es explotar la letalidad sintética que surge de la interacción entre la 

inhibición de PARP y el deterioro de la vía de RH ya presente en algunos tumores. Varios 

iPARP, que difieren en su capacidad para unirse a PARP 171 se encuentran en diferentes 

etapas de desarrollo.  

 

7.4.2.1. TOPARP-A y TOPARP-B 
 

En el ensayo clínico Fase 2 TOPARP-A 172, 50 pacientes con CPRCm previamente 

politratados recibieron olaparib. Catorce de los 16 pacientes (88%) que presentaban 

defectos en la reparación del ADN (somáticos o germinales) presentaron un beneficio 

clínico (definido por la presencia de respuestas radiológicas, respuestas por PSA y/o 

disminución en el recuento de células tumorales circulantes), con respuestas duraderas en 

el tiempo. Los 7 pacientes portadores de mutaciones en BRCA2 respondieron, pero 

también algunos con alteraciones en BRCA1, ATM y PALB2. Posteriormente, el ensayo 

Fase 2 TOPARP-B 173, reclutó a 98 pacientes con CPRCm con alteraciones en genes de 

la reparación del ADN. La mitad de ellos recibió una dosis de 300 mg dos veces al día, y 

la otra mitad 400 mg dos veces al día. Se observaron respuestas radiológicas y por PSA 

en el 39% y el 16% de los pacientes asignados a la cohorte de 300 mg y en el 54% y el 

24% en la de 400 mg, respectivamente. A pesar de un mayor porcentaje de respuestas en 

el brazo de 400 mg, en el 37% de estos pacientes se tuvo que reducir la dosis a 300 mg 

debido a la toxicidad. En este estudio se incluyeron 30 pacientes con mutaciones 

BRCA1/2, de los cuales, el 52% y el 77% presentaron respuestas radiológicas o por PSA, 

respectivamente, en comparación con el 5% y el 11% de los portadores de alteraciones 

en otros genes de la reparación.  
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7.4.2.2. PROFOUND 
 

El estudio PROfound 141 es un ensayo clínico Fase 3 en el que pacientes con CPRCm 

portadores de alteraciones en genes de la reparación del ADN, tras progresión a ARSi, 

fueron asignados con una proporción 2:1 a recibir olaparib vs el ARSi alternativo. Los 

pacientes con alteraciones en genes de la RH fueron estratificados en 2 cohortes: cohorte 

A (BRCA1, BRCA2 y ATM), y cohorte B (BARD1, BRIP1, CDK12, CHEK1, CHEK2, 

FANCL, PALB2, PPP2R2A, RAD51B, RAD51C, RAD51D y RAD54L). El estudio 

alcanzó su objetivo primario, puesto que demostró un beneficio estadísticamente 

significativo en la SLP radiológica (SLPr) en los pacientes de la cohorte A, con una 

mediana de 7,4 meses en pacientes tratados con olaparib vs 3,5 meses en los que 

recibieron abiraterona o enzalutamida (p<0,001; HR 0,34; IC 95% 0,25-0,47). En un 

análisis exploratorio para evaluar la actividad gen por gen, se observó que los pacientes 

con alteraciones en BRCA2 fueron los que obtuvieron un mayor beneficio con olaparib. 

El análisis final sobre la supervivencia global ha sido reportado posteriormente 174, 

mostrando un claro beneficio en los pacientes con mutaciones BRCA1, BRCA2 y ATM 

(cohorte A), con una mediana de 19,1 meses en el brazo de olaparib en comparación con 

14,7 meses con ARSi (HR 0,69, p=0,02), a pesar de que el 66% de los pacientes en el 

brazo control se cruzaron al brazo de olaparib tras la progresión radiológica. En la cohorte 

B la diferencia no fue estadísticamente significativa (14,1 vs 11,5 meses para olaparib vs 

brazo control, respectivamente; HR 0,96; IC95% 0,63-1,49). La mediana de SG en la 

población global del estudio (cohorte A y B) fue de 17,3 vs 14,0 meses (HR 0,79) con 

olaparib y tratamiento hormonal, respectivamente. Tras estos resultados, la EMA 

(European Medicines Agency) ha aprobado el tratamiento con olaparib para pacientes con 

CPRCm portadores de mutaciones en BRCA1/2, tras progresión a un ARSi.  

Aunque los resultados de este estudio fueron muy importantes, al mismo tiempo, 

planteaban una serie de cuestiones: en primer lugar, el mayor beneficio de olaparib se 

observó en los pacientes portadores de alteraciones en BRCA2. Sin embargo, el posible 

beneficio de los iPARP en pacientes portadores de alteraciones en ATM era más dudoso. 

Por otra parte, el tratamiento del brazo control del estudio PROfound podría considerarse 

subóptimo: un inhibidor de la señalización del receptor de andrógenos tras progresión a 

otro inhibidor de la señalización del receptor de andrógenos, secuencia de tratamiento 

que ha demostrado ser escasamente eficaz en diferentes estudios 175,176. Por ello, se 

planteaba la duda de los resultados del estudio si el brazo control hubiera sido un 
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tratamiento más activo, como un taxano. En el PROfound, aunque no era obligatorio que 

los pacientes hubieran recibido previamente docetaxel, aproximadamente el 65% de los 

pacientes lo habían recibido. Un subanálisis puso de manifiesto, además, que el mayor 

beneficio se obtenía en pacientes que recibían olaparib antes de docetaxel, lo cual nos 

llevaba a plantearnos si olaparib debía emplearse antes o después de quimioterapia. Todas 

estas cuestiones se han resuelto de forma reciente a través del estudio TRITON3177.  

 

7.4.2.3. TRITON2 y TRITON3 
 

El TRITON2 es un ensayo clínico Fase 2 que ha evaluado la eficacia de rucaparib en 

pacientes con CPRCm previamente politratados 178. Se incluyeron pacientes con 

alteraciones en ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDK12, CHEK2, FANCA, NBN, 

PALB2, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D o RAD54L detectadas en tejido tumoral, o 

también alteraciones en ATM, BRCA1 y BRCA2 detectadas en plasma. El 43,5% de los 

pacientes con alteraciones en BRCA1/2 y enfermedad medible presentaron respuestas 

radiológicas, que en el 60% de los casos, además, se prolongaron más de 6 meses. 

También se documentaron respuestas por PSA (descenso ≥50%) en el 52% de los 

pacientes BRCA1/2. No se observaron diferencias en la respuesta entre sujetos con 

alteraciones somáticas o germinales en BRCA2 178.  

De forma más reciente, se han publicado los resultados del TRITON3, un ensayo 

clínico Fase 3, en el cual pacientes con CPRCm portadores de alteraciones en los genes 

BRCA1, BRCA2 y ATM, tras progresión a un ARSi se randomizaban 2:1 a recibir 

rucaparib frente a la elección del investigador (docetaxel o un segundo ARSi). La 

distribución entre ambos tratamientos del brazo control fue muy similar (55% docetaxel 

vs 45% ARSi). Es el primer estudio que ha enfrentado a un inhibidor de PARP con un 

taxano. Rucaparib ha demostrado beneficio en la supervivencia libre de progresión 

radiológica (11,2 meses) frente al brazo control (6,4 meses) con una HR de 0,50 (IC95% 

0,36-0,69; p<0,001) en la población BRCA1/2 y en la población global (BRCA + ATM) 

(10,2 vs 6,4 meses, HR 0,61; IC95% 0,47-0,80; p<0,001). Sin embargo, en el subgrupo 

de pacientes ATM no se observaron diferencias significativas entre rucaparib y el brazo 

control (8,1 vs 6,8 meses; HR 0,95; IC95% 0,59-1,52). Este estudio, por tanto, es el 

primero que ha enfrentado a un inhibidor de PARP con un taxano, confirmando el 

beneficio significativo de rucaparib en pacientes portadores de alteraciones en 

BRCA1/BRCA2, pero no en los ATM.  
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7.4.2.4.  GALAHAD 
 

También se han comunicado los resultados de otro ensayo clínico Fase 2 que evalúa 

la eficacia de niraparib en pacientes con CPRCm previamente politratados 179. Se 

incluyeron pacientes con alteraciones bialélicas en ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, 

CHEK2, FANCA, HDAC2 o PALB2 detectadas en ADN circulante. La tasa global de 

respuesta para pacientes con alteraciones bialélicas en BRCA1/2 fue del 34,2%, con una 

mediana de duración de 5,5 meses; y la tasa de respuestas por PSA fue del 50% 179. Al 

contrario que otros estudios, en el GALAHAD sólo eran elegibles pacientes con 

alteraciones bialélicas, sin embargo, a la vista de las tasas de respuesta reportadas, no está 

claro que los pacientes con alteraciones bialélicas puedan responder mejor a los iPARP, 

al menos en pacientes con CPRCm. Estos hallazgos están en consonancia con un estudio 

publicado de manera reciente por Jonsson et al 145, en el cual se demostró que el beneficio 

clínico de los iPARP en los tumores asociados a mutaciones BRCA2, como son el cáncer 

de próstata, de mama, de ovario y de páncreas, era similar independientemente de que las 

alteraciones fueran somáticas, germinales, mono- o bialélicas.   
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Tabla 8: Características de los principales estudios con inhibidores de PARP en 

monoterapia en CPRCm 

  PROFOUND141 TRITON3177 TALAPRO 1180 GALAHAD179 

Tratamiento 
Olaparib Rucaparib Talazoparib Niraparib 

300mg 2 veces/24h 600mg 2 veces/24h 1mg /24h 300mg /24h 

Diseño del estudio Fase III Fase III Fase II Fase III 

Población 

CPRCm CPRCm CPRCm CPRCm 

Progresión a ARSi Progresión a ARSi 
Progresión a ARSi y 

taxano 

Progresión a ARSi y 

taxano 

Pacientes incluidos N=387 N=410 N=104 N=289 

Objetivo primario 

SLPr en pacientes con 

alteraciones en ATM, 

BRCA1, BRCA2 

(Cohorte A) 

SLPr en pacientes con 

alteraciones ATM, 

BRCA1, BRCA2  

TGR en pacientes 

con alteraciones 

DDR 

TGR en pacientes con 

alteraciones bialélicas 

en BRCA1/2 

Tipo de material 

analizado 

Tejido tumoral Plasma o tejido tumoral Tejido tumoral Plasma 

Central Central/Local Central/Local Central 

Test FoundationOne® FoundationOne® FoundationOne® Resolution-HRD® 

Genes analizados 

ATM, BARD1, 

BRCA1, BRCA2, 

BRIP1, CDK12, 

CHEK1, CHEK2, 

FANCL, PALB2, 

PPP2R2A, RAD51B, 

RAD51C, RAD51D, 

RAD54L 

ATM, BRCA1, BRCA2  

ATM, ATR, BRCA1, 

BRCA2, CHEK2, 

FANCA, MLH1, 

MRE11A, NBN, 

PALB2, RAD51C,  

ATM, BRCA1, BRCA2, 

BRIP1, CHEK2, 

FANCA, HDAC2, 

PALB2  

Tipo de alteración 

requerida 
 Alteraciones mono- y bialélicas Alteraciones bialélicas 

Abreviaturas: CPRCm – Cáncer de próstata resistente a la castración metastásico; ARSi – Inhibidores de 

la señalización del receptor de andrógenos; SLPr – Supervivencia libre de progresión radiológica; TGR – 

Tasa global de respuesta; DDR – Genes relacionados con la reparación del ADN. 

 

 

Aunque el beneficio de los iPARP en pacientes portadores de mutaciones en BRCA2 

ha quedado demostrado en los estudios previamente mencionados, el papel que 

desempeñan otras alteraciones más allá de BRCA2 en la respuesta a estos fármacos no 

parece tan clara. Basta con observar las tasas de respuesta en el estudio TRITON2 en 

aquellos pacientes con defectos en otros genes diferentes a BRCA: 15% de respuestas 

radiológicas y 10% de respuestas por PSA 181. De forma reciente, además, se ha 
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demostrado el escaso beneficio de los inhibidores de PARP e pacientes ATM 177. Por ello, 

es necesario estudiar otras alternativas terapéuticas para estos pacientes. Existen varios 

ensayos clínicos testando la eficacia de varios inhibidores de ATR, ATM o Chk, bien 

solos o en combinación con otros agentes, en pacientes portadores de alteraciones en 

ATM. Por otra parte, los tumores con alteraciones en CDK12 y en genes MMR, debido a 

sus características particulares, podrían beneficiarse del tratamiento con inmunoterapia 
139,144,158,182,183, aunque los resultados son aún muy preliminares y es necesario realizar 

más estudios al respecto.   

 

 

 

7.4.3 Combinaciones de inhibidores de PARP e inhibidores de la señalización del 

receptor de andrógenos 

 
Existen datos a nivel preclínico que sugieren una sinergia entre la inhibición del 

receptor de andrógenos (RA) y la inhibición de PARP. De esta manera, la inhibición de 

la señalización del receptor de andrógenos puede reducir la expresión de genes 

relacionados con la recombinación homóloga 184,185, induciendo un fenotipo HRR 

deficiente; y que PARP1, a su vez, está relacionado con la transcripción dependiente del 

receptor de andrógenos 186. En base a este racional, se han publicado de forma reciente 3 

ensayos clínicos Fase 3 en los cuales se ha analizado la combinación de diferentes 

inhibidores de la señalización del receptor de andrógenos con diferentes inhibidores de 

PARP en primera línea de CPRCm (PROpel, MAGNITUDE y TALAPRO-2) 187–189. 

(Tabla 9). En cuanto a los criterios de inclusión, aunque existen diferencias, de una forma 

global, todos incluyeron pacientes en primera línea de CPRCm, en los cuales se permitía 

docetaxel y otros ARSi en escenarios previos, como el CPHSm o el CPRCnm, aunque el 

porcentaje de pacientes incluidos con estas características fue bajo, siendo, por tanto, una 

población escasamente representada de manera general en los 3 estudios.  

En el estudio MAGNITUDE 189, a diferencia de los estudios PROpel y TALAPRO-2, se 

realizó un pre-screening molecular mediante el análisis de un panel de 9 genes 

relacionados con la recombinación homóloga, de tal manera que los pacientes se 

agrupaban en dos cohortes en base a la presencia/ausencia de alteraciones en estos genes 

(cohorte de pacientes HR positivos y negativos, respectivamente). Es el único de los 3 

estudios diseñado para analizar el papel de la combinación de iPARP con un ARSi en 
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pacientes con y sin alteraciones en genes HR. En cada una de las cohortes, los pacientes 

se randomizaban a recibir la combinación de niraparib + abiraterona versus placebo + 

abiraterona. Se realizó un análisis intermedio en la cohorte HR negativa en el cual no se 

observó beneficio de la combinación de niraparib + abiraterona frente a placebo + 

abiraterona (HR 1,09; IC95% 0,75-1,57), declarando, por tanto, la futilidad en esta 

cohorte, que fue cerrada a reclutamiento. Por el contrario, sí se objetivó beneficio en la 

SLPr a favor de la combinación de niraparib + abiraterona en el grupo de pacientes 

portadores de alteraciones BRCA1/2 (19,5 vs 10,9 meses; HR 0,55; IC95% 0,39-0,78; 

p<0,001). De igual manera, la SLPr fue significativamente superior para todo el conjunto 

de pacientes HR positivos (16,5 vs 13,7 meses; HR 0,73; IC95% 0,56-0,96; p=0,022). Sin 

embargo, cuando de este grupo HR positivos se excluyeron los pacientes BRCA1/2, no se 

observaron diferencias significativas entre ambos brazos de tratamiento (HR 0,99; IC95% 

0,68-1,44), lo que sugiere que el mayor beneficio de la combinación de niraparib + 

abiraterona se obtiene en los pacientes BRCA1/2.  

En cuanto al PROpel 187y el TALAPRO-2 188, son estudios con un diseño 

diferente, en los cuales los pacientes se randomizaban a cada uno de los brazos de 

tratamiento (olaparib + abiraterona vs placebo abiraterona en el PROpel y talazoparib + 

enzalutamida vs placebo + enzalutamida en el TALAPRO-2) sin realizar una selección 

molecular (población denominada all comers). En ambos estudios se analizaron, o bien 

de forma retrospectiva (PROpel), o bien de forma prospectiva (TALAPRO-2) la 

presencia de alteraciones en genes relacionados con la recombinación homóloga. Ambos 

estudios han demostrado beneficio en la SLPr para la combinación de iPARP + ARSi en 

all comers (PROpel: 24,8 vs 16,6 meses, HR 0,66; p<0,001 a favor de olaparib + 

abiraterona vs placebo + abiraterona; TALAPRO-2: mediana no alcanzada vs 21,9 meses, 

HR 0,63; p<0,001 a favor de talazoparib + enzalutamida frente a placebo + enzalutamida). 

Se han realizado subanálisis en los cuales se demuestra que, aunque se obtiene beneficio 

de las combinaciones iPARP + ARSi en all comers, el mayor beneficio se observa en 

aquellos pacientes portadores de alteraciones en genes de la recombinación homóloga, 

especialmente en los pacientes BRCA2.  

Aunque los resultados de estos estudios son muy interesantes, se debe tener en 

cuenta que las probabilidades de ofrecer esta combinación en la práctica clínica real están 

limitadas debido al escenario de tratamiento del cáncer de próstata avanzado. 

Actualmente la práctica totalidad de los pacientes que lleguen a la fase de resistencia a la 

castración metastásica (CPRCm), habrán recibido previamente un inhibidor de la 
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señalización del receptor de andrógenos o bien en CPSHm o en CPRCnm. Estas 

poblaciones, como se ha comentado previamente, no estaban representadas en los 

estudios MAGNITUDE, PROpel o TALAPRO-2. Será interesante conocer los resultados 

de los ensayos clínicos que se están llevando a cabo con estas combinaciones de 

tratamiento en etapas más tempranas, como el CPHSm. 

 

 
Tabla 9: Características de los principales estudios con combinaciones de inhibidores de 

PARP e inhibidores de la señalización del receptor de andrógenos en CPRCm 

 

  PROpel187 MAGNITUDE189 TALAPRO-2188 

Tratamiento 
Abiraterona (AA) Abiraterona (AA) Enzalutamida 

Olaparib Niraparib Talazoparib 

Diseño del estudio Fase III Fase III Fase III 

Población 

1L CPRCm 1L CPRCm 1L CPRCm 

• No AA previa en CPRCm 

• Permitidos otros ARSi si stop 

≥12 meses antes 

• Permitido docetaxel en 

CPHSm 

• Permitido inicio de AA 

≤4 meses previos 

• Permitido ARSi y 

docetaxel en CPSHm / 

CPRCnm 

• Permitido ARSi y docetaxel 

Pacientes incluidos N=796 N=400* N=806 

Cohortes All comers HR positivos y HR negativos All comers 

Objetivo primario SLPr en all comers 
SLPr en pacientes con 

alteraciones HR 
SLPr en all comers 

Tipo de material 

analizado 

Plasma o tejido tumoral 

Análisis retrospectivo 
 

Plasma o tejido tumoral 

Análisis prospectivo 

Plasma o tejido tumoral 

Análisis prospectivo 

Test 

Plasma: FoundationOne®Liquid 

CDx 

Tejido: FoundationOne®CDx 

Plasma: Resolution 

Biosciences 

Tejido: FoundationOne® CDx 

Plasma: FoundationOne®Liquid 

CDx 

Tejido: FoundationOne® CDx 

Genes analizados 

ATM, BRCA1, BRCA2, BARD1, 

BRIP1, CDK12, CHEK1, CHEK2, 

FANCL, PALB2, RAD51B, 

RAD51D, RAD54L 

ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, 

CDK12, CHEK2, FANCA, 

HDAC2, PALB2 

ATM, ATR, BRCA1, BRCA2, 

CHEK2, FANCA, MLH1, 

MRE11A, NBN, PALB2, RAD51C 

Abreviaturas: CPRCm – Cáncer de próstata resistente a la castración metastásico; ARSi – Inhibidores de 

la señalización del receptor de andrógenos; CPHSm – Cáncer de próstata hormonosensible metastásico; 

CPRCnm – Cáncer de próstata resistente a la castración no metastásico; SLPr – Supervivencia libre de 

progresión radiológica; HR – Recombinación homóloga.  

*Número de pacientes incluidos en la cohorte de pacientes portadores de alteraciones en la recombinación 

homóloga. 
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7.4.4 Otras estrategias de tratamiento 
 

Dado que los ensayos clínicos han demostrado un beneficio muy limitado de los 

iPARP en pacientes con determinadas alteraciones en genes de la reparación del ADN, 

se deben estudiar otras estrategias para estos pacientes. Existen varios ensayos clínicos o 

pre-clínicos que están testando la eficacia de varios inhibidores de ATR, ATM o Chk, ya 

sean solos o en combinación con otros agentes. En el caso de CDK12, se ha demostrado 

que su inactivación define un subgrupo de tumores de próstata caracterizados por una 

marcada inestabilidad genómica, con la presencia de duplicaciones en tándem, mayores 

niveles de infiltración de linfocitos T y neoantígenos 144,182. Por ello, los pacientes con 

mutaciones en CDK12 podrían beneficiarse de la inmunoterapia 139,144,158,182. Existen 

datos de dos cohortes retrospectivas y multicéntricas, que han analizado en conjunto los 

resultados de 112 pacientes portadores de mutaciones en CDK12 139,140, de los cuales, 28 

fueron tratados con inmunoterapia, demostrando respuestas incluso en aquellos casos que 

habían recibido múltiples líneas de tratamiento previo. Otro grupo de pacientes que 

parecen beneficiarse de la inmunoterapia son aquellos con alteraciones en genes MMR. 

En 2017, la FDA aprobó el tratamiento con pembrolizumab, un anti-PD1, para el 

tratamiento de tumores sólidos basado en la presencia de un biomarcador (defectos en 

genes MMR) y no en el origen del tumor primario. Sin embargo, en el caso del cáncer de 

próstata, un análisis exploratorio del estudio KEYNOTE-199, un Fase 2 en el que se 

analizaba la eficacia de pembrolizumab en pacientes con CPRCm, no demostró una 

correlación clara entre los defectos en genes MMR y la respuesta a este fármaco 190.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Este trabajo pretende caracterizar desde un punto de vista clínico y molecular a 

pacientes con cáncer de próstata portadores de alteraciones en genes relacionados con la 

reparación del ADN, como BRCA1/BRCA2, entre otros.   

 

De forma reciente se ha demostrado la alta prevalencia de mutaciones germinales 

en genes relacionados con la reparación del ADN en pacientes con cáncer de próstata 

resistente a la castración metastásico. Sin embargo, los principales estudios publicados se 

han llevado a cabo en población anglosajona, y es bien conocido que la prevalencia de 

estas alteraciones puede variar en función del área geográfica debido a la existencia de 

diferentes trasfondos genéticos poblacionales.   

Las mutaciones germinales en BRCA2 están asociadas a mal pronóstico en 

pacientes con enfermedad localizada. Sin embargo, no se conoce su verdadero impacto 

en la enfermedad avanzada, ni tampoco el papel que pueden desempeñar estas 

alteraciones en BRCA2 y otros genes relacionados con la reparación del ADN en la 

respuesta a los tratamientos convencionales del cáncer de próstata resistente a la 

castración metastásico, como los taxanos e inhibidores de la señalización del receptor de 

andrógenos. 

Por otra parte, estudios previos han demostrado que los tumores de pacientes con 

mutaciones germinales en BRCA2 presentan mayor inestabilidad genómica, presentando 

una elevada variación en el número de copias (CNVs), pero, hasta el momento, no se 

conoce el impacto que podrían tener estas alteraciones en el pronóstico de pacientes con 

cáncer de próstata. 

Para finalizar, existen estudios que han sugerido que los tumores de pacientes 

portadores de alteraciones germinales en BRCA2 tienen características histopatológicas 

asociadas a una mayor agresividad clínica, como los patrones cribiforme o intraductal. Si 

este hallazgo se confirma, la presencia de estos patrones histológicos podría respaldar la 

realización de la prueba de cribado germinal.  
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En base a todo ello, se han planteado las siguientes hipótesis:  

1. La prevalencia de alteraciones germinales en genes relacionados con la reparación 

del ADN podría diferir en la población mediterránea en comparación con lo 

reportado previamente en población angloamericana.  

 

2. Las mutaciones germinales en BRCA2 y en otros genes relacionados con la 

reparación del ADN podrían estar asociadas a un peor pronóstico en pacientes con 

cáncer de próstata resistente a la castración metastásico. 

 
 

3. La presencia de alteraciones germinales en BRCA2 podría relacionarse con una 

mayor inestabilidad genómica, la cual, a su vez, podría explicar el pronóstico 

desfavorable de estos pacientes. 

 

4. Determinadas características histológicas, como el patrón cribiforme y/o 

intraductal podrían estar asociados con la presencia de mutaciones germinales en 

BRCA2.  

 

 

Basándonos en las hipótesis planteadas, se han establecido los siguientes objetivos:  

 

1. Analizar la prevalencia en población mediterránea de mutaciones germinales en 

genes implicados en la reparación del ADN en pacientes con cáncer de próstata 

resistente a la castración metastásico. 

 

2. Estudiar las implicaciones pronósticas y predictivas de las mutaciones germinales 

en genes relacionados con la reparación del ADN en pacientes con cáncer de 

próstata resistente a la castración metastásico. 

 

3. Analizar la prevalencia de alteraciones somáticas en BRCA2, RB1, MYC y PTEN 

en pacientes con cáncer de próstata portadores y no portadores de mutaciones 

germinales en BRCA2.  
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4. Explorar el impacto clínico de las alteraciones somáticas frecuentemente 

asociadas a la presencia de mutaciones germinales en BRCA2.  

 

5. Describir las características histopatológicas asociadas a la presencia de 

mutaciones germinales en BRCA2.                              
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

1  Procedimientos de los estudios 

Antes de llevar a cabo los procedimientos de cada estudio, incluyendo la recogida de 

datos y muestras, los pacientes fueron informados de la naturaleza del estudio en el que 

participaban, facilitándoles la información sobre los objetivos buscados, los posibles 

beneficios y eventos adversos derivados. De igual manera se explicaron los 

procedimientos a seguir y los posibles riesgos a los que pudieron estar expuestos. Tras 

esta información, los pacientes firmaron los consentimientos informados pertinentes. 

Todos los estudios fueron aprobados por las autoridades regulatorias y por todos los 

comités locales de los centros participantes.  

 

2  Recogida de datos clínicos 

Dentro de los diferentes estudios se recogieron los siguientes datos clínicos:  

- Demográficos: Fecha de nacimiento. 

- Antecedentes familiares: Historia familiar de cáncer (árbol genealógico). 

- Antecedentes personales: Estado de portador conocido/desconocido para 

mutaciones germinales en genes de la reparación del ADN. 

- Datos basales al diagnóstico: Fecha de diagnóstico, PSA al diagnóstico, estadio 

tumoral (TNM), Gleason score*. En pacientes con CPRCm, fecha de resistencia 

a castración, tipo de progresión a la resistencia a castración (bioquímica y/o 

radiológica), fecha del primer diagnóstico de metástasis, ECOG, presencia de 

dolor y existencia de metástasis óseas, ganglionares y/o viscerales.  
*Nota: El Gleason score, debido a la variabilidad inter-observador, fue revisado 

 por un patólogo experto en tumores genito-urinarios (AGP).  

- Datos analíticos basales: Recogidos al diagnóstico de CPRCm y antes de cada 

línea de tratamiento sistémico para CPRCm. Hemoglobina, neutrófilos y 

linfocitos. Albúmina, lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina (FA) y 

PSA.  
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- Tratamiento del tumor primario: Prostatectomía radical (fecha, linfadenectomía 

bilateral, borde afecto, Gleason score final, estadio patológico [TNM]), y/o 

radioterapia (fecha), hormonoterapia neo/adyuvante (<6 meses, ≥6 meses).  

- Tratamiento sistémico: Documentar cada línea de tratamiento (incluyendo el 

inicio de análogos LH-RH para enfermedad avanzada), con fecha de inicio y fin 

de dosis, respuesta por PSA y fecha, progresión bioquímica y fecha, mejor 

respuesta radiológica y fecha, progresión radiológica y/o clínica y fecha de ambas.  

- Seguimiento: Recidiva bioquímica, fecha y tratamientos recibidos. Recaída 

metastásica y fecha. Fecha de inicio de análogos para enfermedad avanzada y 

fecha de progresión a resistencia a castración (bioquímica y/o radiológica). Fecha 

de último seguimiento y/o exitus, causa de fallecimiento.  

• Pacientes con estadio localizado: PSA cada 3-6 meses. Seguimiento 

radiológico a criterio del investigador a partir de la recidiva bioquímica 

(definida por criterios Phoenix en el caso de tratamiento con radioterapia 

[aumento de PSA ≥2 ng/mL sobre el nadir] o por PSA ≥0,2 ng/mL en el caso 

de prostatectomía radical). 

• Pacientes con CPRCm: Seguimiento clínico y evaluaciones de PSA cada 3-4 

semanas. Seguimiento radiológico en base a las recomendaciones de las guías 

clínicas con pruebas (TC/RM/GGO) cada 12-16 semanas.  

 

 

3  Recogida, almacenamiento y envío de muestras 

En el momento de la inclusión en el estudio, se recuperaron las muestras tumorales 

de los archivos de Anatomía Patológica de los centros participantes y se enviaron al 

laboratorio de Cáncer de Próstata del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 

(CNIO) para su procesamiento de manera homogénea. Estas muestras procedían de 

bloques fijados en formalina e incluidos en parafina procedentes de cilindros prostáticos, 

resecciones transuretrales, biopsias de lesiones metastásicas o prostatectomías. En el 

laboratorio, se anonimizaron asignándoles un código alfanumérico único y trazable para 

cada muestra. Una vez identificadas y revisadas de forma central por un patólogo (AGP), 

y marcadas las zonas de interés, se realizaron los siguientes procedimientos: 
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- Elaboración de matrices de tejidos (TMA) a partir de la obtención de varios 

cilindros por prostatectomía (3-6) de 1 mm de diámetro, representativos del 

tumor.  

- Secciones completas de aquellas áreas que contenían al menos un 50% de 

tumor (en aquellos casos con un porcentaje menor, se procedió a realizar una 

macrodisección previa de la zona tumoral para disminuir el porcentaje de 

células no tumorales). Posteriormente se realizaron hasta 10 secciones de 5 

micras de grosor cada una, para la extracción de ADN. 

- Una vez procesados, los bloques de parafina de la biopsia y/o prostatectomía 

radical fueron devueltos al centro colaborador.  

 

Para la extracción y análisis de ADN germinal se obtuvo una muestra de 5 mL de 

sangre periférica en tubos EDTA. Las muestras fueron almacenadas en cada uno de los 

centros participantes a -20°C hasta el momento del envío (en hielo seco) al laboratorio de 

Cáncer de Próstata de CNIO. La extracción de ADN se realizó siguiendo protocolos 

estandarizados (ver sección 4. Procedimientos experimentales) utilizando controles de 

calidad preestablecidos. Tras la extracción de ADN, se almacenaron alícuotas de 1 

µg/muestra en ultracongelador a 80°C, previo etiquetado con un código alfanumérico 

único y trazable para cada muestra.   

 

 

4  Procedimientos experimentales 

4.1 Análisis de variantes en ADN germinal  

- Extracción de ADN y cuantificación: La extracción del ADN germinal se realiza 

con el kit “Flexigene DNA kit” (QIAGEN, Germantown, MD), a partir de 1 mL de sangre 

periférica procedente de un tubo EDTA. Para ello, cada muestra se diluye en 2,5 mL de 

solución FG1 (incluida en el kit), se centrifuga a 2000 RCF durante 10 minutos y 

posteriormente se elimina el sobrenadante. A continuación, se disuelve el pellet en una 

solución de resuspensión a la que se añaden 5 µl de proteinasa K y se incuba durante 10 

minutos a 65°C con el fin de eliminar todas las proteínas que se encuentran asociadas al 

ADN. El material genómico se precipita añadiendo 500 µl de isopropanol y centrifugando 

a 2000 RCF durante 5 minutos. Posteriormente se lava con etanol al 70%, se deja secar y 
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se resuspende en 300 µl de la solución FG3 (incluida en el kit). Para que la solución de 

ADN sea homogénea se incuba a 65°C durante toda la noche y al día siguiente se 

transfiere a un tubo eppendorf® de 1,5 mL y se mantiene a 65°C con agitación durante 3 

horas más. Tras la extracción, el ADN se cuantifica mediante “Qubit™ dsDNA HS Assay 

Kit” (Life Technologies, Frederick, MD) que permite realizar una cuantificación 

fluorimétrica específica del ADN de doble cadena usando el “Qubit 2.0 Fluorometer” 

(Life Technologies, Frederick, MD). Antes de pasar al siguiente paso, todas las muestras 

deben pasar el control de calidad: OD260/OD280 > 1,8 y OD260/OD230 > 1,5. Tras la 

extracción, el ADN se almacena en alícuotas a -80°C hasta su posterior uso. 

 

- Construcción de librerías (“KAPA HyperPlus Prep” [Roche Sequencing, 

Pleasanton, CA]): La síntesis de las librerías se realiza partiendo de 250-500 ng de ADN 

germinal extraído con el protocolo anteriormente descrito. Para evitar que los restos de 

EDTA interfirieran con la fragmentación enzimática posterior, se limpian las muestras de 

ADN a través de una incubación con 3 volúmenes de “AMPure Beads” (Beckman 

Coulter, Indianapolis, IN), seguido de un lavado con etanol al 80% y resuspensión en 35 

µl de 10mM Tris-HCl pH 8. Posteriormente se realiza una fragmentación enzimática 

incubando las muestras a 37°C durante 20 minutos, para obtener un tamaño de unas 200-

400 pares de bases, seguida de una reparación de los extremos y una adición de una cola 

PoliA. Para poder identificar cada una de las muestras, se realiza una ligación de 

secuencias únicas diferenciales para cada una de ellas utilizando “KAPA Dual-Index 

Adapters” del kit (Roche Sequencing, Pleasanton, CA). Por último, se lleva a cabo una 

amplificación pre-captura mediante 6 ciclos de PCR utilizando la enzima “KAKA HiFi 

HotStart Ready Mix” (Roche Sequencing, Pleasanton, CA) con el fin de obtener una 

cantidad suficiente de librería para poder capturarla. Tras cada uno de los pasos 

mencionados es preciso realizar un lavado con “AMPure Beads” (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN) con el fin de eliminar los restos de las soluciones empleadas en cada 

paso previo.  

 

 

- Captura y secuenciación del ADN germinal (“SeqCap EZ Pure Capture Bead Kit” 

y “SeqCap EZ Hybidization and Wash Kit” [Roche Sequencing, Pleasanton, CA]) :  

Para llevar a cabo los objetivos 1 y 2 se diseñó un panel específico compuesto por 107 

genes implicados en el proceso de reparación del ADN (Tabla 10), incluyendo ATM, 
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BRCA1, BRCA2 y PALB2 entre otros. De promedio, se obtuvieron de 2 a 3 millones de 

lecturas de 100 pb cada una, con una cobertura media superior a 150X para cada muestra. 

Todas las variantes patogénicas y probablemente patogénicas fueron validadas mediante 

un segundo método (Sanger o electroforesis multicapilar ABI 3730xls [SegGen, Torance, 

GA], reacción en cadena de la polimerasa o MLPA), utilizando el servicio central de 

genómica de CNIO. 

 

Tabla 10: Lista completa del panel de 107 genes analizados, todos relacionados con la 

reparación del ADN  

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El proceso de captura se realiza a partir de 1 µg de ADN procedente de un pool 

con concentraciones equimolares de cada una de las librerías a analizar. Sobre este pool 

de ADN se añaden 5 µL de COT, 5 µL de Universal Bloquing Oligos (UBOs) diseñados 

para bloquear los adaptadores que contienen las librerías, de tal forma que no interfieran 

en futuras amplificaciones, y dos volúmenes de “AMPure Beads” (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN). La mezcla se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, se capturan 

las “AMPure Beads” con una gradilla magnética, se lavan con etanol al 80%, se dejan 

secar durante 5 minutos y se resuspenden con “SeqCap EZ probe” compuesto por las 

sondas anteriormente descritas (panel de 107 genes). Tras un choque térmico de 5 minutos 

a 95°C, se incuba la muestra a 47°C durante 20 horas. Transcurrido este tiempo, se 

procede a la limpieza de esta mezcla con unas bolas de captura que van a reconocer de 

forma específica las sondas de nuestro panel pre-diseñado siguiendo las instrucciones 

 APEX1  DDB1 FAM175B GTF2H3 MSH4 PARP2 RAD51D XAB2

 APEX2  DMC1 FANCA GTF2H4 MSH5 PARP3 RAD52 XPA

 APLF  EME1 FANCB GTF2H5 MSH6 PMS1 RAD54B XPC

 ATM  EME2 FANCC KIAA0415 MUS81 PMS2 RAD54L XRCC1

 ATR  EPCAM FANCD2 LIG4 MUTYH PNKP RBBP8 XRCC2

 BARD1  ERCC1 FANCE MBD4 NBN PRKDC RPA1 XRCC3

 BRCA1  ERCC2 FANCF MLH1 NEIL1 RAD9A RPA2 XRCC4

 BRCA2  ERCC3 FANCG MLH3 NEIL2 RAD17 RPA3 XRCC5

 BRIP1  ERCC4 FANCI MMS19 NEIL3 RAD23A SLX1A XRCC6

 CDK7  ERCC5 FANCL MNAT1 NHEJ1 RAD23B SLX1B

 CDK12  ERCC6 FANCM MPG NTHL1 RAD50 SLX4

 CHEK1  ERCC8 GEN1 MRE11A OGG1 RAD51 SMUG1

 CHEK2  FAAP20 GTF2H1 MSH2 PALB2 RAD51B TDG

 DCLRE1C  FAAP24 GTF2H2 MSH3 PARP1 RAD51C UNG
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incluidas en el kit. Tras ello, se lleva a cabo una incubación durante 45 minutos a 47°C, 

seguida de varios lavados y posterior separación de la librería de las “AMPure Beads” 

con ayuda de la gradilla magnética. Por último, se realiza una amplificación post-captura 

mediante 13 ciclos de PCR y una última purificación de la muestra con las “AMPure 

Beads”.  

 

- Procesamiento y control de calidad de los datos de secuenciación: El primer paso 

en esta etapa consiste en la transformación de los archivos. bcl del secuenciador NextSeq 

500 a archivos. fastq usando la herramienta de des-multiplexación de Illumina, bcl2fastq 

(Illumina, San Diego, CA). Posteriormente, las secuencias se mapean con el genoma 

humano de referencia hg19 de la Universidad de California Santa Cruz (versión de 

febrero de 2009) usando la herramienta de alineamiento Bowtie2 191. Las lecturas 

duplicadas se eliminan utilizando la función Picard RemoveDuplicated 

(http://broadinstitute.github.oi/picard/). Posteriormente se realiza la re-alineación y re-

calibración de las secuencias (con las funciones Realigner TargetCreator e IndelRealigner 

disponibles en http://software.broadinstitute.org/gatk/) siguiendo las prácticas propuestas 

por el GATK 192–194. El estudio de las variantes se realiza sobre los archivos. BAM 

generados tras el re-alineamiento y el re-calibrado. Para la clasificación de las variantes 

se usan los datos incluidos en las bases UnifiedGenotyper y HaplotypeCaller disponibles 

en GATK. Los archivos .vcf son filtrados y anotados con Annovar 195. Adicionalmente, 

los archivos .vcf se enriquecen con herramientas de predicción de patogenicidad 

disponibles en dbNSFP v3.0 (http://varianttools.sourceforge.net/Annotation/DbNSFP)196 

junto con datos poblacionales (base de datos ExAC, de población europea no finlandesa 
197, el servidor de variantes español CIBERER [http://csvs.babelomics.org/]) y la 

información clínica y genómica de ClinVar 198.  

De forma paralela al proceso de análisis, se realiza un exhaustivo control de 

calidad de las muestras secuenciadas. La calidad del procedimiento de secuenciación se 

evalua mediante una serie de marcadores, como el porcentaje de lecturas mapeadas, el 

porcentaje de lecturas mapeadas en la región de interés, el porcentaje de lecturas 

duplicadas y el porcentaje de lecturas mapeadas en la región de interés con una cobertura 

de 20X. La eficiencia final de secuenciación de cada muestra se mide mediante la relación 

entre las secuencias elegibles para la determinación de variantes y el número inicial de 

lecturas mapeadas.  

 

http://broadinstitute.github.oi/picard/)
http://software.broadinstitute.org/gatk/)
http://varianttools.sourceforge.net/Annotation/DbNSFP)
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- Clasificación de las variantes: Se descartaron aquellas variantes germinales con una 

frecuencia alélica igual o superior al 0,5% en la población general (usando como 

referencia la base de datos ExAC v3.0), a menos que estuvieran reconocidas como 

claramente patogénicas y asociadas a cáncer. El resto de las variantes se filtraron y 

clasificaron como patogénicas o probablemente patogénicas según la base de datos 

ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) 198, ANNOVAR 

(https://annovar.openbioinformatics.org/), en base a las recomendaciones del Colegio 

Americano de Genética Médica y Genómica (ACMG, por sus siglas en inglés, American 

College of Medical Genetics and Genomics)199. Aquellas variantes no reportadas 

previamente, o aquellas reportadas como variantes de significado incierto (VUS) fueron 

revisadas de manera independiente por al menos 3 investigadores con formación en 

genética del cáncer, incluyendo el doctorando (EC, NRL, RL). 

 

 

4.2  Caracterización molecular de muestras parafinadas 

La caracterización molecular de las muestras tumorales se ha llevado a cabo mediante 

dos técnicas: hibridación in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés Fluorescent 

in situ hybridization) y secuenciación del genoma a baja cobertura (LP-WGS por sus 

siglas en inglés Low-Pass Whole Genome Sequencing) con el fin de detectar variaciones 

en el número de copias en determinados genes del ADN.  

 Las variaciones en el número de copias del ADN (CNVs por sus siglas en inglés – Copy 

number variation) son un tipo de alteración estructural, en la que existe un aumento o una 

pérdida en la secuencia del genoma humano normal que afecta a un número considerable 

de pares de bases. Para detectar CNVs se emplean técnicas citogenéticas, como puede ser 

la hibridación in situ fluorescente (FISH) o la hibridación genómica comparativa (aCHG 

por sus siglas en inglés, array-comparative genomic hybridization). Uno de los 

principales inconvenientes de estas técnicas es que solo pueden detectar grandes cambios 

estructurales. De forma más reciente se ha demostrado que la secuenciación del genoma 

a baja cobertura (profundidad ≤10X) puede ser una técnica útil para detectar y evaluar 

CNVs 200, postulándose como una alternativa más rentable y de mayor resolución que 

aCGH o FISH. En nuestro caso, se ha llevado a cabo análisis de las muestras tumorales 

mediante FISH y LP-WGS, comparando ambas técnicas, utilizando como “gold 

standard” el FISH, como se comentará más adelante con detalle.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
https://annovar.openbioinformatics.org/)
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4.2.1 Hibridación in situ Fluorescente (FISH)  
 

En el presente estudio se realizó la técnica de FISH para detectar la pérdida 

cromosómica grosera de BRCA2, RB1, PTEN, la amplificación/ganancia de MYC y el 

reordenamiento de TMPRSS2-ERG. En algunos casos se emplearon sondas comerciales, 

mientras que, en otros, se fabricaron sondas específicas a partir de cromosomas 

artificiales bacterianos (BACs) (Tabla 11). 

 
 

Tabla 11: Sondas empleadas para el análisis mediante FISH  

Localización Sondas Posicion/referencia Fluoróforo 

BRCA2 
13q13.1 (BRCA2) RP11-37E23 chr13:32231813-32398469 

FISHBright™550 

Red/Orange 

13q34Tel 
SureFISH 13qTel 

(Agilent) 
chr13:114739948-115096638 

SureFISH 429 

Aqua 

RB1 
13q14.2 (RB1) Vysis™ LSI 13 RB1 Abott™ #00884999000797 Spectrum Orange 

13q34Tel 
SureFISH 13qTel 

(Agilent) 
chr13:114739948-115096638 

SureFISH 429 

Aqua 

MYC 
8q24.21 (MYC) Vysis™ LSI MYC Abott™ #00884999006256 Spectrum Orange 

8p11.1-q11.1 
Vysis™ CEP 8 

(D8Z2) 
Abott™ #00884999019966 Spectrum Green 

PTEN 

10q23.2 - 10q23.31 

(3' PTEN) 
RP11-210E13 chr10:87650651-87833563 

FISHBright™550 

Red/Orange 

10q23.31 (5' PTEN) RP11-765C10 chr10:87955466-88138888 
FISHBright™495 

Green 

10p11.1-q11.1 Vysis™ CEP 10 See Abott™ #00884999021754 Spectrum Aqua 

 

 

 

 

- Elaboración de sondas para hibridación in situ fluorescente:  

Para el diseño de sondas de ADN se seleccionan secuencias específicas contenidas 

en BACs a partir de la literatura 116 y de mapas genéticos obtenidos de la base de datos 

del UCSC Genome Browser. Para cada caso se han seleccionado las BACs pertinentes 

(ver tabla 11).  



Material y métodos 

63 
 

Los clones de Escherichia coli competentes que contienen cada una de las BACs 

seleccionadas fueron adquiridos de Invitrogen, crecidas en medio Lurie Broth (LB) más 

cloranfenicol, y su ADN extraído mediante método de lisis alcalina. Posteriormente, 

mediante la técnica de GenomiPhi, utilizando el kit comercial “IllustraTM GenomiPhi V2 

DNA” (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), se realiza una amplificación 

inespecífica del ADN extraído. A continuación, el ADN es marcado de forma directa con 

“FISHBrightTM Nucleic Acid Labelling Kit” (Kreatech Biotechnology, Amsterdan, NL) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez marcadas las sondas, se precipitan con 

COT-1 a 1ng/µL y esperma de salmón a una concentración de 10ng/µL para disminuir la 

hibridación de las secuencias repetitivas inespecíficas obtenidas durante el proceso de 

amplificación de las BACs. La hibridación especifica de todas las sondas fue testada en 

metafases celulares (CGH Target Slides Normal Metaphases, Abbott Laboratories, Des 

Plains, IL).  

 

- Hibridación in situ fluorescente: 

Se hibridan las secciones de tejido de 4 µm con las sondas obtenidas como se 

indica en la sección anterior. De forma resumida, se elimina la parafina de las secciones 

mediante incubación a 60°C durante toda la noche, y su inmersión en xileno a 50°C (10 

min x 3 veces). Tras ello, se pasan por concentraciones decrecientes de alcohol, 100% y 

70% para la rehidratación de la muestra (1 min en cada condición). La preparación del 

tejido para la hibridación se realiza por calor, mediante la inmersión se las slides en 50 

mL de SPOT-Light® Tissue Pretreatment Solution a 98°C durante 30 min. A 

continuación, se realiza una digestión con pepsina (entre 3 y 5 min, dependiendo del tipo 

de muestra). Tras 2 lavados con agua destilada, las muestras se incuban con 300 ng (200 

ng/µL) de cada sonda junto con 0,5 µL de una mezcla compuesta por COT-1 (10X) y 

esperma de salmón (1X) en un hibridador automático (Dako, Fort Collins, CO) con una 

fase inicial de desnaturalización a 85°C por 5 min, seguidos de una fase de hibridación a 

37°C durante toda la noche. 

Tras la hibridación, se realizan 2 lavados consecutivos en buffer SCC 20X (5 min) y 50% 

de formamida (4 min) a 45°C para remover el exceso de sondas no hibridadas. Después, 

se continúan los lavados con PBS 1X (5 min x 2 veces) y etanol 70% (1 min x 2 veces). 

Las slides se tiñen finalmente con la solución de montaje Vectashield que contiene 4´,6´-

dihidrocloruro diamidino-2-fenilindol (DAPI) (VectorLabs, Burlingame, CA). 
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- Lectura e interpretación de resultados: 

Para la visualización y análisis de los resultados se utiliza la plataforma Ariol SL-

50 (Leica Biosystems, Richmond, IL), donde las slides se escanean a 40X. 

La evaluación de los resultados fue realizada de manera independiente por dos 

observadores, incluyendo el doctorando (EC y RL). Siempre que fue posible, se evaluaron 

al menos 100 núcleos por cada caso. La interpretación de cada uno de los genes analizados 

se detalla en las figuras 9 a 13 y se resume a continuación. 

 

 

Clasificación FISH de BRCA2:  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. A) Técnica de FISH para detectar pérdida de BRCA2. Los núcleos en interfase se 

hibridan con las sondas: 13q13.1 (sonda BRCA2: RP11-37E23 – Roja) y 13q34 (sonda sub-

telomérica 13q: SureFISH 13q34Tel de Agilent – Azul claro) 
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 -Célula normal: Presencia de las 4 sondas (2 rojas correspondientes a BRCA2 y 2 

azules correspondientes al telómero 13q) en el núcleo. 

 -Célula con pérdida homocigota: Ausencia de ambas sondas marcando BRCA2 

(rojas), conservando las 2 sondas correspondientes al telómero 13q. 

 -Célula con pérdida heterocigota: Ausencia de una de las sondas correspondientes 

a BRCA2 (roja), conservando la otra copia de BRCA2 y las dos sondas correspondientes 

al telómero 13q. Cuando existe una pérdida completa del brazo del cromosoma, podemos 

encontrar ausencia de una de las sondas rojas (BRCA2) y ausencia de una de las sondas 

azules (telómero 13q) denominado como pérdida del 13q.  

 

Para poder catalogar un caso con pérdida de BRCA2 por FISH, se debe llevar a 

cabo la lectura de al menos 100 células, en las cuales ≥50% de los núcleos leídos deben 

ser clasificados como pérdida homo- o heterocigota.  
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Clasificación FISH de RB1:  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. B) Técnica de FISH para detectar pérdida de RB1. Los núcleos en interfase se 

hibridan con las sondas: 13q14.2 (sonda RB1: Vysis LSI 13Rb1 de Abbott – Roja) y 13q34 (sonda 

sub-telomérica 13q: SureFISH 13q34Tel de Agilent – Azul claro) 

  

 

 -Célula normal: Presencia de las 4 sondas (2 rojas correspondientes a RB1 y 2 

azules correspondientes al telómero 13q) en el núcleo. 

 -Célula con pérdida homocigota: Ausencia de ambas sondas marcando RB1 

(rojas), conservando las 2 sondas correspondientes al telómero 13q. 

 -Célula con pérdida heterocigota: Ausencia de una de las sondas correspondientes 

a RB1 (roja), conservando la otra copia de RB1 y las dos sondas correspondientes al 

telómero 13q. Cuando existe una pérdida completa del brazo del cromosoma, podemos 

encontrar ausencia de una de las sondas rojas (RB1) y ausencia de una de las sondas azules 

(telómero 13q) denominado como pérdida del 13q.  
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Para poder catalogar un caso con pérdida de RB1 por FISH, se debe llevar a cabo 

la lectura de al menos 100 células, en las cuales ≥50% de los núcleos leídos deben ser 

clasificados como pérdida homo- o heterocigota. 

 

Clasificación FISH de PTEN:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. C) Técnica de FISH para detectar pérdida de PTEN. Los núcleos en interfase se 

hibridan con las sondas: 10q23.3 (sonda 3´PTEN: RP11-2010E13 – Roja y 5´PTEN: RP11-

756C10 – verde) y CEP10 (sonda del centrómero 10: Vysis CEP10 de Abbott – Azul claro) 

  

 

 

 -Célula normal: Presencia de las 6 sondas (2 rojas y 2 verdes correspondientes a 

PTEN y 2 azules correspondientes al centrómero 10) en el núcleo. 
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 -Célula con pérdida homocigota: Ausencia de todas las sondas marcando PTEN 

(rojas y verdes), conservando las 2 sondas correspondientes al centrómero 10. 

 -Célula con pérdida heterocigota: Ausencia de una de las sondas roja y verde 

correspondientes a PTEN, conservando la otra copia de ambas y las dos sondas 

correspondientes al centrómero 10.  

  

Para poder catalogar un caso con pérdida de PTEN por FISH, se debe llevar a cabo 

la lectura de al menos 100 células, en las cuales ≥50% de los núcleos leídos deben ser 

clasificados como pérdida homo- o heterocigota. 

 

 

Clasificación FISH de MYC:  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. D) Técnica de FISH para detectar amplificación/ganancia de MYC. Los núcleos 

en interfase se hibridan con las sondas: 8q24.21 (sonda MYC: Vysis LSI MYC de Abbott – Roja) 

y CEP8 (sonda del centrómero 8: Vysis CEP8 de Abbott – verde) 
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 -Célula normal: Presencia de las 4 sondas (2 rojas correspondientes a MYC y 2 

verdes correspondientes al centrómero 8) en el núcleo. 

 -Célula con ganancia de MYC: Aumento en el número de copias de la sonda roja 

(MYC), con respecto al número de copias de sonda verde (centrómero 8), con una 

proporción entre 1,3 y 2,2. 

 -Célula con amplificación de MYC: Aumento del número de copias de la sonda 

roja (MYC), con respecto al número de copias de sonda verde (centrómero 8), con una 

proporción superior a 2,2. 

 

Para poder catalogar un caso con ganancia/amplificación de MYC por FISH, se 

debe llevar a cabo la lectura de al menos 100 células, en las cuales ≥20% de los núcleos 

leídos deben ser clasificados como tal 201. 
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Clasificación FISH de TMPRSS2-ERG:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. E) Técnica de FISH para detectar reordenamiento de TMPRSS-ERG. Los núcleos 

en interfase se hibridan con las sondas: ERG (sonda 3´ERG: RP11-95G19, RP11-720N21, RP11-

2511E13 – Roja y sonda 5´ERG: RP11-729º4, RP11-115E14, RP11-372=18 – Verde) y 

TMPRSS2 (sonda 5´TMPRSS2: RP11-282I20, RP11-891L10, RP11-35C40 – Azul claro) 

 

 -Célula normal: Presencia de las 6 sondas (2 rojas y 2 verdes correspondientes a 

ERG y 2 azules correspondientes a TMPRSS2) en el núcleo. 

 -Célula con reordenamiento tipo translocación o split: Se mantienen las 6 sondas, 

pero las señales pertenecientes a ERG, 3´roja y 5´verde se encuentran separadas la una de 

la otra debido a una traslocación con inserción. 

 -Célula con reordenamiento tipo deleción o Edel: En este caso se observa la 

ausencia de la señal verde correspondiente a 5´ERG ya que hay deleción de esta parte del 
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gen. Cuando en estos casos el reordenamiento se asocia con la presencia de ≥2 señales 

rojas 3´ERG, se conoce como 2+Edel. 

 

Para poder catalogar un caso con reordenamiento de TMPRSS2-ERG por FISH, 

se debe llevar a cabo la lectura de al menos 100 células, en las cuales ≥50% de los núcleos 

leídos deben ser clasificados como tal (bien fuera translocación o deleción). 

 

  

4.2.2 Secuenciación de genoma completo a baja cobertura (LP-WGS) 
 

Se realizó la técnica de secuenciación de genoma completo a baja cobertura (LP-

WGS, por sus siglas en inglés: Low-Pass Whole-Genome Sequencing) en las muestras de 

tejido parafinado, para detectar variaciones en el número de copias en BRCA2, RB1, 

PTEN y MYC. Los pasos llevados a cabo fueron los siguientes:  

 

- Tinción con hematoxilina y eosina: Para ello se parte de muestras fijadas en 

formalina e incluidas en parafina montadas en portaobjetos en secciones de unos 3 µm de 

grosor. Para llevar a cabo el protocolo, estos portaobjetos se calientan 30 minutos a 60°C 

y se incuban en xileno durante 20 minutos para eliminar la parafina. Posteriormente se 

hidratan pasando por concentraciones decrecientes de etanol hasta llegar a un baño de 5 

minutos en agua destilada. Tras ello, se tiñen durante 5-10 minutos en Hematoxilina de 

Harris que da el color morado a la cromatina del núcleo y a las grandes agregaciones 

ribosomales del citoplasma. Para resaltar esa tinción, las muestras se lavan con agua 

durante 2 minutos. En segundo lugar, se sumergen durante 30 segundos en Eosina 

alcohólica, que tiñe de color rosado el citoplasma. Por último, las muestras se deshidratan 

con concentraciones crecientes de etanol, y se sellan en un portaobjetos utilizando DepEx 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) como medio de montaje.    

 

- Extracción de DNA tumoral (“QUICK-DNA FFPE Kit” [Zymo Research, 

Irvine, CA]): Para obtener el ADN tumoral de las muestras, estas fueron identificadas y 

revisadas de forma central por un patólogo (AGP), marcando las zonas de interés sobre 

una de las secciones previamente teñidas con HE. Para la extracción es necesario 

seleccionar entre 2 y 10 secciones de parafina, dependiendo del tamaño del tumor (biopsia 

vs prostatectomía), las cuales se deben teñir con HE, pero sin realizar el último paso de 
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sellado con DepEx. Con un bisturí se realiza una macrodisección de la zona de interés, y 

se va depositando el material obtenido en la tapa de un tubo eppendorf® de 1,5 mL que 

contiene 8 µL de agua destilada, 8 µL de 2X Digestion Buffer y 2 µL de Proteinasa K, 

incluidos en el kit “QUICK-DNA FFPE” (Zymo Research, Irvine, CA). Tras la 

macrodisección, los tubos se agitan con vortex, se sellan con Parafilm® y se incuban 

durante toda la noche a 55°C. Para inactivar la Proteinasa K, se realiza un choque térmico 

de 20 minutos a 94°C, tras el cual, se elimina el ARN mediante una incubación de 5 

minutos a temperatura ambiente con RNase A. Las muestras se diluyen en 350 µL de 

Genomic Lysis Buffer, se añaden 135 µL de isopropanol para conseguir la precipitación 

del material genético y se transfieren a una columna incluida en el kit. Posteriormente se 

lavan repetidas veces y se eluyen en 32 µL de DNA Elution Buffer mediante incubación 

durante 5 minutos a temperatura ambiente y posterior centrifugación a velocidad máxima 

durante 30 segundos. La concentración de ADN se mide mediante Qubit (siguiendo el 

mismo procedimiento llevado a cabo en la cuantificación del ADN germinal, sección 4.1). 

Igualmente, las muestras deben pasar el control de calidad de manera previa al siguiente 

paso: OD260/OD280 > 1,8 y OD260/OD230 > 1,5. 

 

- Construcción de librerías de ADN somático (“NEBNext FFPE DNA Repair Mix” 

y “NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina®” [New England Biolabs, 

Ipswich, MA]): Las muestras anteriormente obtenidas de la macrodisección de la zona 

tumoral se diluyen para obtener 50 ng de ADN en 27 µL de agua. Se procede a su 

fragmentación mecánica, mediante sonicación con baño de ultrasonidos durante 3-5 

minutos totales, alternando ciclos de 30 segundos en el baño y 30 segundos en hielo, para 

obtener un tamaño de unas 200-250 pares de bases.  

De forma previa a la síntesis de la librería, se trata el ADN con un kit que contiene 

una mezcla de enzimas formuladas específicamente para reparar los daños en el ADN 

causados por la inclusión de la muestra en parafina. Después se limpia la muestra con 2,2 

volúmenes de “AMPure Beads” incubándola durante 7 minutos a temperatura ambiente 

y capturando posteriormente las “AMPure Beads” con ayuda de una gradilla magnética. 

Se lavan con etanol al 80%, se dejan secar y se resuspenden en 25 µL de 0,1xTE. Se 

vuelven a capturar las “AMPure Beads” con la gradilla magnética y el sobrenadante se 

transfiere a un nuevo tubo eppendorf ® donde se lleva a cabo la preparación de la librería.  

La síntesis comienza reparando los extremos de los fragmentos de ADN añadiendo una 

cola de PoliA mediante incubación durante 30 minutos a 20°C seguida de otros 30 
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minutos a 65°C. Posteriormente se añade un adaptador universal a través de una reacción 

de ligación a 20°C durante 15 minutos. Las muestras se capturan en un proceso de 

incubación con 1,3 volúmenes de “AMPure Beads”, lavado con etanol a 80% y 

resuspensión en 10,5 µL de 0,1xTE. A continuación, cada librería se marca e identifica 

con un index universal y un index específico de cada muestra que permite diferenciar 

posteriormente que lectura corresponde a cada paciente. Se amplifica la librería llevando 

a cabo 9 ciclos de PCR para aumentar la cantidad obtenida. Por último, se realiza una 

captura mediante incubación con 1 volumen de “AMPure Beads”, lavado con etanol al 

80% y resuspensión en 33 µL de 0,1xTE. La concentración y tamaño de las librerías 

obtenidas se miden con Qubit y Bioanalyzer.  

 

-Procesamiento y control de calidad de los datos de secuenciación: Para la 

comparación de los datos de CNVs obtenidos mediante FISH y LP-WGS, se integró un 

flujo de trabajo “Snakemake” 202. Los análisis computacionales se llevaron a cabo en la 

Unidad de Bioinformática de CNIO. El análisis de LP-WGS se realiza incluyendo 

bloques tumorales de tejido fijado en formalina e incluido en parafina de pacientes con 

cáncer de próstata, incluyendo también 22 bloques de individuos sanos como controles 

de referencia. Las muestras se secuenciaron mediante la plataforma Illumina (Illumina, 

San Diegom CA) con una secuenciación de 150 bases “paired-end”, lo cual se traduce en 

una secuenciación de lecturas pareadas de fragmentos de ADN en ambos sentidos 5´ y 

3´, en este caso de 150 pares de bases.  

Los adaptadores de la secuencia en bruto se eliminan a través de Cutadapt v.1.16 203. Los 

programas FastQC v.0.11.7 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y MultiQC v.1.7 204 se 

emplean para llevar a cabo los controles de calidad pertinentes. Las alineaciones de las 

lecturas con el genoma humano de referencia GRCh38 (GENCODE 28) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.26/) se realizan con BWA-

mem v.0.7.17 205. De manera previa, el genoma de referencia es filtrado para eliminar 

cromosomas parcheados o secuencias desconocidas, preservando los cromosomas 

autosómicos (cromosomas 1-22) y los cromosomas sexuales (cromosomas X e Y) a través 

de un script personalizado en Phyton 206. 

Tras el alineamiento, los duplicados se eliminan utilizando el software Picard 

2.9.2 (MarkDuplicates) (https://broadinstitute.github.io/picard/). MarkDuplicates maneja 

lecturas inter cromosómicas y mantiene un par de lecturas por cada librería  207. Para 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.26/
https://broadinstitute.github.io/picard/
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normalizar el número de lecturas alineadas resultantes, de cada librería se escoge una 

muestra de 20 millones de lecturas. Este paso se realiza mediante SAMtools v.1.9 205 y 

un script personalizado en Python. En cada uno de los pasos relativos a los archivos de 

alineación, se lleva a cabo un control cualitativo y cuantitativo con SAMtools, Picard y 

Qualimap2 v.2.2.2a 208, como se indica en la figura 14.  

 

 

 
Figura 14: Diagrama de flujo de trabajo de todos los pasos llevados a cabo en el análisis de 

datos, con las distintas versiones de los programas empleados.  

 

Para llevar a cabo el análisis de CNVs se ha tenido en cuenta que el genoma 

humano alberga muchas zonas repetitivas como regiones satélites, centrómeros y 

telómeros que impiden una correcta normalización 209. Por ello, es necesario elaborar una 

“blacklist” del genoma utilizado incluyendo este tipo de regiones 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human) y se incluye también la “blacklist” generada 

por el proyecto ENCODE, versión 1 210.  

Una vez llevado a cabo este paso, la determinación de CNVs se realiza mediante 

WisecondorX 209. En relación con la cobertura observada en las muestras analizadas y las 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human
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pruebas que se llevaron a cabo, se determinó que el tamaño óptimo de la ventana de 

intervalo era de 85kb. Se obtuvo así una lista de segmentos con las diferentes áreas que 

presentaban una pérdida o una ganancia significativa en el número de copias.  

Los valores de las pérdidas y ganancias de aquellos segmentos cuyas coordenadas 

coinciden con los genes de interés (BRCA2, RB1, MYC y PTEN) se comparan con los 

resultados obtenidos mediante FISH, que en este caso fue tomada como técnica de 

referencia o “gold standard”. De esta manera, la matriz que compara ambas metodologías 

era la siguiente:  

 

Abreviaturas: VP – Verdaderos Positivos; FP – Falsos Positivos; FN – Falsos Negativos; VN – Verdaderos 

Negativos.  

 

 

 

En el caso de BRCA2, los diferentes escenarios posibles se detallan en la siguiente tabla:  

 

 

  LP-WGS FISH Resultado 

Caso 1 Pérdida Pérdida VP 

Caso 2 -- Pérdida FN 

Caso 3 Pérdida -- FP 

Caso 4 -- -- VN 

Abreviaturas: VP – Verdaderos Positivos; FP – Falsos Positivos; FN – Falsos Negativos; VN – Verdaderos 

Negativos.  

“- -“Hace referencia a cualquier valor que no sea pérdida en este caso (nulo, no significativo o ganancia) 

 

 

    FISH 

    Positivo Negativo 

LP-WGS 
Positivo VP FP 

Negativo FN VN 
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 De la misma manera se calcula la especificidad, sensibilidad, así como otras métricas 

que pueden ser ampliadas en las siguientes referencias 211. Además, se ha eleborado una 

aplicación web dinámica en R v.3.6.3 212 utilizando el paquete Shiny de R v.1.5.0 213, 

donde se pueden comparar los resultados obtenidos mediante LP-WGS y FISH de forma 

dinámica, así como la tabla de métricas finales (Figura 15).  

 

 

 

Figura 15: Captura de pantalla de una sección de la aplicación Web hecha con R y el 

paquete Shiny. 

 

 

Interpretación de resultados: La visualización de los plots de ADN de cada uno de 

los casos se lleva a cabo como se ha comentado previamente mediante Shiny, un paquete 

del programa R (Figura 16) con el fin de valorar la magnitud del cambio en la escala 

logarítmica y determinar su correspondencia con los resultados FISH para establecer los 

diferentes puntos de corte de las pérdidas, ganancias o amplificaciones.  
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Figura 16: Representación gráfica del DNA plot del cromosoma 13 de un caso analizado (04_02). 

Se puede observar cómo existe una pérdida conjunta de BRCA2 (32.889.611-32.973.809 pb) y 

RB1 (48.877.883-49.056.122 pb). Los puntos azules representan cada una de las lecturas de los 

segmentos (ventana de 85kb). Las líneas de puntos discontinuas señalan las posiciones de los 

genes BRCA2 y RB1 dentro del cromosoma 13. La línea gris horizontal indica que no existen 

cambios significativos en las lecturas de esas regiones. La línea roja horizontal y la zona 

sombreada en rojo representan una región donde existe una pérdida en el número de copias 

significativa, en este caso con una magnitud de pérdida en la escala logarítmica de - 0,65 (log2). 

 

4.3  Análisis histopatológico de muestras parafinadas 

Para llevar a cabo el objetivo 5, fue necesario realizar un análisis histopatológico de 

las muestras tumorales de pacientes con y sin mutaciones germinales en BRCA2. Esta 

revisión fue llevada a cabo de manera externa por dos patólogos expertos en tumores 

genitourinarios de la Escuela de Medicina de la Universidad Johns Hopkins (DCS, TL). 

Con el fin de evitar sesgos de interpretación por parte de los patólogos, ambos fueron 

“ciegos” para la clasificación de las muestras como casos (portadores de mutaciones 

germinales en BRCA2) y controles (no portadores de mutaciones germinales en genes de 

la reparación del ADN).  
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Para la clasificación morfológica de las muestras se examinaron secciones tumorales 

teñidas de hematoxilina y eosina (ver protocolo previamente) de los bloques de parafina.  

Se puntuaron de manera independiente cada uno de los casos con la presencia o ausencia 

de morfología intraductal y/o cribiforme a través de un análisis histológico. Para la 

identificación de morfología intraductal se utilizaron criterios morfológicos previamente 

publicados 32, que se resumen en la tabla 12 (más detalles en la introducción, sección 3.3). 

 
Tabla 12:  Criterios morfológicos para la identificación de morfología intraductal. 

Proliferación epitelial neoplásica llenando las glándulas o acinos, 

preservando las células basales y: 

- Patrón cribiforme sólido o denso 

    o 

- Patrón cribiforme laxo o patrón micropapilar con: 

ü Atipia nuclear marcada (x6 tamaño nuclear normal) 

ü Comedonecrosis no focal 

 

Además, se realizaron técnicas de inmunohistoquímica con marcadores de células 

basales, en este caso frente a la proteína p63, para la confirmación histológica de la 

presencia de morfología intraductal (inmunotinción de p63 utilizando el anticuerpo 

monoclonal de ratón anti-p63 [4A4] [Abcam, Cambridge, MA] y el dispositivo Ventana 

Discovery [Roche Diagnostics, Indianapolis, IN]).  

 

- Inmunohistoquímica con marcadores de células basales: Se utilizan secciones de 

tejido parafinado de 3 µm de grosor que se desparafinan y rehidratan mediante 

incubaciones con xilol y etanol en concentraciones decrecientes. Seguidamente se realiza 

la presentación de antígeno con citrato de sodio pH 6, anulando la actividad de la 

peroxidasa endógena mediante un baño en peróxido de hidrógeno al 3% (Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO) durante 10 minutos. Se bloquean los sitios de unión específica con suero 

de cabra al 5% durante 30 minutos a temperatura ambiente.  

Para la inmunotinción específica de las células basales se usa el anticuerpo monoclonal 

4A4 p63 de ratón (Abcam, Cambridge, MA), que posteriormente de detecta mediante el 

sistema Ventana Discovery (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante.  
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Figura 17: Imagen de inmunohistoquímica con tinción de células basales para realizar el 

diagnóstico diferencial entre carcinoma intraductal y carcinoma cribiforme. (A) La 

inmunotinción con p63 pone de relieve las células basales (núcleos marrones) que rodean una 

proliferación sólida de células citológicamente malignas, confirmando el diagnóstico de 

carcinoma intraductal. (B) La inmunotinción con p63 es positiva en las glándulas benignas 

circundantes (flecha), pero está ausente en la proliferación cribiforme de células de cáncer de 

próstata, confirmando el diagnóstico de carcinoma cribiforme.  

 

 

5 Análisis estadístico 

PROREPAIR-B: A prospective cohort study of the impact of germline DNA repair 

mutations on the outcomes of patients with metastatic castration-resistant prostate 

cancer 

 

El tamaño muestral del estudio PROREPAIR-B se determinó en base a su objetivo 

principal, concretamente la inferencia estadística de una asociación entre la supervivencia 

global y la presencia de mutaciones deletéreas germinales en los 4 genes que a priori se 

esperaban fueran los de mayor prevalencia en nuestra población. Para el cálculo del 

tamaño muestral, se empleó el método propuesto por Rubinstein214, asumiendo una 

prevalencia de mutaciones en línea germinal en los genes ATM, BRCA1, BRCA2 y PALB2 

igual o superior al 5% en pacientes con CPRCm; una mediana de SCE de 30 meses en el 

grupo de no portadores, y una hazard ratio (HR) para SCE de pacientes con CPRCm igual 

o superior a 3 en portadores de mutaciones germinales en ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 
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frente a no portadores. Para poder demostrar nuestra hipótesis, con un nivel a de 0,05 y 

un valor b de 0,20, el estudio requirió la inclusión de al menos 408 pacientes para observar 

al menos 171 muertes relacionadas con cáncer de próstata, durante un período de 

reclutamiento de 30 meses y un seguimiento mínimo de 8 meses. A priori el estudio 

permitía el reclutamiento en exceso de hasta un 10% de pacientes elegibles por posibles 

pérdidas de información y/o seguimiento.  

 

Las tasas de respuesta, incluyendo la disminución de PSA ≥50% (PSA50) y las 

respuestas radiológicas objetivas (TRO), así como los criterios del tiempo transcurrido 

hasta el evento (supervivencia causa específica [SCE], supervivencia libre de progresión 

[SLP], supervivencia libre de progresión 2 [SLP2] y tiempo a la progresión por PSA 

[TPPSA]) se definieron según el protocolo, siguiendo los criterios del PCWG2 215. Para 

la obtención de las curvas de supervivencia y estimar las medianas en cada variable de 

supervivencia libre de eventos, se empleó el método Kaplan-Meier. Las curvas de 

supervivencia para cada subgrupo se compararon mediante el test de log-rank. Los 

análisis univariables de asociación se complementaron con análisis multivariables 

mediante un modelo de riesgos proporcionales de Cox.  

 

 

Impact of concurrent tumour events on the prostate cancer outcomes of germline 

BRCA2 mutation carriers 

 

El tamaño muestral del estudio PROREPAIR-A, que cuenta con un diseño de casos y 

controles emparejados por características clínicas diagnósticas del cáncer de próstata, se 

fundamente en la confirmación del valor pronóstico de las mutaciones germinales 

deletéreas en BRCA2. Dada la naturaleza retrospectiva de la identificación de muchos de 

los casos y controles, se optó por la comparación directa de la razón de odds (u odds ratio, 

OR) entre dos grupos de tamaño preestablecido 216. Se estimó una tasa de SCE a 10 años 

de ≤40% y ≥70% para portadores y no portadores de mutaciones germinales en BRCA2, 

respectivamente 217. Teniendo en cuanta un nivel de significación bilateral del 5%, una 

potencia del 90% y una proporción de 1 portador por cada 2 no portadores, se necesitaban 

al menos 141 pacientes para el análisis de la variable principal, donde al menos 47 debían 

ser portadores de mutaciones germinales. Inicialmente se incluyeron 240 pacientes, 80 

tríos de casos y controles en una proporción 1:2. Dado que algunos casos y controles no 
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disponían de tejido tumoral y/o datos de seguimiento, hasta 40 pacientes (7 casos y 33 

controles) fueron excluidos del estudio. Esta pérdida de casos no dio lugar a 

desequilibrios significativos entre los casos y controles restantes.  

 

Se emplearon análisis estadísticos descriptivos para resumir las características de los 

pacientes y las muestras. La asociación, correlación y concordancia entre el estado de 

mutaciones en línea germinal, la presencia de alteraciones en el número de copias (CNV) 

a nivel somático y los subtipos histológicos se analizaron mediante la prueba de Chi-

cuadrado, la correlación de Pearson y el Kappa de Cohen, respectivamente. Otras 

asociaciones entre las características del paciente/tumor y el estadio de mutaciones en 

línea germinal se analizaron mediante las pruebas de Chi-cuadrado, tendencia lineal de 

Mantel-Haenszel o U de Mann-Whitney, según procediera. Todos los tiempos 

transcurridos hasta el evento se definieron a partir del diagnóstico inicial de cáncer de 

próstata y se evaluaron mediante el método de Kaplan-Meier. Las curvas de 

supervivencia resultantes se compararon mediante el test de log-rank. Se realizaron 

análisis univariables y multivariables mediante el modelo de riesgos proporcionales de 

Cox.  

 

Associations between BRCA2 alterations and intraductal and cribroform histologies in 

prostate cancer 

 

Este subanálisis derivado del estudio PROREPAIR, no fue basado en un cálculo 

estadístico formal del tamaño de la muestra. Concretamente, su tamaño fue determinado 

por el número de tumores de pacientes portadores de mutaciones germinales en BRCA2 

elegibles que pudieron ser emparejados según los criterios pre-especificados en una 

proporción 1:2 con controles elegibles. 

 

Se emplearon estadísticas descriptivas para resumir las características de los pacientes 

y de la muestra. La prevalencia de las variantes de IDC y CRIB en tumores de próstata 

de los casos y controles se comparó mediante la prueba de Chi-cuadrado. Otras 

asociaciones entre las características del paciente/tumor y el estado de mutaciones 

germinales en BRCA2, así como las variantes histológicas IDC/CRIB, se analizaron 

mediante la prueba de Chi-cuadrado, tendencia lineal de Mantel-Haenszel o U de Mann-

Whitney, según procediera. Se emplearon modelos de análisis de regresión logística 
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mutlivariable (MVA) para evaluar asociaciones significativas independientes con las 

características IDC y/o CRIB. Estos modelos incluyeron las variables de emparejamiento, 

las variables asociadas a la presencia de IDC, CRIB y mutaciones germinales BRCA2, así 

como cualquier variable no equilibrada entre ambos grupos que pudiera actuar como 

posible factor de confusión.  

 

Para llevar a cabo los análisis anteriormente expuestos, se emplearon los programas 

estadísticos SPSS versión 19 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM Corp, 

Armonk, NY) y R versión 3.3.3. 

 

 



 

 

RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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1 PROREPAIR-B: A prospective cohort study of the impact of germline  DNA 

repair mutations on the outcomes of  patients with  metastatic castration-

resistant prostate cancer 

 

Relacionado con los objetivos 1 y 2 

 

1. Analizar la prevalencia en población mediterránea de mutaciones germinales en genes 

implicados en la reparación del ADN en pacientes con cáncer de próstata resistente a la 

castración metastásico. 

 

2. Estudiar las implicaciones pronósticas y predictivas de las mutaciones germinales en 

genes relacionados con la reparación del ADN en pacientes con cáncer de próstata 

resistente a la castración metastásico.  

 

De forma reciente, varios análisis han puesto de manifiesto que los pacientes con 

cáncer de próstata avanzado presentan una elevada prevalencia, en torno al 12%, de 

alteraciones a nivel germinal en genes relacionados con la reparación del ADN99,104–

106,118,121 (ver introducción, sección 7.2), siendo BRCA2 el gen más comúnmente alterado 

en todos los estudios. La gran mayoría de estos análisis se han llevado a cabo en población 

británica o norteamericana104,106 ,  y es bien conocido que la prevalencia de las 

alteraciones germinales puede variar en función del área geográfica analizada debido a la 

existencia de diferentes trasfondos genéticos poblacionales y la presencia de mutaciones 

fundadoras en ciertos grupos étnicos o pueblos218.  

Además, se ha demostrado que la presencia de mutaciones germinales en BRCA2 

es un factor independiente de mal pronóstico en pacientes con cáncer de próstata 

localizado, estando asociado con una menor supervivencia causa-específica y una menor 

supervivencia libre de metástasis en comparación con los no portadores 137,150. Por otra 

parte, las alteraciones tanto a nivel somático como germinal en BRCA1/2 son un factor 

predictivo de respuesta a los inhibidores de PARP. Sin embargo, no está totalmente 

dilucidado cuál es el impacto que pueden tener estas mutaciones en relación con la 

respuesta a los tratamientos convencionales en cáncer de próstata avanzado, como los 

taxanos o ARSi, ya que la evidencia científica es, en cierta medida, contradictoria (ver 

introducción, sección 7.3.2).  
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Por lo tanto, y debido a la creciente realización de estudios genómicos en pacientes 

con cáncer de próstata, es fundamental conocer con mayor profundidad la prevalencia y 

las repercusiones clínicas que suponen las alteraciones en genes relacionados con la 

reparación del ADN en estos pacientes.   

 

En base a todo ello se ha llevado a cabo un estudio de cohorte, prospectivo y 

multicéntrico, denominado PROREPAIR-B (NCT03075735), en el cual han participado 

38 centros hospitalarios en España. Se incluyeron pacientes en el momento del 

diagnóstico de cáncer de próstata resistente a la castración metastásico, los cuales debían 

tener confirmación histológica y estado desconocido de mutación germinal para genes 

relacionados con la reparación del ADN. Se realizó un seguimiento prospectivo de los 

mismos hasta su fallecimiento o pérdida de seguimiento. Los pacientes debían ser 

candidatos a comenzar un tratamiento de primera línea para CPRCm con alguna de las 

terapias que en el momento de la inclusión habían demostrado aumento de la 

supervivencia global (docetaxel, cabazitaxel, abiraterona, enzalutamida o radio-223) 

dentro de los primeros 6 meses tras el diagnóstico de resistencia a castración. La 

indicación de los tratamientos administrados fue a elección del investigador.  

 

Se obtuvo una muestra de sangre periférica con el fin de analizar el ADN 

germinal. Este análisis incluyó un panel de 107 genes, todos ellos relacionados con la 

reparación del ADN (tabla 10, en apartado de material y métodos).  

 

 

NOTA: La metodología empleada se explica de forma más detallada en el apartado de 

material y métodos.  

 

El objetivo principal fue analizar el impacto de las alteraciones a nivel germinal 

en los genes BRCA1, BRCA2, ATM y PALB2 en la supervivencia causa-específica desde 

el diagnóstico de enfermedad metastásica y resistente a la castración, y analizar la 

prevalencia de las alteraciones germinales en el panel pre-establecido. 

 

Los objetivos secundarios incluyeron el análisis del impacto de las mutaciones 

germinales en otros grupos de genes/genes por separado, con un enfoque particular en 

BRCA2. Se analizaron diferentes endpoints, como el tiempo a la progresión por PSA 
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(TPPSA), supervivencia libre de progresión (SLP), respuestas por PSA y respuestas 

radiológicas de acuerdo a la línea de tratamiento (ARSi o taxanos).  

 

Se incluyeron un total de 419 pacientes entre los meses de enero de 2013 y abril 

de 2016, de los cuales, el 98% eran caucásicos con ascendencia española. En el momento 

del diagnóstico de cáncer de próstata, la mediana de edad de los pacientes era de 66,2 

años (rango 40,8-92,1), y aproximadamente la mitad (48,2%) presentaron enfermedad 

metastásica de novo. De los 419 pacientes, 26 (6,2%) fueron portadores de mutaciones 

germinales patogénicas/probablemente patogénicas en BRCA2 (n=14), ATM (n=8) o 

BRCA1 (n=4), no encontrándose mutaciones en PALB2. Considerando el panel completo 

de 107 genes, la prevalencia de mutaciones germinales patogénicas/probablemente 

patogénicas fue del 16,2% (n=68). La prevalencia de mutaciones en el conjunto de genes 

objetivo del análisis principal (ATM/BRCA1/BRCA1/PALB2) fue significativamente 

mayor en nuestra población de pacientes con CPRCm en comparación con las 

poblaciones incluidas en las bases de datos de pacientes sin cáncer española -CSVS- 

(6,2% vs 0,7%; p<0,001) e internacional -ExAC- (6,2% vs 0,9%; p<0,001). La odds ratio 

(OR) para el estado de portador de mutaciones germinales en pacientes con CPRCm 

comparados con las poblaciones españolas e internacional sin cáncer fue muy superior 

para algunos de los genes analizados, incluyendo ATM, BRCA1, BRCA2 y MRE11A. 

Considerando el panel completo de 107 genes, la OR para el estadio de portador de 

mutaciones germinales en nuestra población de CPRCm comparada con ExAC y CSVS 

fue de 1,4 (IC95% 1,1-1,8; p=0,021) y 3,2 (IC95% 2,3-4,5; p>0,001), respectivamente 

(Tabla 13). 

En el estudio publicado por Pritchard et al, el más amplio hasta el momento, con 

datos de 692 pacientes con cáncer de próstata avanzado, se reportó una prevalencia 

inferior a la del PROREPAIR-B, con un 11,8% de mutaciones germinales. Se debe tener 

en cuenta que en el estudio de Pritchard et al, se realizó un análisis de un panel de 20 

genes asociados a predisposición al cáncer, mientras que en PROREPAIR-B este panel 

era más amplio, de 107 genes, de los cuales, 18 eran comunes al panel del estudio 

angloamericano.  

Si tenemos en cuenta estos 18 genes que ambos estudios tenían en común, casi la 

mitad de los pacientes portadores en PROREPAIR-B albergaban una mutación en alguno 

de ellos; un 7,4% en comparación con 11,7% en la serie de Pritchard et al. En este estudio, 

las mutaciones fundadoras Ashkenazi en BRCA1 c.52666dupC y en BRCA2 c.5946delT 
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representaron el 66% y el 24% de todas las mutaciones identificadas en estos dos genes, 

respectivamente. De forma similar, la mutación fundadora de Europa del Este en CHEK2 

p.1100del representaba el 50% de todas las mutaciones en este gen. Estas 3 mutaciones, 

que en conjunto suponían el 22% de todas las alteraciones de la serie de Pritchard et al,  

no se hallaron en ninguno de nuestros 419 pacientes, como era esperable al no estar 

presentes en población española 218,219. Sin embargo, BRCA2 fue el gen más 

frecuentemente mutado en ambas series, aunque con una prevalencia ligeramente menor 

en PROREPAIR-B (3,3%) con respecto a la reportada previamente (5,2%). El segundo 

gen más comúnmente alterado en nuestra serie fue MUTYH (3,1%). Todos los casos, 

salvo uno, se correspondieron con las variantes p.Y179C y p.G396D, que representan el 

80% de las mutaciones MUTYH en población caucásica. Las mutaciones en este gen están 

presentes en torno al 1-2% de la población europea, pero su asociación con la 

predisposición al cáncer de próstata sigue sin estar clara220,221. Por otra parte, la 

prevalencia de las alteraciones en ATM y PALB2 en nuestra serie fue de 1,9% y 0%, 

respectivamente. Aunque la primera fue ligeramente superior y la segunda inferior a las 

reportadas en la serie de Pritchard et al, ambas frecuencias son similares a las reportadas 

en pacientes con cáncer de mama en población española222,223. Hasta la fecha, no se han 

descrito mutaciones fundadoras o recurrentes en ATM o PALB2 en nuestra población.  
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Tabla 13: Prevalencia de mutaciones germinales patogénicas en los genes de reparación del 

ADN analizados en la población PROREPAIR-B con cáncer de próstata resistente a la 

castración metastásico en comparación con poblaciones de pacientes sin cáncer – Exome 

Aggregation Consortium (ExAC) y la población del Servidor de Variantes Española 

CIBERER (CSVS).  

 

  PROREPAIR-B ExAC 
PROREPAIR-B vs ExAC 

CSVS 
PROREPAIR-B vs CSVS 

Gen 
n=419 n=53.105 n=1.551 

% % OR (IC 95%) p-valor % OR (IC 95%) p-valor 

ATM 1,91% 0,26% 7,4 (3,6-15,2) <0,001 0,19% 10,0 (2,7-38,0) 0,004 

BRCA1 0,95% 0,18% 5,3 (1,9-14,4) <0,001 0,13% 7,5 (1,4-40,9) 0,021 

BRCA2 3,34% 0,30% 
11,5 (6,6-

20,1) 
<0,001 0,26% 13,4 (4,4-40,8) <0,001 

PALB2 0% 0,12% ------- 1 0,13% ------- 1 

ATM / BRCA1   

BRCA2 / PALB2 
6,21% 0,87% 7,6 (5,0-11,4) <0,001 0,71% 9,3 (4,5-18,9) <0,001 

Panel 107 genes 16,23% 12,15% 1,4 (1,1-1,8) 0,021 5,67% 3,2 (2,3-4,5) <0,001 

Panel BROCA* 7,40% 2,15% 3,6 (2,5-5,3) <0,001 1,35% 5,8 (3,3-10,2) <0,001 

* ATM, ATR, BAP1, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CHEK2, FAM175A, GEN1, MLH1, MRE11A, 

MSH2, MSH6, NBN, PALB2, PMS2, RAD51C, RAD51D, XRCC2.  

Abreviaturas: OR – Odss ratio. 

 

 

A la hora de ofrecer un servicio de asesoramiento genético apropiado, la selección 

para el cribado de mutaciones germinales se ha basado de forma tradicional en los 

antecedentes personales y/o familiares de cáncer. Según las guías clínicas, se considera 

que un probando es candidato para el cribado genético cuando la probabilidad de 

identificar una mutación patogénica es ≥10%.  

En la serie de Pritchard et al, el 70% de pacientes portadores tenían un pariente de primer 

grado con antecedentes de cáncer, frente a un 50% en los no portadores (p=0,001). Esto 

se traduce en que alrededor del 30% de los pacientes portadores de mutaciones germinales 

no tenían antecedentes familiares de cáncer que hicieran sospechar la presencia de estas 

alteraciones.  
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En PROREPAIR-B, en el momento de la inclusión, 96 pacientes (22,9%) 

reportaron antecedentes familiares de cáncer, cifra significativamente superior en el 

grupo de portadores de mutaciones en ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 que en los no 

portadores (73,1% vs 19,6%m p<0,001). Los pacientes con mutaciones germinales en 

BRCA2 fueron los que tuvieron una mayor presencia de historia familiar de cáncer (85,7% 

vs 20,7%; p>0,001). Sin embargo, alrededor del 15% de los pacientes identificados como 

portadores no tenían historia familiar previa de cáncer. El cáncer de mama y el cáncer de 

ovario fueron los tipos de tumor más frecuentemente reportados entre los familiares 

afectos. Treinta y nueve pacientes presentaron antecedentes familiares de primer o 

segundo grado con cáncer de próstata (Figura 18). 
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Figura 18: Antecedentes familiares de cáncer en parientes de primer y segundo grado en los 

grupos de portadores y no portadores. De arriba abajo: pacientes con antecedentes familiares 

incluyendo todos los tipos de tumores; pacientes con antecedentes familiares de cáncer de mama 

y ovario y pacientes con antecedentes familiares de cáncer de próstata.  

Los 18 genes en común con Pritchard et al: ATM, ATR, BAP1, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, 

CHEK2, FAM175A, GEN1, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, NBN, PALB2, PMS2, RAD51C, 

RAD51D, XRCC2. 
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Algunas guías clínicas recomiendan la realización de cribado genético a todos los 

pacientes con cáncer de próstata con enfermedad localizada de alto riesgo o 

metastásica41,148, independientemente de los antecedentes familiares. Aunque realizar un 

cribado a todos los pacientes permitiría identificar a la gran mayoría de los portadores de 

mutaciones germinales en BRCA2, la gran cantidad de recursos sanitarios necesarios para 

llevar a cabo esta estrategia podría resultar poco viable para los sistemas sanitarios en la 

actualidad. Por lo tanto, la identificación de características clínicas y/o histológicas 

asociadas a la presencia de estas alteraciones es crucial para optimizar el cribado de los 

pacientes con cáncer de próstata (relacionado con objetivo 5). 

 

En cuanto a las características clínicas al diagnóstico de CPRCm de los pacientes 

incluidos en PROREPAIR-B, no se observaron diferencias significativas en la mayoría 

de las variables analizadas entre portadores y no portadores. Sin embargo, la mediana de 

tiempo transcurrido desde el inicio de la terapia de deprivación androgénica para 

enfermedad recurrente o metastásica hasta el desarrollo de resistencia a castración fue 

significativamente más corto en los portadores de mutaciones en 

ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 que en los no portadores (22,8 vs 28,4 meses; p=0,007), 

siendo particularmente más corta en los pacientes con mutaciones germinales en BRCA2 

(22,8 vs 13,2 meses; p=0,048).  

 

Con una mediana de seguimiento de 39 meses en el momento del corte de datos, 

la mediana de tratamientos administrados para CPRCm (excluyendo re-tratamientos) fue 

de 2 (rango 1-5). No se observaron diferencias en cuanto a la exposición de docetaxel, 

cabazitaxel, abiraterona, enzalutamida o radio-223 entre portadores y no portadores. Cabe 

destacar que solamente el 7,4% de los portadores y el 5,4% de los no portadores 

recibieron tratamiento con platinos (p=0,567), y que solamente 4 pacientes, todos ellos 

dentro del grupo de no portadores, recibieron un inhibidor de PARP dentro de un ensayo 

clínico.  

 

En cuanto a la supervivencia causa-específica, aunque la mediana fue 10 meses 

más corta en el grupo de portadores de alteraciones en ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 en 

comparación con los no portadores (figura 19; A), esta diferencia no fue estadísticamente 

significativa (23,3 vs 33,2 meses; p=0,264; HR 1,32; IC95% 0,81-2,17), por lo que el 

estudio no cumplió su objetivo principal. De igual manera, no se observaron diferencias 
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significativas cuando se analizaron todos los pacientes portadores de mutaciones en 

alguno de los 107 genes analizados frente a no portadores (28,6 vs 33,1 meses; p=0,646; 

HR 1,08; IC95% 0,78-1,50) (figura 19; C). Por el contrario, en los pacientes con 

mutaciones germinales en BRCA2, se observó una SCE casi la mitad menor en 

comparación con los no portadores, alcanzando significación estadística (17,4 vs 33,2 

meses; p=0,027; HR 2,10; IC95% 1,07-4,10) (figura 19; B).  

 

El análisis multivariable (tabla 14), que incluyó todas las variables significativas 

en el análisis univariable (figura 19; D), identificó las mutaciones germinales en BRCA2 

como factor pronóstico independiente para la SCE desde el diagnóstico de CPCRm (HR 

2,11; IC95% 1,06-4,18). La presencia de ECOG 2 (HR 2,52; IC95% 1,07-3,18) y 

albúmina <3,5 g/dL (HR 2,18; IC95% 1,38-3,46) fueron otros de los factores asociados 

de manera independiente con una SCE más corta.  
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Abreviaturas: HR – Hazard ratio; IC – Intervalo de Confianza; CaP – Cáncer de Próstata; ECOG – Eastern 

Cooperative Oncology Group Performance Status; FA – Fosfatasa Alcalina; LDH – Lactato 

deshidrogenasa; Hb – Hemoglobina. 

 

Figura 19: Supervivencia causa-específica (SCE) desde el diagnóstico de cáncer de próstata 

resistente a castración metastásico (CPRCm). Curvas Kaplan-Meier para SCE (A) grupo 

ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 frente a no portadores; (B) BRCA2 frente a no portadores; (C) 

todos los portadores de mutaciones germinales en panel de 107 genes (gDDR+) frente a no 

portadores. (D) Forest-plot del análisis univariable para SCE.  
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Tabla 14: Análisis multivariante para supervivencia causa-específica desde diagnóstico de 

CPRCm 

Factores pronósticos en análisis UVA para 

SCE desde CPRCm 

MVA HR (IC 

95%) 
p-valor 

Mutaciones germinales BRCA2     

Portador vs no portador 2,11 (1,06-4,18) 0,033 

Mediana tiempo a CPRCm desde DA     

<28 vs ≥28 meses 1,52 (1,17-1,98) 0,018 

Mediana edad CPRCm     

≤71,4 vs 71,4 años 1,26 (0,96-1,64) 0,097 

ECOG performance status (PS)     

PS 1 vs PS 0 1,29 (0,97-1,72) 0,080 

PS 2 vs PS 0 2,52 (1,60-3,97) <0,001 

Mediana PSA en CPRCm     

≤27,5 vs >27,5 ng/dL 1,09 (0,83-1,43) 0,528 

Fosfatasa Alcalina     

Elevada (>LSN) vs Normal (≤LSN)   1,16 (0,88-0,284) 0,284 

Lactato deshidrogenasa (LDH)     

Elevada (>LSN) vs Normal (≤LSN)   1,85 (1,40-2,44) <0,001 

Hemoglobina     

<10 vs ≥10 g/dL 1,85 (1,07-3,18) 0,027 

Albúmina     

<3,5 vs ≥3,5 g/dL 2,18 (1,38-3,46) 0,001 

Abreviaturas: UVA – Análisis univariante; SCE – Supervivencia causa-específica; MVA – Análisis 

multivariante; HR – Hazard ratio; IC – Intervalo de confianza; CPRCm – Cáncer de Próstata Resistente a 

la castración metastásico; DA – Deprivación androgénica; LSN – Límite superior de la normalidad 

 

 

En cuanto a los tratamientos recibidos, de forma general, no se observaron 

diferencias significativas en ninguno de los objetivos analizados (respuesta por PSA 

[PSA50], tasa de respuesta global [TRG], tiempo a la progresión por PSA [TPP], 

supervivencia libre de progresión [SLP] y supervivencia causa-específica [SCE]) entre el 

grupo de portadores de mutaciones ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 y los no portadores 

cuando fueron tratados en primera línea con un ARSi o un taxano. Sin embargo, a la hora 

de comparar a los pacientes portadores de mutaciones germinales en BRCA2 frente a los 

no portadores, se observó una mediana en la SCE más corta tras el primer taxano (12,8 

vs 23,3 meses; p=0,015; HR 2,23; IC95% 1,13-4,38), pero no tras el primer ARSi (23,2 
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vs 26,2 meses; p=0,215; HR 1,63; IC95% 0,76-3,48). Las diferencias entre estos dos 

grupos en cuanto a PSA50, TRG, TTP o PFS no fueron estadísticamente significativas.  

Se llevó a cabo un análisis de interacción para evaluar si el impacto del estado mutacional 

(portador vs no portador) en la SCE podría estar influido por el tratamiento administrado 

en primera línea (ARSi vs taxano). Se observó una interacción significativa para la SCE 

entre el estado de mutaciones germinales en BRCA2 y el tipo de tratamiento administrado 

en primera línea, tanto en el modelo de Cox no ajustado (p=0,015), como en un modelo 

ajustado por edad, ECOG, PSA basal, tiempo a la resistencia a castración desde 

deprivación androgénica y valores de LDH, FA, albúmina y hemoglobina (p=0,014) 

(figura 20). Este análisis indicaba que aquellos pacientes con mutaciones gBRCA2 tenían 

peor SCE cuando eran tratados con un taxano en primera línea de CPRCm en 

comparación con aquellos pacientes gBRCA2 tratados con un ARSi en este mismo 

escenario de primera línea (10,7 vs 24 meses) (figura 20; A). Por el contrario, no se 

encontraron interacciones significativas para la SCE cuando se analizaron otros grupos 

de portadores (ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 o el conjunto total de portadores en el panel 

de 107 genes) (figura 20; B y C).  
 

 

Figura 20: Supervivencia causa-específica (SCE) desde la primera línea para cáncer de 

próstata resistente a castración metastásico (CPRCm) y a análisis de interacción entre el 

estado de portador de mutaciones germinales y el tipo de tratamiento recibido. Análisis de 

Kaplan-Meier en 415 pacientes – 218 tratados con un ARSi y 197 con taxanos (fueron excluidos 

4 pacientes tratados con Ra-223 en primera línea) –, separados según los subgrupos de portadores: 

A) portadores de mutaciones germinales en BRCA2 vs no portadores; se observó una interacción 

positiva entre el estado de portador de gBRCA2 y el tipo de tratamiento recibido en primera línea 
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(p valor ajustado=0,014). No se observaron interacciones significativas entre el tipo de 

tratamiento y los siguientes grupos: B) portadores de mutaciones germinales en 

ATM/BRCA1/BRCA2 vs no portadores (valor p ajustado=0,772) y C) portadores de mutaciones 

en cualquiera de los 107 genes del panel vs no portadores (valor p ajustado=0,909). Los factores 

incluidos junto al estado de portador en el modelo de regresión de Cox de interacción ajustada 

fueron los que se asociaron de manera significativa con la SCE: mediana de tiempo hasta el 

desarrollo de CPRCm desde el inicio de TDA, mediana de PS, ECOG, albúmina, LDH y FA.  

 

 

Para analizar el impacto de la secuencia de tratamiento en pacientes portadores de 

mutaciones gBRCA2, se llevó a cabo un análisis post-hoc con el fin de comparar la SCE 

y la SLP2 (SLP desde el inicio de la primera línea hasta la progresión a la segunda línea 

de tratamiento o fallecimiento) según el estado de gBRCA2 y la secuencia administrada: 

ARSi-taxano vs taxano-ARSi. Un total de 348 pacientes fueron elegibles para este 

análisis, 190 para la secuencia ARSI-taxano (entre los cuales había 7 portadores de 

mutaciones gBRCA2) y 158 para la secuencia taxano-ARSi (incluyendo 7 gBRCA2). 

Cabe destacar que los pacientes de la secuencia taxano-ARSi eran más jóvenes (p<0,001), 

con peor ECOG (p<0,001), niveles más elevados de PSA (p=0,007), de LDH (p<0,001) 

y de FA (p=0,010) que los pacientes de la secuencia ARSi-taxano. El análisis de 

interacción no ajustado fue significativo tanto para SCE (p=0,020) como para SLP2 

(p=0,001). En pacientes tratados con la secuencia ARSi-taxano, la SCE y la SLP2 no 

fueron diferentes entre portadores gBRCA2 y no portadores. Por el contrario, los pacientes 

gBRCA2 tratados con la secuencia taxano-ARSi presentaron una SCE (28,4 vs 10,7 

meses; p<0,001; HR 4,16; IC95% 1,80-9,62) y una SLP2 (17,1 vs 8,6 meses; p<0,001; 

HR 8,16; IC95% 3,60-18,49) significativamente más cortas que los no portadores tratados 

con la misma secuencia. En el modelo ajustado por las variables pronósticas se observó 

igualmente una interacción significativa para SCE (valor p modelo ajustado=0,015) y 

SLP2 (valor p modelo ajustado=0,005). En el grupo de no portadores, la CSE y la SLP2 

fueron similares para ambas secuencias de tratamiento.  

 

Como se ha comentado en la introducción, sección 7.3.2, las implicaciones 

clínicas que tienen las alteraciones en genes de la reparación del ADN en pacientes con 

CPRCm tratados con terapias convencionales no son concluyentes, ya que los estudios 

publicados han arrojado información en cierta medida contradictoria. En PROREPAIR-
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B se ha observado una interacción que sugiere que el impacto de las mutaciones 

germinales en BRCA2 en la supervivencia causa-específica y la SLP2 puede verse 

modificado por el tipo de tratamiento recibido, así como por la secuencia del mismo. Esto, 

en cierta medida, podría explicar los resultados contradictorios previamente publicados. 

En el estudio de Annala et al 155, en el que se incluyeron de forma retrospectiva 176 

pacientes con CPRCm, 22 de los cuales eran portadores de mutaciones germinales en 

genes de la reparación del ADN (16 gBRCA2), la SLP de los portadores tratados con el 

primer ARSi fue más corta que la de los no portadores (3,3 vs 6,2 meses, p=0,01). Sin 

embargo, una mayor proporción de pacientes portadores de alteraciones en genes de la 

reparación del ADN recibieron un ARSi tras un taxano (45% vs 33% en no portadores), 

secuencia que según nuestros resultados podría tener un impacto negativo en los gBRCA2, 

pero no en los pacientes no portadores de mutaciones germinales. Además, en este estudio 

se observó una alta heterogeneidad en las respuestas, con SLP superiores a 2 años en 

algunos portadores tratados con ARSi. En nuestra serie, también se identificaron 

respuestas prolongadas a los ARSi entre el grupo de portadores, incluyendo tres 

portadores gBRCA2 que respondieron durante más de 12 meses (uno de ellos se benefició 

de enzalutamida durante 32 meses). Estas observaciones coinciden con la publicación de 

Antonarakis et al 156, en la cual se incluyeron de forma retrospectiva 172 pacientes con 

CPRCm tratados con ARSi, entre los cuales había 22 portadores de alteraciones en genes 

relacionados con la reparación del ADN (5 gBRCA2). En este caso, solamente el 23% de 

los pacientes, tanto portadores como no portadores, recibieron quimioterapia antes de 

recibir un ARSi. A diferencia del estudio de Annala et al, en este análisis se observó una 

tendencia hacia una SLP más prolongada en los portadores de mutaciones germinales en 

ATM/BRCA1/BRCA2 (15 vs 10,8 meses, p=0,90) en comparación con los no portadores 

al ser tratados con un ARSi. Cabe destacar que en este análisis también se identificó la 

administración de quimioterapia previa como un factor asociado a peor SLP y SCE, pero 

no analizaron si esto afectaba de forma similar a portadores y no portadores. Finalmente, 

en la serie retrospectiva publicada por Mateo et al 157, con 330 pacientes no portadores y 

60 portadores de mutaciones en genes relacionados con la reparación del ADN (37 

gBRCA2), no se encontraron diferencias entre ambos grupos con respecto a la respuesta 

al primer taxano o ARSi. Sin embargo, no se especificó cuál era la secuencia de 

tratamiento. En este caso, no se observaron diferencias en la SCE entre portadores y no 

portadores (38,4 vs 36,0 meses, p=0,73), ni siquiera en el subgrupo de pacientes gBRCA2, 
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pero hay que destacar que el 47% de los portadores recibieron un inhibidor de PARP y/o 

un platino, lo cual pudo suponer un efecto de confusión en la supervivencia.  

 
 

Se deben reconocer algunas limitaciones del presente estudio. En primer lugar, la 

prevalencia de las mutaciones en genes relacionados con la reparación del ADN 

observadas en nuestra serie no puede extrapolarse a otras cohortes debido a la variabilidad 

en la prevalencia de estas alteraciones germinales entre diferentes poblaciones. Son 

necesarios estudios más amplios para establecer la verdadera frecuencia de mutaciones 

germinales en genes relacionados con la reparación del ADN en CPRCm. En segundo 

lugar, el análisis del pronóstico de los pacientes según el tipo y la secuencia de tratamiento 

está limitada por la falta de aleatorización inherente a un estudio observacional. Debido 

al pequeño número de portadores de este subanálisis, los hallazgos sobre el impacto de la 

secuencia de tratamiento en gBRCA2 deben ser validados en series más amplias. En tercer 

lugar, no se han tenido en cuenta las alteraciones somáticas que podrían estar presentes 

en una elevada proporción de pacientes (tanto portadores como no portadores). 
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2 Impact of concurrent tumour events on the prostate cancer outcomes of 

germline BRCA2 mutation carriers.  

 

Relacionado con los objetivos 3 y 4 

 

3. Analizar la prevalencia de alteraciones somáticas en BRCA2, RB1, MYC y PTEN en 

pacientes con cáncer de próstata portadores y no portadores de mutaciones germinales en 

BRCA2.  

 

4. Explorar el impacto clínico de las alteraciones somáticas frecuentemente asociadas a 

la presencia de mutaciones germinales en BRCA2.   

 

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la presencia de mutaciones 

germinales en BRCA2 está asociada con un peor pronóstico en pacientes con cáncer de 

próstata, como se detalla en la introducción, sección 7.3. El racional biológico de este 

comportamiento agresivo no está totalmente dilucidado, aunque podría estar relacionado 

con la presencia de determinados eventos somáticos asociados a la inestabilidad 

genómica que presentan los tumores gBRCA2. Resultados previos han demostrado que 

los tumores de pacientes gBRCA2 están enriquecidos en eventos somáticos como la 

deleción de BRCA2, RB1, PTEN o la amplificación de MYC 119,128,224. Sin embargo, hasta 

el momento, se desconoce el impacto que puede suponer la presencia de otras mutaciones 

somáticas concurrentes en la supervivencia de pacientes portadores de mutaciones 

germinales en BRCA2.  

 

PROREPAIR-A es un estudio observacional multicéntrico en el cual han 

participado 12 centros a nivel internacional (España, Australia y Reino Unido). Se 

incluyeron pacientes con cáncer de próstata, tanto localizado como avanzado, con 

confirmación histológica y estado de mutación germinal para genes relacionados con la 

reparación del ADN previamente testado y conocido. La disponibilidad de tejido tumoral 

fijado en formalina e incluido en parafina y la información sobre las características 

clínico-patológicas al diagnóstico fueron requisitos de elegibilidad. Cada caso portador 

de mutación germinal en BRCA2 fue inicialmente emparejado con 2 controles 

esporádicos (no portadores de alteraciones en genes relacionados con la reparación del 
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ADN) en base al grupo de Gleason y la presencia/ausencia de enfermedad metastásica al 

diagnóstico.  

 

El objetivo principal del estudio fue confirmar el valor pronóstico negativo de las 

mutaciones germinales en BRCA2 para la supervivencia causa-específica en pacientes 

con cáncer de próstata. Los objetivos secundarios fueron establecer la asociación entre 

mutaciones germinales en BRCA2 y las variaciones en el número de copias (CNV, copy 

number variation) en los genes BRCA2, RB1, PTEN y MYC, así como analizar el impacto 

de estas alteraciones somáticas en la supervivencia causa-específica, la supervivencia 

libre de metástasis y el tiempo a la resistencia a castración en pacientes gBRCA2 versus 

no portadores.  

 

La determinación somática de BRCA2, RB1, PTEN y MYC se realizó mediante 

hibridación in situ fluorescente (FISH, fluorescence in situ hybridization). Se llevó a cabo 

una comparación de las alteraciones detectadas mediante FISH con NGS (next generation 

sequencing) en aquellas muestras con adecuada calidad de ADN para realizar WES 

(whole-exome sequencing) y el panel de UW-OncoPlex 225.  

 

Dos patólogos expertos y no conocedores del grupo de casos y controles (“ciegos” para 

la presencia de mutaciones germinales en BRCA2) analizaron en aquellos tumores con 

tejido viable (n=151) la presencia de patrones intraductal y/o cribiforme.  

 

NOTA: La metodología empleada se explica de forma más detallada en el apartado de 

material y métodos.  

 

Se incluyeron un total de 200 pacientes (73 gBRCA2 y 127 no portadores), de los 

cuales 24,8% eran metastásicos al diagnóstico (28,8% de los portadores y 22% de los no 

portadores; p=0,287). En cuanto al resto de características basales, no se encontraron 

diferencias significativas entre ambos grupos, salvo en la edad y el estadio local. Los 

pacientes portadores eran ligeramente más jóvenes al diagnóstico que los no portadores 

(62,6 vs 64,5 años, p=0,028); y presentaron tumores localmente avanzados (T3/T4) con 

mayor frecuencia (31,5% vs 9,4%, p<0,001).  
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Los tumores de pacientes portadores de mutaciones germinales en BRCA2 

presentaron un mayor porcentaje de eventos somáticos en comparación con los no 

portadores. La pérdida de BRCA2 detectada mediante FISH estaba presente en un 42,5% 

vs 11,8% (p<0,001) en gBRCA2 y en no portadores, respectivamente. Las deleciones de 

RB1 (54,8% vs 21,3%, p<0,001) y la amplificación de MYC (53,4% vs 18,8%, p<0,001) 

fueron también más frecuentes en gBRCA2 en comparación con no portadores (Tabla 15). 

La pérdida de BRCA2 y RB1 de forma conjunta fue muy frecuente en ambos grupos de 

pacientes. En 49 de 51 tumores con pérdida somática de BRCA2 se observó pérdida 

concurrente de RB1, con una correlación fuerte (p=0,001), con un índice Kappa de 

concordancia de 0,74. La co-deleción de BRCA2-RB1 fue más frecuente también en 

gBRCA2 que en no portadores (41,1% vs 11,8%, p<0,001).  

 

Los genes BRCA2 y RB1 se encuentran localizados en el mismo brazo del 

cromosoma 13q, con una proximidad muy cercana (separados por 16 Mb). Por 

consiguiente, es común observar la deleción simultánea de ambos genes en cáncer de 

próstata121,226 .  

Nuestro estudio confirma que los tumores asociados a mutaciones germinales en 

BRCA2 presentan un enriquecimiento de eventos somáticos, como la deleción de BRCA2, 

la deleción de RB1, la co-pérdida de BRCA2-RB1 o la amplificación de MYC. Esto sugiere 

que los tumores asociados a mutaciones gBRCA2 presentan un genotipo tumoral más 

agresivo.   

 

Se analizó la presencia de los patrones IDC y/o CRIB en 151 tumores (52 gBRCA2 

y 99 no portadores). La morfología IDC y/o CRIB estaba presente en una proporción 

similar de pacientes portadores de mutaciones gBRCA2 y no portadores (57,7% vs 56,6%, 

respectivamente). La presencia de IDC se asoció de forma más frecuente con la pérdida 

somática de PTEN, mientras que el patrón CRIB se asoció de forma significativa con la 

co-deleción BRCA2-RB1 y la amplificación de MYC. La histología IDC y/o CRIB se 

encontró con mayor frecuencia en tumores con la co-deleción BRCA2-RB1 (67,7% vs 

41,9%, p=0,008).  
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Tabla 15: Características moleculares del análisis somático mediante FISH 

  

No Portadores 

(N=127) 

gBRCA2 

(N=73) 
P valor 

Deleción somática BRCA2 (FISH) 

   No alteración 

   Deleción BRCA2 

      Heterocigota 

      Homocigota 

   Indeterminada 
 

112 (88,2%) 

15 (11,8%) 

13 (10,2%) 

2 (1,6%) 

0 

40 (54,8%) 

31 (42,5%) 

29 (39,7%) 

2 (2,7%) 

2 (2,7%) < 0,001 

Deleción somática RB1 (FISH) 

   No alteración 

   Deleción RB1 

     Heterocigota 

     Homocigota 

100 (78,7%) 

27 (21,3%) 

18 (14,2%) 

9 (7,1%) 

33 (45,2%) 

40 (54,8%) 

36 (49,3%) 

4 (5,5%) 
 

< 0,001 

Co-deleción BRCA1-RB1 (FISH)       

   No 

   Deleción BRCA2  

   Deleción RB1 

   Co-deleción BRCA2-RB1 

   Indeterminada 
 

100 (78,7%) 

0 

12 (9,4%) 

15 (11,8%) 

0 

32 (43,8%) 

1 (1,4%) 

8 /11,0%) 

30 (41,1%) 

2 (2,7%) < 0,001  

MYC (FISH)       

   No alteración 

   Amplificación MYC 

   Ganancia MYC 

   Indeterminada 

103 (81,1%) 

12 (9,4%) 

12 (9,4%) 

0 

32 (43,9%) 

35 (47,9%) 

4 (5,5%) 

2 (2,7%) 0,213  

PTEN (FISH)       

  No alteración o deleción 

heterocigota 

  Deleción PTEN homocigota 

  Indeterminada 

93 (73,2%) 

34 (26,8%) 

0 

46 (63,1%) 

25 (34,2%) 

2 (2,7%)   

Características histológicas (n=151) (N=99)  (N=52)    

  Intraductal 

  Cribiforme 

  Intraductal y/o cribiforme 

 

45 (45,5%) 

44 (44,4%9 

56 (56,6%) 

21 (40,4%) 

28 (53,8%) 

30 (57,7%) 

0,550 

0,272 

0,894  

 Abreviaturas: gBRCA2 – Portadores de mutaciones germinales en BRCA2. 
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Por otra parte, los tumores de los pacientes con enfermedad metastásica al 

diagnóstico (tanto en el grupo de portadores como de no portadores) estaban enriquecidos 

en la presencia de la co-deleción BRCA2-RB1 (34% vs 21%, p<0,01) y amplificación de 

MYC (42% vs 16%, p<0,001) en comparación con los tumores de pacientes con 

enfermedad localizada al diagnóstico (figura 21).  

 

 

Figura 21: Frecuencia de los eventos genómicos somáticos en función del estadio al 

diagnóstico (metastásico vs no metastásico) en A) portadores de mutaciones germinales en 

BRCA2 y B) no portadores.  

 

 

Se analizó la concordancia entre las alteraciones detectadas mediante FISH y NGS 

en un subgrupo de 30 tumores mediante el índice de concordancia Kappa. Los valores 

ponderados de Kappa oscilaron entre una concordancia moderada y muy buena para los 

genes explorados: 0,801 (IC95% 0,58-1,0) para la deleción somática de BRCA2; 0,708 

(IC95% 0,48-0,93) para la deleción de RB1; 0,644 (IC95% 0,48-0,90) para la deleción de 

PTEN y 0,627 (IC95% 0,35-0,90) para la amplificación de MYC.  

 

Las nuevas técnicas de secuenciación (NGS) aportan una gran cantidad de 

información y están reemplazando en gran medida a otras técnicas más clásicas a la hora 

de realizar análisis genómicos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que existe un 

porcentaje de fallo en el análisis de muestras fijadas en formalina e incluidas en parafina 

(FFPE) que oscila entre el 30-50% en cáncer de próstata227. Del mismo modo, la 

determinación del número de copias es compleja en muestras de plasma con fracciones 

bajas de ADN tumoral circulante228.  

gBRCA2 No portadores
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Antes de la llegada de la NGS, la hibridación in situ fluorescente era ampliamente 

utilizada para evaluar las variaciones en el número de copias (CNV), y se consideraba el 

método de elección para validar el CNV en los primeros análisis de secuenciación 

(NGS)229. En nuestro estudio, hemos logrado analizar el CNV de forma satisfactoria en 

el 94% de las muestras mediante FISH.  

La concordancia entre las técnicas de FISH y NGS puede verse afectada por 

diferentes parámetros, como la profundidad de lectura en la secuenciación, entre otros. 

En nuestro estudio comparamos los resultados entre FISH y NGS en un subconjunto de 

muestras (n=30), encontrando una fuerte concordancia entre ambos métodos en la 

detección de deleciones en BRCA2 y la co-deleción BRCA2-RB1. Aunque estos 

resultados requieren análisis adicionales, la hibridación in situ fluorescente sigue siendo 

el gold standard para la detección de las variaciones en el número de copias, ya que 

permite una evaluación citogenética directa. En contraste, la NGS se basa en una 

estimación inferida mediante métodos matemáticos a partir de la comparación de la 

densidad de las lecturas en las distintas regiones secuenciadas. Se debe tener en cuenta, 

además, que la hibridación in situ fluorescente es una técnica sencilla, rápida y de bajo 

coste.  

 

Tras una mediana de seguimiento de 12 años, y considerando el conjunto total de 

pacientes incluidos (metastásicos y no metastásicos), la mediana de la supervivencia 

causa-específica fue de 9,1 años para los pacientes gBRCA2 frente a 17,6 años para los 

no portadores (HR 2,12; p=0,002) (figura 22; A). Cuando el análisis se limitó solamente 

a los pacientes M0, se mantuvo la diferencia estadísticamente significativa (11,3 años vs 

mediana no alcanzada, HR 3,71; p<0,001) (figura 22; B). De igual manera, la 

supervivencia libre de metástasis y el tiempo a la resistencia a castración fueron inferiores 

en el grupo de portadores gBRCA2 en comparación con los no portadores (SLM: 8,6 años 

vs mediana no alcanzada, HR 3.94; p<0,001; TRC: 8,8 años vs mediana no alcanzada; 

HR 1,88; p=0,005) (figura 22; C y D). 
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Figura 22: Supervivencia causa-específica SCE), supervivencia libre de metástasis (SLM) y 

tiempo a la resistencia a castración (TRC) desde el diagnóstico de cáncer de próstata. Curvas 

Kaplan-Meier en el grupo de pacientes gBRCA2 vs no portadores para A) SCE; B) SCE en 

pacientes no metastásicos; C) TRC y D) SLM. 

 

 

La pérdida somática de BRCA2, de RB1, la co-deleción BRCA2-RB1, y la 

amplificación de MYC determinadas mediante FISH se asociaron de forma significativa 

con una menor SCE y TRC en el análisis univariante (tanto en pacientes portadores como 

no portadores de mutaciones gBRCA2). La pérdida de PTEN se correlacionó con una 

menor SCE, TRC y SLM en el grupo de pacientes con enfermedad localizada al 

diagnóstico.  

De igual forma, se encontró una asociación significativa entre los patrones IDC 

y/o CRIB y un peor pronóstico.  

 

El análisis del objetivo principal del estudio y el posterior análisis multivariable 

(Tabla 16) confirmaron que las mutaciones germinales en BRCA2 son un factor 

pronóstico independiente para la supervivencia causa-específica (MVA HR 3,92; 

p=0,009). Otros factores asociados de forma independiente con una menor SCE fueron la 

Log-rank test, p=0,002

Grupo Mediana SCE (IC 95%)

gBRCA2

No portadores

9,1 años (7,9 - 10,4)

17,5 años (11,0 – 24,2,6)

Nº sujetos en riesgo

gBRCA2
No portadores

Nº sujetos en riesgo

gBRCA2
No portadores

Log-rank test, p<0,001

Grupo Mediana SCE (IC 95%)

gBRCA2

No portadores

11,3 años (8,1 – 14,5)

NA (-- --)

Nº sujetos en riesgo

gBRCA2
No portadores

Log-rank test, p=0,005

Grupo Mediana SCE (IC 95%)

gBRCA2

No portadores

8,8 años (5,9 – 11,6)

NA (-- --)

Nº sujetos en riesgo

gBRCA2
No portadores

Log-rank test, p<0,001

Grupo Mediana SCE (IC 95%)

gBRCA2

No portadores

8,6 años (8,1 – 9,2)

NA (-- --)

A B

C D



Resumen de resultados y discusión 

107 
 

co-deleción de BRCA2-RB1 (HR 4.0; p=0,009), la amplificación de MYC (HR 2,57; 

p=0,037), la enfermedad metastásica al diagnóstico (HR 12,37; p<0,001) y el grupo de 

Gleason ≥4 (HR 6,0; p<0,001). La presencia de patrón cribiforme o intraductal no se 

asoció con una SCE más corta en el modelo multivariable.  

 

En cuanto al tiempo hasta la resistencia a castración, los factores asociados de forma 

independiente con un TRC más corto fueron las mutaciones gBRCA2 (HR 3,73, p=0,011), 

la co-deleción BRCA2-RB1 (HR 2,92; p=0,048), el grupo de Gleason ≥4 (HR 4,51; 

p=0,002); mayores niveles de PSA al diagnóstico (HR 2,72, p=0,021) y el estadio 

metastásico al diagnóstico (HR 9,38; p<0,001). 

 

En la población no metastásica, los factores asociados de forma independiente con 

una menor supervivencia libre de metástasis fueron las mutaciones gBRCA2 (HR 5,56; 

p<0,008); la co-deleción de BRCA2-RB1 (HR 5,99; p=0,007), el grupo de Gleason ≥4 

(HR 5,96; p<0,001), los tumores T3/T4 (HR 3,0; p=0,008), la presencia de N1 (HR 2,63; 

p=0,029) y el patrón cribiforme (HR 3,78; p=0,028).  

 

PROREPAIR-A respalda, por tanto, los hallazgos de estudios previos al confirmar 

el valor pronóstico negativo e independiente de las mutaciones germinales en BRCA2 

para la supervivencia causa-específica, el tiempo hasta la resistencia a la castración y la 

supervivencia libre de metástasis en pacientes con cáncer de próstata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 16: Análisis multivariable para la supervivencia causa-específica, tiempo a la 

resistencia a castración y supervivencia libre de metástasis.  
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Variable en el MVA 
SCE TRC SLM* 

HR (IC 95%) p valor HR (IC 95%) p valor HR (IC 95%) p valor 

Mutaciones germinales BRCA 

   gBRCA2 vs no portador 

 

3,92 (1,40-10,93) 

 

0,009 

 

3,73 (1,29-10,77) 

 

0,015 

 

5,56 (1,57-19,75) 

 

0,008 

RB1  

   Pérdida RB1 vs No 0,91 (0,18-4,58) 0,914 0,77 (0,16-3,89) 0,758 0,45 (0,05-3,96) 0,470 

Co-pérdida BRCA2-RB1 

   Co-pérdida BRCA2-RB1 vs No 4,01 (1,42-11,34) 0,009 2,92 (1,01-8,45) 0,049 5,99 (1,63-22,08) 0,007 

MYC  

   Amplificación MYC vs No 

   Ganancia MYC vs No 

2,57 (1,06-6,25) 

1,82 (0,59-5,66) 

0,037 

0,299 

2,21 (0,85-5,73) 

2,21 (0,73-6,73) 

0,102 

0,162 

1,91 (0,61-5,95) 

1,95 (0,48-7,87) 

0,263 

0,351 

PTEN 

  Deleción homocigota PTEN vs no 1,03 (0,51-2,07) 0,930 1,07 (0,51-2,23) 0,858 1,95 (0,48-2,72) 0,769 

Edad al diagnóstico 

   >65 vs ≤65 años 0,87 (0,45-1,68) 0,684 0,99 (0,95-1,03) 0,642 0,58 (0,12-2,87) 0,506 

PSA al diagnóstico 

   Superior vs inferior a la mediana 1,46 (0,65-3,26) 0,355 2,72 (1,16-6,35) 0,021 2,19 (0,85-5,65) 0,103 

Gleason Score 

   Grupo ≥4 vs ≤3 6,00 (2,21-16,27) <0,001 4,51 (1,72-11,83) 0,002 5,96 (2,34-15,17) <0,001 

N1 al diagnóstico 

   Sí vs No 0,96 (0,30-3,10) 0,952 0,84 (0,25-2,75) 0,767 2,63 (1,11-6,26) 0,029 

Estadio local (T) 

   T3/T4 vs T1/T2 0,99 (0,44-2,22) 0,977 1,00 (1,44-2,25) 0,994 3,01 (1,33-6,82) 0,008 

M1 al diagnóstico 

   Sí vs No 12,3 (4,06-37,67) <0,001 9,38 (3,31-26,57) <0,001 -- -- 

2 pacientes excluidos del análisis multivariable por falta de datos (n=198) 

*En pacientes no metastásicos (n=151) 

 

 

Dado que la co-deleción de BRCA2-RB1 y la amplificación de MYC estaban 

asociadas a una menor SCE, se llevó a cabo un análisis para valorar el impacto clínico 

que podían tener estos eventos somáticos en los pacientes portadores de gBRCA2. En los 

pacientes con mutaciones germinales en BRCA2, la presencia de la co-deleción somática 

de BRCA2-RB1 (6,3 vs 11,3 años, p=0,041) o la amplificación de MYC (6,0 vs 13,4 años, 

p<0,001) se asociaron con una menor supervivencia causa-específica (figura 23; A y B). 

De igual manera, en pacientes no portadores, la pérdida conjunta de BRCA2-RB1 (8 años 

vs mediana no alcanzada, p<0,001) y la amplificación de MYC (2,6 años vs mediana no 

alcanzada, p<0,001) estaban asociadas de forma significativa a una SCE más corta (figura 

23; C y D).  
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Previamente, se ha observado en modelos preclínicos que la co-deleción somática 

de BRCA2-RB1 está asociada a una mayor inestabilidad genómica230. PROREPAIR-A, 

ha demostrado, por primera vez, que la co-pérdida somática de BRCA2-RB1 tiene un 

impacto clínico negativo, ya que se correlaciona con una menor supervivencia causa-

específica, una menor supervivencia libre de metástasis y un tiempo hasta la resistencia 

a la castración más corto. Además, la presencia o ausencia de estos eventos a nivel 

somático modifica el pronóstico de los portadores de mutaciones gBRCA2. En nuestro 

estudio, la mediana de SCE de los pacientes con mutaciones gBRCA2 es de 9,1 años, 

mientras que en aquellos pacientes que no presentan co-deleción somática BRCA2-RB1 

o amplificación de MYC, las medianas de SCE son más prolongadas, de 11,3 y 13,4 años, 

respectivamente. De igual manera, la mediana de SCE en no portadores es de 17,6 años, 

pero se vacorta significativamente en aquellos pacientes que presentan la co-deleción 

BRCA2-RB1 (8 años) o amplificación de MYC (2,6 años). Es importante destacar, a la 

hora de interpretar estos resultados, que tanto la amplificación de MYC como la co-

delección de BRCA2-RB1 fueron vénetos mucho más frecuentes en pacientes con 

enfermedad metastásica de novo (figura 21).  

 

En cuanto a las limitaciones de nuestro estudio, es importante mencionar que no 

se han analizado otras alteraciones en los genes implicados que podrían resultar en una 

pérdida de función. Además, sería necesario evaluar la inestabilidad genómica global para 

un análisis más preciso de las correlaciones entre los diferentes eventos genómicos.  Se 

requieren más estudios para comprender cómo otros eventos tumorales, como las 

mutaciones en TP53231 o los patrones de metilación128, pueden afectar al pronóstico de 

los portadores de mutaciones germinales BRCA2. 

 

En conclusión, los tumores de pacientes portadores de mutaciones germinales en 

BRCA2 presentan un mayor porcentaje de alteraciones somáticas, como la co-delección 

somática de BRCA2-RB1 y la amplificación de MYC, lo cual implica un comportamiento 

clínico más agresivo. La presencia o ausencia de estas alteraciones somáticas modifica el 

pronóstico tanto de los pacientes portadores gBRCA2 como de los no portadores. Por 

tanto, es crucial integrar el análisis germinal y somático para determinar el pronóstico de 

los pacientes con cáncer de próstata.  
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Figura 23: Supervivencia causa-específica (SCE) desde el diagnóstico de cáncer de próstata 

en pacientes portadores gBRCA2 y no portadores en función de la co-deleción somática 

BRCA2-RB1 y amplificación de MYC. Curvas de Kaplan-Meier para la SCE en A) gBRCA2 

con y sin co-deleción somática BRCA2-RB1; B) gBRCA2 con y sin amplificación de MYC; C) no 

portadores con y sin co-deleción somática BRCA2-RB1 y D) no portadores con y sin amplificación 

de MYC.  

  

Nº sujetos en riesgo

gBRCA2

gBRCA2 + 
co-del BRCA2-RB1 

Grupo

gBRCA2

gBRCA2 + co-del BRCA2-RB1 

Mediana SCE (IC 95%)

11,3 años (7,2 - 15,4)

6,3 años (2,1 - 10,6)

Log-rank test, p=0,041

Nº sujetos en riesgo

gBRCA2

gBRCA2 + 
amplificación MYC

Mediana SCE (IC 95%)Grupo

gBRCA2

gBRCA2 + amplif MYC 

13,4 años (10,0 - 16,8)

6,3 años (4,1 - 7,9)

Log-rank test, p<0,001

Mediana SCE (IC 95%)Grupo

No – gBRCA2

No – gBRCA2 + co-del BRCA2-RB1 

NA (-- --)

8,0 años (2,7 - 13,3)

Log-rank test, p<0,001

Nº sujetos en riesgo

No – gBRCA2

No – gBRCA2 + 
co-del BRCA2-RB1 

Nº sujetos en riesgo

No – gBRCA2

No – gBRCA2 + 
amplificación MYC

Mediana SCE (IC 95%)Grupo

No – gBRCA2

No – gBRCA2 + amplif MYC 

NA  (-- --)

2,6 años (0,0 - 6,3)

Log-rank test, p<0,001

A B

C D
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3 Association between BRCA2 alterations and intraductal and cribriform 

histologies in prostate cancer. 

 

Relacionado con el objetivo 5 

 

5. Describir las características histopatológicas asociadas a la presencia de mutaciones 

germinales en BRCA2.   

 

 

La identificación de pacientes portadores de mutaciones germinales en BRCA2 es 

relevante no solamente para el manejo terapéutico, sino también para la prevención y el 

diagnóstico precoz de tumores en familiares que puedan heredar la mutación y, en 

consecuencia, presentar mayor riesgo de desarrollar cáncer. Aunque la realización de 

pruebas genéticas de forma universal identificaría a la gran mayoría de portadores de 

mutaciones gBRCA2, los recursos necesarios para ello hacen que sea un enfoque inviable 

para los sistemas sanitarios. Por lo tanto, es necesario identificar características 

histológicas o clínicas asociadas a gBRCA2 para optimizar los algoritmos de análisis en 

línea germinal.  

 

Los patrones histológicos intraductal (IDC) y cribiforme (CRIB) se han asociado 

con la presencia de mutaciones gBRCA2 en series retrospectivas de pocos pacientes38–40, 

lo cual ha llevado a la recomendación de realizar análisis genético germinal en todos los 

pacientes con patrón IDC o CRIB 41,148, independientemente de la historia familiar de 

cáncer. Por ello, y para ampliar la evidencia al respecto, se ha llevado a cabo un estudio 

prospectivo de casos y controles en el cual se incluyeron pacientes previamente testados 

para mutaciones germinales en BRCA2. Los casos fueron pacientes con presencia de 

mutaciones germinales en BRCA2 incluidos en el estudio PROREPAIR-A. Estos casos 

fueron emparejados en una proporción 2:1 con “controles” (no portadores) en base al 

grupo de Gleason (grupo Gleason ≤3 vs grupo Gleason ≥4) y el tipo de tejido tumoral 

(prostatectomía vs biopsia). Los controles procedían de los estudios PROREPAIR-B y 

PROREPAIR-C, en los cuales se incluyeron pacientes con cáncer de próstata resistente a 

la castración y cáncer de próstata localizado, respectivamente. Los controles, como se ha 
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comentado previamente, debían ser pacientes sin alteraciones germinales en BRCA2 u 

otros genes relacionados con la reparación del ADN.  

 

El objetivo principal del estudio fue analizar la asociación entre gBRCA2 y la 

presencia de patrones histológicos de IDC y/o CRIB. La presencia de estos dos patrones 

fue evaluada por dos patólogos expertos “ciegos” para los “casos” y los “controles”. Se 

llevaron a cabo análisis moleculares mediante hibridación in situ fluorescente (FISH), 

secuenciación de nueva generación (NGS) e hibridación genómica comparativa (CGHa) 

para analizar alteraciones somáticas en BRCA2, pérdidas de PTEN o fusiones de 

TMPRSS2-ERG.  

 

NOTA: La metodología empleada se explica de forma más detallada en el apartado de 

material y métodos.  

 

Se incluyeron un total de 174 tumores primarios de próstata, de los cuales, 58 eran 

portadores de mutaciones germinales en BRCA2 (casos) y 116 no portadores (controles). 

La gran mayoría de los tumores analizados fueron prostatectomías radicales (78%) y el 

51,7% de las muestras pertenecían al grupo 4 de Gleason (factores de emparejamiento). 

Los pacientes portadores de mutaciones gBRCA2 eran ligeramente más jóvenes al 

diagnóstico que los no portadores (61,3 vs 63,9 años, p=0,004). Los tumores localmente 

avanzados (T3/T4) fueron más frecuentes en los gBRCA2 en comparación con los no 

portadores (31% vs 10,3%, p<0,001). La presencia de metástasis ganglionares (12,1% vs 

4,3%, p=0,057) y a distancia (24,1% vs 16,4%, p=0,218) en el momento del diagnóstico 

fueron más frecuentes en los gBRCA2, pero sin alcanzar la significación estadística. No 

se observaron otras diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (tabla 

17).  

 

Tras la revisión histopatológica independiente, no se encontraron asociaciones 

significativas entre las mutaciones gBRCA2 y la presencia de patrones IDC o CRIB (tabla 

17). La morfología IDC se identificó en un 36,2% de los casos gBRCA2 y en un 50% de 

los controles (p=0,085), mientras que la presencia de patrón CRIB se observó en el 53,4% 

y el 43,1% de los casos y controles, respectivamente (p=0,197). Cuando se analizaron de 

forma conjunta, la morfología IDC y/o CRIB se documentó en un 56,6% de los portadores 

frente a un 62,1% de los no portadores (p=0.660).  
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Debido a que previamente se había asociado la presencia de ≥30% de patrón 

IDC/CRIB con una mayor inestabilidad genómica29, se exploró el valor de diferentes 

porcentajes de IDC/CRIB como puntos de corte para predecir la presencia de mutaciones 

gBRCA2. El área bajo la curva ROC (AUC) resultante fue de 52,4% (IC95% 43,0%-

61,9%; p=0,604).  

 

Algunas publicaciones han sugerido una correlación controvertida entre la 

ubicación de las mutaciones germinales en BRCA2 y el fenotipo en los tumores de mama 

y ovario232. Sin embargo, en nuestra serie no hemos identificado ninguna asociación entre 

el tipo de mutación (nonsense, frameshift, missense) o su posición en el gen BRCA2 y la 

presencia de IDC o CRIB. Es importante destacar que ninguno de los tres tumores 

portadores de la variante patogénica missense c.8167G>C (p.D2723H) presentaba 

patrones IDC, CRIB o pérdida somática de BRCA2.  
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Tabla 17: Características de los pacientes y tumores  

  
gBRCA2 No portadores 

P valor 
n=58 N=116 

Edad al diagnóstico        

Mediana, años (rango) 61,3 (43,9-77,3) 63,9 (44,7-82,7) 0,004 

PSA al diagnóstico       

Mediana, ng/mL (rango) 12,1 (1,5-198) 9,3 (0,5-3380) 0,236 

Grupo Grado de Gleason*       

  1/2/3 9 (48,3%) 56 (48,3%) 1 

  ≥4 30 (51,7%) 60 (51,7%)   

Estadio local (T)       

  T1 3 (5,2%) 28 (24,1%) <0,001 

  T2 37 (63,8%) 74 (63,8%)   

  T3 16 (27,6%) 12 (10,3%)   

  T4 2 (3,4%) 0   

  Desconocido 0 2 (1,7%)   

Afectación ganglionar       

  N0 51(87,9%) 111(95,7%) 0,057 

  N1 7 (12,1%) 5 (4,3%)   

Metástasis al diagnóstico       

  M0 44 (75,9%) 97 (83,6%) 0,218 

  M1 14 (24,1%) 19 (16,4%)   

Tipo de tejido tumoral*        

  Biopsia 13 (22,4%) 26 (22,4%) 1 

  Prostatectomía radical 45 (77,6%) 90 (77,6%)   

Histología intraductal       

  Si 21 (36,2%) 58 (50%) 0,085 

  No 37 (63,8%) 58 (50%)   

Patrón cribiforme       

  Si 31 (53,4%) 50 (43,1%) 0,197 

  No 27 (46,6%) 66 (56,9%)   

Alteración BRCA2 en tumor primario       

  No 0 91 (78,4%) <0,001 

  Monoalélica (LOH, gBRCA2) 24 (41,4%) 3 (2,6%)   

  Bialélica (LOH+gBRCA2 o del bialélica) 25 (43,1%) 17 (14,7%) 
  

  No resultados 9 (15,5%) 5 (4,3%) 

PTEN en tumor primario       

  PTEN + (normal/pérdida heterocigota) 32 (55%) 83 (71,6%) 0,046 

  PTEN - (pérdida homocigota)    23 (39,6%) 30 (25,9%)   

  No resultados  3 (5,2%) 3 (2,5%)   

La distribución en porcentaje de cada variable incluye a los pacientes con datos desconocidos, pero para 

los test estadísticos se excluyeron los pacientes con datos perdidos o desconocidos 
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*Gleason Score y tipo de tejido tumoral fueron variable de emparejamiento 

 

 

De forma esperable, la presencia de alteraciones en BRCA2, tanto mono-alélicas 

(49,0% vs 2,7%) como bi-alélicas (51,0% vs 15,2%, p<0,001) fue más frecuente en 

aquellos pacientes portadores de mutaciones gBRCA2 que en los no portadores. La 

pérdida de PTEN fue también más frecuente en los casos que en los controles (41,8% vs 

26,5%, p=0,046), sin embargo, la prevalencia del reordenamiento de TMPRSS2-ERG fue 

similar en ambos grupos (54,9% vs 52,5%, p=0,820).  

 

Las histologías IDC y CRIB estuvieron presentes en el 45,5% (n=79) y el 46,6% 

(n=81) de todas las muestras analizadas, respectivamente, sin encontrarse diferencias 

significativas en cuanto al tipo de tejido tumoral (biopsia vs prostatectomía). La 

morfología IDC fue más frecuente en los tumores con grupo 4 de Gleason en comparación 

con los grupos 1-3 de Gleason (p=0,013). Las alteraciones somáticas bi-alélicas en 

BRCA2 fueron significativamente más frecuentes en los tumores con morfología IDC que 

en los que no presentaban este patrón (42,7% vs 11,8%, p<0,001). La pérdida de PTEN 

estaba presente en casi la mitad de los casos con morfología IDC (48,7%) en comparación 

con el 17,4% de los tumores sin esta histología (p<0,001). En conjunto, la odds ratio (OR) 

para la presencia de morfología IDC fue mayor en los tumores con alteraciones bi-alélicas 

en BRCA2 (OR 5,1; IC95% 1,9-13,5), pérdida de PTEN (OR 5,1; HR95% 2,1-12,6) o la 

combinación de ambas alteraciones (OR 23,0; IC95% 4,9-107,2), en comparación con 

aquellos tumores sin ninguna de estas alteraciones. El modelo de regresión logística 

multivariable confirmó la asociación independiente de las alteraciones bi-alélicas en 

BRCA2 (p=0,031) y la pérdida de PTEN (p<0,001) con la morfología IDC. Por el 

contrario, el reordenamiento de TMPRSS2-ERG no se asoció con la presencia de este 

patrón histológico (p=0,265) (tabla 18).  

 

La morfología CRIB fue significativamente más frecuente en pacientes con 

mayores niveles de PSA al diagnóstico (p=0,005) y mayor estadio local T (p=0,005). Las 

alteraciones bi-alélicas en BRCA2 también se asociaron con una mayor probabilidad de 

presentar patrón CRIB (45,2% vs 10,3%, p<0,001). Por el contrario, la pérdida de PTEN 

o la fusión de TMPRSS2-ERG no se asociaron de manera significativa con este patrón. El 

modelo multivariable confirmó que tanto el grupo 4 de Gleason como los niveles elevados 
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de PSA al diagnóstico y las alteraciones bi-alélicas de BRCA2 fueron factores 

independientes asociados a la presencia de patrón CRIB (tabla 18).  

 
Tabla 18: Análisis de regresión logística multivariable 

  

IDC 

p-valor 

CRIB 

p-valor 

IDC/CRIB 

p-valor Análisis MV Análisis MV Análisis MV 

OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Mutación gBRCA2             

Sí vs No 0,4 (0,1-1,9) 0,248 1,2 (0,3-4,7) 0,819 1,6 (0,3-7,8) 0,586 

Tejido tumoral             

Prostatectomía vs Biopsia 2,3 (0,9-6,0) 0,099 1,8 (0,7-4,2) 0,194 1,7 (0,7-4,1) 0,226 

Grupo Grado Gleason             

³4 vs 1-3 1,9 (1,1-4,9) 0,136 2,9 (1,3-6,3) 0,009 2,2 (1,0-4,8) 0,058 

Estadio local (T)             

T2 vs T1 2,5 (0,9-7,2) 0,091 1,5 (0,6-4,2) 0,403 2 (0,8-5,3) 0,158 

T3-4 vs T1 2,3 (0,6-9,2) 0,224 3,1 (0,8-11,4) 0,087 2,9(0,8-10,7) 0,12 

Edad al diagnóstico             

>65 vs ≤65 años 0,6 (0,3-1,3) 0,192 0,7 (0,3-1,4) 0,297 0,7 (0,3-1,5) 0,326 

Mediana PSA           

>mediana vs ≤mediana 0,739 (0,3-1,9) 0,525 4,1 (1,6-10,5) 0,004 2,5 (1,1-6,0) 0,038 

Alteración BRCA2             

Mono-alélica vs normal 0,2 (0-1,5) 0,128 0,9 (0,2-4,6) 0,916 0,5 (0,1-2,8) 0,429 

Bi-alélica vs normal 4,3 (1,1-16,2) 0,031 5,6 (1,7-19,3) 0,006 4,6 (1,1-19,6) 0,041 

PTEN tumor primario           

Pérdida homocigota vs no 5,2 (2,1-13,1) <0,001 0,8 (0,3-1,8) 0,566 2,4 (1,0-5,8) 0,059 

Abreviaturas: OR – Odds ratio; IDC – Intraductal; CRIB – Cribiforme; IC – Intervalo de confianza 

 

 

En los últimos años se ha establecido la importancia que tienen desde el punto de 

vista clínico las histologías IDC y CRIB, ya que diferentes estudios han identificado que 

son factores pronósticos independientes de recurrencia y mortalidad25,42,233. Estos 

patrones están asociados con determinadas alteraciones genómicas, como las 

amplificaciones de 8q24 (que contiene al oncogén c-MYC) y deleciones de 8p, 6q y 13q 

(este último contiene el locus del gene BRCA2)29,234. La pérdida de PTEN también se ha 

descrito de forma frecuente asociada al patrón IDC235, mientras que las mutaciones en 

ATM y SPOP son eventos más frecuentes en tumores con histología CRIB30. La presencia 



Resumen de resultados y discusión 

117 
 

de otros genes relacionados con la reparación del ADN, más allá de BRCA2, también se 

ha correlacionado con la histología IDC.  

 

En una serie de 150 pacientes con cáncer de próstata, incluyendo 21 portadores de 

alteraciones en genes relacionados con la reparación del ADN en línea germinal (9 

BRCA2, 3 ATM, 3 CHEK2, 2 BRCA1, 1 CDH1, 1 MSH6, 1 NBN, 1 PALB2), la mitad de 

ellos (48%) presentaron histologías IDC o ductal, en comparación con solo el 12% de los 

o portadores (p<0,003)39. Sin embargo, cabe destacar que en este estudio, la presencia de 

mutaciones germinales ya se conocía de forma previa a la revisión del patrón IDC, lo cual 

pudo suponer un sesgo de selección. En otro estudio, 2 de los 13 (23%) tumores de 

próstata con defectos en genes de la vía MMR tenían histologías ductales o IDC, en 

comparación con 14 de los 114 (12%) de los tumores de no portadores40. La validación 

de estos hallazgos en estudios más amplios es fundamental para apoyar la recomendación 

de realizar cribado de mutaciones germinales a todos los pacientes con cáncer de próstata 

con estas histologías.  

 

El patrón IDC se define como una proliferación neoplásica epitelial que llena los 

conductos glandulares o acinares, con la preservación total o parcial de la capa de células 

basales. A menudo se asocia a un componente adyacente o invasivo de patrón CRIB, lo 

que puede ocasionar que la presencia de la morfología IDC pase desapercibida si no se 

realiza una tinción específica de las células basales32. De hecho, existen estudios sobre el 

impacto clínico de estas alteraciones en los cuales no se hace una distinción clara entre 

ellas 37.  

En nuestra serie, hemos analizado los patrones IDC y CRIB de forma 

independiente, pero teniendo en cuenta que en determinados casos no es factible 

distinguir entre ambas entidades, también hemos estudiado la asociación entre las 

alteraciones germinales y/o somáticas en BRCA2 con la presencia de IDC y/o CRIB. 

Ninguna de estas histologías, ya sea por separado o en conjunto, se correlacionó con las 

mutaciones germinales en BRCA2. Sin embargo, las tres entidades (IDC, CRIB e IDC y/o 

CRIB) se asociaron de manera independiente con la pérdida bi-alélica de BRCA2, 

independientemente del origen somático o germinal de las alteraciones.  

 

La pérdida bi-alélica de BRCA2 suele ser un evento temprano en los tumores de 

próstata145,236, y esta pérdida completa de la función de BRCA2 podría tener el potencial 
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de afectar a la morfología del tumor. Sin embargo, los tumores con una mutación 

patogénica en BRCA2 con el segundo alelo intacto conservan parte de la función de la 

proteína BRCA2, lo cual podría prevenir en cierta manera la aparición de patrones IDC 

y/o CRIB.  

 

La elevada prevalencia de alteraciones bi-alélicas en BRCA2 descrita hasta en un 

70% de los tumores de próstata de pacientes portadores de mutaciones gBRCA2145,224, 

puede haber actuado como factor de confusión en estudios previos en los cuales se ha 

observado una asociación entre el patrón IDC y las mutaciones gBRCA2. Esto se debe a 

que ninguno de estos estudios tuvo en cuenta los eventos somáticos en BRCA2 38,39,128. 

Risbridger et al 38 observaron por primera vez una mayor incidencia de IDC en 

xenoinjertos derivados de pacientes portadores de mutaciones gBRCA2. Una revisión 

histopatológica retrospectiva identificó la presencia de patrón IDC en el 42% de 33 

tumores de pacientes portadores de mutaciones gBRCA2, en comparación en el 9% de 32 

tumores no portadores38. En el análisis univariante, los pacientes gBRCA2 con histología 

IDC tuvieron una menor supervivencia global en comparación con los portadores sin 

IDC.  

En otro estudio, el análisis genómico de 14 tumores de portadores de mutaciones 

gBRCA2 reveló la presencia de diferentes perfiles genómicos y epigenéticos en los 8 

casos con histología IDC128, incluyendo amplificaciones de MED12L/MED12. Estas 

alteraciones se han asociado con mayor agresividad clínica en cáncer de próstata128 y 

podrían sustentar la base de que la presencia de IDC tiene un impacto clínico negativo en 

pacientes portadores de mutaciones gBRCA2. Sin embargo, esta hipótesis no ha sido 

validada, ya que ninguno de los estudios más amplios sobre el papel de las mutaciones 

germinales de BRCA2 en cáncer de próstata ha tenido en cuenta los subtipos histológicos.  

 

Aunque uno de los puntos fuertes de este análisis es que los patólogos desconocían 

la presencia de mutaciones germinales al clasificar los tumores con histologías IDC y/o 

CRIB, existen algunas limitaciones en el estudio. En primer lugar, el diseño nos ha 

permitido establecer la prevalencia de los patrones IDC y CRIB en los tumores de 

pacientes portadores de mutaciones gBRCA2, pero no se ha podido determinar con 

precisión la verdadera prevalencia de las alteraciones gBRCA2 en estas dos histologías. 

En segundo lugar, en dos tercios de los pacientes no fue posible analizar las mutaciones 

somáticas en BRCA2 que potencialmente podrían causar la pérdida de función de la 
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proteína (mutaciones puntuales o indels). Por lo tanto, es probable que el número de 

tumores con alteraciones somáticas en BRCA2 en nuestra serie sea mayor, especialmente 

en los portadores de mutaciones gBRCA2. Sin embargo, es importante resaltar que la gran 

mayoría de las alteraciones somáticas son deleciones, que son detectadas tanto por FISH 

como por NGS. Por consiguiente, y a modo de conclusión, la asociación entre las 

histologías IDC y CRIB y las alteraciones bi-alélicas de BRCA2 deber considerarse como 

una hipótesis pendiente de confirmación.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resumen de resultados y discusión 

120 
 

  



 

 

 
 

CONCLUSIONES 
  



Conclusiones 

122 
 

  



Conclusiones 

123 
 

 
CONCLUSIONES 

 

El análisis de los tres estudios publicados que componen esta tesis doctoral nos ha 

permitido formular las siguientes conclusiones:  

 

 

1. PROREPAIR-B es el primer estudio diseñado para analizar la prevalencia de 

mutaciones germinales en genes relacionados con la reparación del ADN en 

población de origen mediterráneo. En este trabajo hemos confirmado que BRCA2 

es el gen más frecuentemente alterado en una población no seleccionada de 

pacientes con cáncer de próstata resistente a la castración metastásico.  

 

2. La presencia de mutaciones a nivel germinal en BRCA2 es un factor de mal 

pronóstico independiente en pacientes con cáncer de próstata resistente a la 

castración metastásico. Además, su impacto podría estar condicionado por el tipo 

de tratamiento recibido en primera línea (taxanos versus inhibidores de la 

señalización del receptor de andrógenos). Estos hallazgos sugieren que las 

mutaciones germinales en BRCA2 podrían ser el primer biomarcador para 

seleccionar el tratamiento en pacientes con CPRCm. 

 

3. El estudio PROREPAIR-A ha demostrado que los tumores de pacientes 

portadores de mutaciones germinales en BRCA2 presentan una mayor prevalencia 

de alteraciones somáticas en comparación con los tumores de pacientes no 

portadores. Entre las alteraciones más comunes en esta población destacan la co-

deleción de BRCA2-RB1 (41%) y la amplificación de MYC (53%).  

 

4. La co-deleción BRCA2-RB1 y la amplificación de MYC representan eventos 

somáticos que se asocian con un comportamiento clínico más agresivo en 

pacientes portadores de alteraciones germinales en BRCA2 (gBRCA2) en 

comparación con aquellos gBRCA2 que no presentan dichas alteraciones. Ambos 

eventos se relacionan de manera independiente con una menor supervivencia 

causa-específica. 
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5. En nuestro estudio, que incluyó casos (portadores de mutaciones germinales en 

BRCA2) y controles (no portadores), no encontramos una asociación clara entre 

las mutaciones germinales en BRCA2 y la presencia de patrones intraductal o 

cribiforme, a menos que se acompañen de otros eventos genómicos. Observamos 

que la presencia de alteraciones bialélicas en BRCA2 y la pérdida homocigota de 

PTEN se relacionaron de manera independiente con la histología intraductal. Del 

mismo modo, el patrón cribiforme se asoció también de forma independiente con 

la presencia de alteraciones bialélicas en BRCA2.  
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abstract

PURPOSE Germline mutations in DNA damage repair (DDR) genes are identified in a significant proportion of
patients with metastatic prostate cancer, but the clinical implications of these genes remain unclear. This
prospective multicenter cohort study evaluated the prevalence and effect of germline DDR (gDDR) mutations on
metastatic castration-resistance prostate cancer (mCRPC) outcomes.

PATIENTS ANDMETHODSUnselected patients were enrolled at diagnosis of mCRPC and were screened for gDDR
mutations in 107 genes. The primary aim was to assess the impact of ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 germline
mutations on cause-specific survival (CSS) from diagnosis of mCRPC. Secondary aims included the association
of gDDR subgroups with response outcomes for mCRPC treatments. Combined progression-free survival from
the first systemic therapy (PFS) until progression on the second systemic therapy (PFS2) was also explored.

RESULTS We identified 68 carriers (16.2%) of 419 eligible patients, including 14 with BRCA2, eight with ATM,
four with BRCA1, and none with PALB2 mutations. The study did not reach its primary end point, because the
difference in CSS between ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 carriers and noncarriers was not statistically significant
(23.3 v 33.2 months; P = .264). CSS was halved in germlineBRCA2 (gBRCA2) carriers (17.4 v 33.2months; P =
.027), and gBRCA2 mutations were identified as an independent prognostic factor for CCS (hazard ratio [HR],
2.11; P = .033). Significant interactions between gBRCA2 status and treatment type (androgen signaling
inhibitor v taxane therapy) were observed (CSS adjusted P = .014; PFS2 adjusted P = .005). CSS (24.0 v
17.0months) and PFS2 (18.9 v 8.6months) were greater in gBRCA2 carriers treated in first line with abiraterone
or enzalutamide compared with taxanes. Clinical outcomes did not differ by treatment type in noncarriers.

CONCLUSION gBRCA2 mutations have a deleterious impact on mCRPC outcomes that may be affected by the
first line of treatment used. Determination of gBRCA2 status may be of assistance for the selection of the initial
treatment in mCRPC. Nonetheless, confirmatory studies are required before these results can support a change
in clinical practice.

J Clin Oncol 37:490-503. © 2019 by American Society of Clinical Oncology

INTRODUCTION

Inherited mutations in several genes involved in DNA
damage repair (DDR) have been reported to pre-
dispose men to prostate cancer1-4; these include
mutations inBRCA2, the genetic event that confers the
greatest risk of the disease.5 Recent next-generation
sequencing studies have revealed that germline del-
eterious mutations in DDR genes are present in 8% to
12% of patients with metastatic prostate cancer.6-8 In a
retrospective multi-institutional pooled analysis by

Pritchard et al,7 the most frequently mutated genes
were BRCA2 (5.3%), CHEK2 (2%), ATM (1.6%), and
BRCA1 (0.9%). Mutations in the other 16 genes an-
alyzed accounted for less than 0.5% of cases. A
prevalence of 12% is significantly higher than that
reported in localized prostate cancer (5%) or in the
general population (3%),7,9 which suggests an asso-
ciation with aggressive disease. In fact, germline
mutations in BRCA2 seem to be an independent poor
prognostic factor for localized disease associated with
shorter metastasis-free survival and cause-specific
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survival (CSS).10,11 On the basis of this evidence, updated
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) guide-
lines now recommend germline BRCA1/BRCA2 testing in
all patients with metastatic prostate cancer.12 The prog-
nostic implications of non-BRCA2DDR defects are less well
established. Nonetheless, both germline and somatic DDR
defects have been identified as potential predictive bio-
markers for platinum-based chemotherapy and poly-ADP
ribose polymerase (PARP) inhibitors.13-15 Despite promising
results with these drugs, resistance eventually occurs,16,17

and the data about the impact of DDR defects on the re-
sponse to currently approved therapies for metastatic
castration resistant prostate cancer (mCRPC) are limited
and conflicting.8,18-23

As a result of the recommendation for germline screening
and the implementation of sequencing panels in clinical
practice to seek actionable genetic aberrations, the number
of patients with germline DNA repair defects is likely to
increase in the near future, so there is a pressing need for a
better understanding of the implications of DDR defects on
the prognosis and treatment of patients with mCRPC.

PATIENTS AND METHODS

Study Design and Patients

PROREPAIR-B (ClinicalTrials.gov identifier: NCT03075735)
is a multicenter prospective cohort study that involved 38
sites (Appendix, online only). Its primary aim was to as-
sess the impact of BRCA1, BRCA2, ATM, and PALB2
germline mutations on CSS from diagnosis of mCRPC
and to estimate the prevalence of germline DDR muta-
tions (gDDR) in this population. Secondary end points
included the analysis of the impact of gDDR mutations
according to three groups—ATM/BRCA1/BRAC2/PALB2;
BRCA2 only; and all gDDR carriers—on CSS, time to
PSA progression (TTPP), progression-free survival (PFS),
prostate-specific antigen (PSA), and radiographic re-
sponse rates according to treatment line and by treatment
type (androgen signaling inhibitor [ASI] or taxane). The
study was granted approval by the Spanish regulatory
authorities and by local institutional review boards at the
participating sites.

Patients with histologically confirmed prostate cancer and
unknown mutational status were enrolled at the time of
metastatic castration-resistant diagnosis and observed until
death. Patients had to be eligible to start a firstline treatment
with a survival-prolonging therapy (SPT) within 6 months of
castration resistance. The Appendix (online only) provides
a complete list of inclusion and exclusion criteria. All pa-
tients provided informed consent at study entry.

Study Procedures

A baseline imaging (computed tomography [CT]/magnetic
resonance imaging, and bone scan) evaluation within
6 weeks and a complete full blood count and biochemistry,
including PSA and testosterone within 2 weeks of study

entry, were required. A 5-mL blood sample was drawn at
study entry for germline DNA extraction. All treatments
were at the discretion of the treating physicians and were
not dictated by the study. Responses and progression were
evaluated according to the Prostate Cancer Clinical Trials
Working Group 2 (PCWG2)24 or defined by protocol
(Appendix).

Germline Variants Analyses

Sequencing libraries were generated from germline DNA
using a custom NimbleGen SeqCap XL Target Enrichment
(Roche, Pleasanton, CA) panel and read using an Illumina
NexSEquation 500 platform (Illumina, San Diego, CA). On
average 2 to 3 million 100-bp reads with a mean coverage
of greater than3150 for each sample were obtained. Then,
sequencing files were processed according to the best
practices proposed by the Genome Analysis Toolkit (GATK)
and then filtered and annotated using ANNOVAR25 and
ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) records. A
review panel blinded to patient information classified
pathogenic variants using ClinVar annotations and the
guidelines of the American College of Medical Genetics and
Genomics.26 The Exome Aggregation Consortium (ExAC)27

noncancer data (n = 53,105) and CIBERER Spanish
Variant Server (CSVS; http://csvs.babelomics.org/; n =
1,551) populations were filtered and reviewed using the
same criteria to establish the frequency of pathogenic
variants in the noncancer population for the analyzed DDR
genes in the study. All variants identified as pathogenic
were validated using multicapillary electrophoresis, poly-
merase chain reaction, Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA), and/or the BROCA panel
(University of Washington Laboratory of Medicine, Seattle,
WA; http://tests.labmed.washington.edu/BROCA).

Sample Size Calculation and Statistical Analyses

The study statistical design was based on PROREPAIR-B
primary endpoint, which was based on our previous report
of the association of BRCA1 and BRCA2 mutations with
higher metastatic spread and shorter CSS.10 Sample size
was calculated using the method proposed by Rubinstein
et al28 and assumed a prevalence of germline mutations in
ATM, BRCA1, BRCA2, and PALB2 of 5% or greater in
patients with mCRPC; a median CSS of 30 months in the
noncarriers group, and a hazard ratio (HR) for CSS from
mCRPC of 3.0 or greater in ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2
carriers versus noncarriers. To demonstrate our hypothesis,
with an a of .05 and a b of .20, the study required en-
rollment of at least 408 patients to observe 171 or more
prostate cancer–related deaths over an enrollment period
of 30 months and a minimum follow-up of 8 months.

Response rates, including PSA decline of 50% or greater
(PSA50) and objective radiographic responses (ORRs), in
addition to time-to-event end points (ie, CSS, TTPP, and
PFS) were defined by protocol or PCWG224 criteria (Ap-
pendix). All times to events were assessed by means of the
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Kaplan-Meier method, and the survival curves were
compared using a log-rank test. Univariable and multi-
variable HRs were calculated using Cox proportional
hazards models. All P values were two sided. Statistical
Package for the Social Sciences for Windows version 19
(SPSS, Chicago, IL) and R version 3.3.3 programs were
used for the statistical analysis. Data collection cutoff for
these analyses was October 31, 2017, when the median
follow-up from mCRPC was 40 months and 253 prostate
cancer–related deaths had occurred.

RESULTS

Between January 2013 and April 2016, 419 eligible pa-
tients from 38 institutions were included (Fig 1). Of them,
98% were white with Spanish ancestry. At prostate cancer
diagnosis median age of participants was 66.2 years (range
40.8 to 92.1) and half of them (48.2%) already had
metastatic disease. (Table 1).

Germline DNA-Repair Gene Mutations and Familial
Cancer History

Twenty-six patients (6.2%) carried a deleterious germline
mutation in BRCA2 (n = 14), ATM (n = 8), or BRCA1 (n =
4). No mutations in PALB2 were identified. When all 107
DDR genes screened were considered (Fig 2A), 16.2% of
patients harbored a pathogenic or likely pathogenic mu-
tation (Fig 2B; Appendix Table A2, online only; Fig A1).

The prevalence of ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 mutations
was significantly higher in mCRPC than in CSVS (6.2% v
0.7%; P , .001) and ExAC (6.2% v 0.9%; P , .001)
populations. The odds ratios (ORs) for carrier status in
mCRPC compared with Spanish and global noncancer
populations were substantially increased for several DDR
genes (Fig 2C; Appendix Table A2), including ATM,
BRCA1, BRCA2, and MRE11A. The ORs for germline
mutations in DDR genes in mCRPC compared with ExAC
and CSVS were 1.4 (95% CI, 1.1 to 1.8; P = .021) and 3.2
(95% CI, 2.3 to 4.5; P , .001), respectively.

At study entry, 96 patients (22.9%) reported a family history
of cancer that was significantly more common in gDDR
carriers than in noncarriers (60.3% v 16.0%; P , .001;
Appendix Fig A2, online only). Of all carriers, those with
BRCA2mutations had the greatest association with a family
history of cancer (85.7% v 20.7%; P , .001). Breast and
ovarian were the most frequent tumor types among the
relatives of gDDR-carrier patients (28.0%). Thirty-nine
patients reported a first- or second-degree relative with
prostate cancer (17.6% of gDDR carriers v 7.7% of non-
carriers; P = .019).

Characteristics of Carriers and Noncarriers at Diagnosis
of mCRPC

The median time from the initiation of continuous
androgen-deprivation therapy for recurrent or metastatic
disease to castration resistance was significantly shorter for

Did not meet inclusion criteria
Other reasons

(n = 128)
(n = 1)

Sequencing technical failures
Consent withdrawal

(n = 2)
(n = 1)

DDR germline mutation carriers
  ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 carriers
  BRCA2 carriers

(n = 68)
(n = 26)
(n = 14)

Non-mutation carriers
(n = 351)

Patients consented and screened
for germline mutations

(n = 422) 

Patients included
(n = 419)

Assessed for eligibility
(N = 551)

FIG 1. Diagram to illustrate the par-
ticipants’ flow in the PROREPAIR-B
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT03075735)
study. DDR, DNA damage repair.
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APEX1 DDB1 FAM175B GTF2H3 MSH4 PARP2 RAD51D XAB2

APEX2 DMC1 FANCA GTF2H4 MSH5 PARP3 RAD52 XPA

APLF EME1 FANCB GTF2H5 MSH6 PMS1 RAD54B XPC

ATM EME2 FANCC KIAA0415 MUS81 PMS2 RAD54L XRCC1

ATR EPCAM FANCD2 LIG4 MUTYH PNKP RBBP8 XRCC2

BARD1 ERCC1 FANCE MBD4 NBN PRKDC RPA1 XRCC3

BRCA1 ERCC2 FANCF MLH1 NEIL1 RAD9A RPA2 XRCC4

BRCA2 ERCC3 FANCG MLH3 NEIL2 RAD17 RPA3 XRCC5

BRIP1 ERCC4 FANCI MMS19 NEIL3 RAD23A SLX1A XRCC6

CDK7 ERCC5 FANCL MNAT1 NHEJ1 RAD23B SLX1B
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FIG 2. Prevalence of pathogenic vari-
ants in DNA damage repair (DDR)
genes in unselected patients with
metastatic castration-resistant prostate
cancer (mCRPC). (A) Full list of the
DDR genes screened in the PRO-
REPAIR-B (ClinicalTrials.gov identifier:
NCT03075735) study. (B) Distribution
of the pathogenic/likely pathogenic
mutations identified in the study. (C)
Prevalence of deleterious germline
mutations in the DDR genes analyzed in
metastatic prostate cancer compared
with noncancer populations—the Exome
Aggregation Consortium (ExAC) and the
CIBERER Spanish Variant Server
(CSVS) populations. (*) ATM, ATR,
BAP1, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1,
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gDDR carriers than noncarriers (22.8 v 28.4 months; P =
.007), particularly for BRCA2 carriers versus noncarriers
(22.8 v 13.2 months; P = .048). Progression to mCRPC in
the ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 group was frequently
accompanied by radiographic progression (61.5%; P =
.015 v noncarriers), particularly in BRCA2 carriers (71.4%;
P = .011 v noncarriers). Other baseline characteristics at
mCRPC were similar in the carriers and noncarriers groups
(Table 1). No differences in the exposure to treatments
were observed between groups. Remarkably, only 7.4% of
carriers and 5.4% noncarriers received platinum-based
chemotherapy (P = .567). Just four patients (1.1%), all
of them noncarriers, received a PARP inhibitor in the
context of clinical trials.

CSS From mCRPC

Median CSS was 10 months shorter in ATM/BRCA1/
BRCA2/PALB2 carriers than in noncarriers (Fig 3A), yet the
difference was not significant (23.3 v 33.2 months; P =
.264; HR, 1.32; 95% CI, 0.81 to 2.17), and the study did
not meet the prespecified primary end point. Likewise,
there were no differences in CSS when all gDDR carrier
patients were analyzed (P = .646; Fig 3C). Conversely,
BRCA2 carriers showed a CSS that was approximately
halved compared with noncarriers, which reached statis-
tical significance (median, 17.4 v 33.2 months; P = .027;
HR, 2.10; 95% CI, 1.07 to 4.10; Fig 3B). The difference in
CSS was also significant when BRCA2 carriers were
compared with other non-BRCA2 gDDR carriers (median,
33.8 months; P = .048). Multivariable analyses identified
BRCA2 as an independent prognostic factor for CSS in
mCRPC (HR, 2.11; 95% CI, 1.06 to 4.18.

Outcomes From First ASI and First Taxane

At the time of data cutoff, 365 patients had received at least
one ASI, most of them as first (59.5%) or second (32.6%)
SPT. A taxane was given to 326 patients in this setting,
mostly as first SPT (60.4%), and docetaxel was the taxane
of choice for 96.3%. Overall, nonsignificant differences in
PSA50 responses, ORR, TTTP, PFS, and CSS were ob-
served between ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2, gDDR car-
rier, and noncarrier groups when treated either with the first
ASI or the first taxane. However, shorter median CSS after
the first taxane (12.8 v 23.3 months; P = .015; HR, 2.23;
95% CI, 1.13 to 4.38), but not after the first ASI (23.3 v
26.2 months; P = .215; HR, 1.63; 95% CI, 0.76 to 3.48),
was observed in BRCA2 carriers compared with non-
carriers (Table 2). The differences between these two
groups in PSA50, ORR, TTPP, and PFS were not significant
(Table 2).

Differential Effect of gDDR Carrier Status in Patients Who
Received Taxane or ASI as Firstline Treatment

We performed interaction analyses to assess whether the
impact of carrier status on CSS was influenced by the first
SPT administered. A significant interaction for CSS from
firstline treatment between BRCA2 status and treatment

type was observed in the unadjusted Cox-regression model
(P = .015), which remained significant (P = .014) in an
adjusted model that accounted for age; ECOG perfor-
mance status; PSA; time to mCRPC from androgen-
deprivation therapy initiation; and levels of lactate
dehydrogenase, alkaline phosphatase, albumin, and he-
moglobin (Fig 4). Conversely, nonsignificant interactions for
CSS were observed between ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2
(unadjusted P = .786; adjusted P = .772) or gDDR carriers
(unadjusted P = .498; adjusted P = .909) and treatment
type. Likewise, nonsignificant interactions for PSA50, ORR,
TTPP, and PFS were identified between any carrier group
and treatment type. When we analyzed the second SPT, a
significant interaction between germline BRCA2 (gBRCA2)
status and treatment was observed (unadjusted P = .006;
adjusted P = .032; Appendix Fig A3, online only).

Impact of Treatment Sequence in BRCA2 Carriers

The interactions described above suggested a worse sur-
vival for those BRCA2 carriers who received a taxane as
first-SPT and/or an ASI as second-SPT. We then conducted
a post hoc analysis to compare CSS and PFS from initiation
of the first-SPT to progression to the second-SPT or death
(PFS2) according to BRCA2 status and SPT sequence:
ASI-taxane or taxane-ASI. A total of 348 patients were
eligible for this analysis, 190 (including 7BRCA2) and 158
(including 7 BRCA2) in the ASI-taxane and taxane-ASI
sequence, respectively. Patients in the taxane-ASI group
were younger (P , .0001), with worse ECOG (P = .0023),
higher PSA (P = .0071), and elevated lactate de-
hydrogenase (P = .0002) and alkaline phosphatase (P =
.0102) than patients in the ASI-taxane group (Appendix
Table A3, online only).

We first performed unadjusted interaction analyses be-
tween BRCA2 and treatment sequence that were signifi-
cant for both CSS (P = .020) and PFS2 (P = .001). CSS and
PFS2 did not differ between BRCA2 carriers and non-
carriers treated with the ASI-taxane sequence (Figs 5A, 5C,
5E). Conversely, BRCA2 carriers treated with the taxane-
ASI sequence had significantly worse CSS (median, 28.4 v
10.7 months; P , .001; HR, 4.16; 95% CI, 1.80 to 9.62)
and PFS2 (median, 17.1 v 8.6 months; P , .001; HR,
8.16; 95% CI, 3.60 to 18.49) than noncarriers who re-
ceived the same treatment (Figs 5B, 5D, and 5F).
Subsequent Cox regression interaction analysis adjusted
for variants that differed between both treatment se-
quences and other significant prognostic factors (Ap-
pendix Table A3) were also significant for both CSS
(adjusted P = .015) and PFS2 (adjusted P = .005).
BRCA2 was identified as an independent prognostic
factor for CSS (HR, 2.95; 95% CI, 1.22 to 7.15) and PFS2
(HR, 5.50; 95% CI, 2.35 to 12.89) in patients treated with
the taxane-ASI sequence (Appendix Table A4, online
only).
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DISCUSSION

To our knowledge, PROREPAIR-B is the first prospective
study designed to assess the prevalence and impact of
gDDR mutations in the outcomes of patients with mCRPC.
It is also likely the last prospective report on the survival and
treatment responses of patients with mCRPC who have
gDDRmutations but who have not been exposed to PARPis
and platinum-based chemotherapy. Although the primary

end point of the study (CSS in ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2
carriers v noncarriers) was not met (no significant 10-
month difference), we were able to identify gBRCA2 mu-
tations as an independent prognostic factor for CSS in the
mCRPC setting. The results also suggest that treatment
sequence may be relevant for gBRCA2 carriers.

In PROREPAIR-B, we screened unselected patients with
mCRPC and identified 16.2% of them as gDDR carriers—a
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FIG 3. Cause-specific survival (CSS) from diagnosis of metastatic castration-resistant prostate cancer (mCRPC). Kaplan-Meier curves for CSS: (A) ATM/
BRCA1/BRCA2/PALB2 versus noncarriers; (B) BRCA2 versus noncarriers; (C) All germline DNA damage repair positive (gDDR+) versus noncarriers. (D)
Forest plot of univariable hazard ratios (HRs) for CSS. ALP, alkaline phosphatase; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate de-
hydrogenase; PCa, prostate cancer; PSA, prostate-specific antigen.

Journal of Clinical Oncology 497

Role of Inherited DNA Repair Defects in Advanced Prostate Cancer

Downloaded from ascopubs.org by 80.29.193.187 on April 26, 2023 from 080.029.193.187
Copyright © 2023 American Society of Clinical Oncology. All rights reserved. 



Artículos 

157 
 

 

 

TA
BL
E
2.

O
ut
co
m
es

of
Pa

tie
nt
s
by

Ca
rr
ie
r
G
ro
up

Af
te
r
Tr
ea
tm

en
tW

ith
th
e
Fi
rs
tT

ax
an

e
or

th
e
Fi
rs
tA

SI
G
iv
en

fo
r
m
CR

PC
.

Ou
tc
om

e
No

.o
fP

at
ie
nt
s

AT
M
/B
RC

A1
/B

RC
A2

/P
AL
B2

BR
CA

2
gD

DR

Ca
rr
ie
rs

No
nc
ar
rie

rs
P

Ca
rr
ie
rs

No
nc

ar
rie

rs
P

Ca
rr
ie
rs

No
nc
ar
rie

rs
P

Fi
rs
tt
ax
an

e

M
ed

ia
n
(9
5%

CI
)
CS

S,
m
on

th
s

32
6

16
.9

(1
0.
5
to

23
.2
)

23
.2

(1
9.
6
to

26
.7
)

.7
71

5
12

.8
(9
.4

to
16

.3
)

23
.2

(1
9.
6
to

26
.7
)

.0
15

2
24

.0
(2
0.
5
to

27
.5
)

26
.3

(2
3.
7
to

28
.8
)

.7
70

2

M
ed

ia
n
(9
5%

CI
)
TT

PP
,

m
on

th
s

30
8

5.
5
(0
.5

to
10

.5
)

6.
2
(5
.7

to
6.
7)

.6
11

4
5.
0
(3
.3

to
6.
7)

6.
2
(5
.8

to
6.
6)

.1
62

2
6.
1
(4
.4

to
7.
9)

6.
2
(5
.7

to
6.
7)

.8
48

6

M
ed

ia
n
(9
5%

CI
)
PF

S,
m
on

th
s

32
6

7.
8
(1
.7

to
14

.0
)

7.
4
(6
.8

to
7.
8)

.6
84

7
4.
5
(1
.5

to
7.
5)

7.
4
(6
.8

to
7.
9)

.0
87

5
7.
5
(5
.8
7
to

9.
2)

7.
3
(6
.7

to
7.
9)

.9
66

3

PS
A 5

0
re
sp
on

se
ra
te
,%

(9
5%

CI
)

29
5

52
.9

(2
9.
2
to

76
.6
)

49
.6

(4
3.
8
to

55
.6
)

.7
92

0
45

.5
(1
6.
0
to

74
.9
)

50
.0

(4
4.
2
to

55
.9
)

.7
67

0
42

.2
(2
7.
8
to

56
.7
)

51
.2

(4
5
to

57
.4
)

.2
67

8

O
R
R
ra
te
,%

(9
5%

CI
)

28
6

30
.0

(1
0.
0
to

40
.4
)

14
.7

(1
0.
4
to

18
.9
)

.1
02

6
36

.4
(7
.9

to
64

.8
)

14
.9

(1
0.
7
to

19
.1
)

.0
76

4
25

.0
(1
2.
8
to

37
.2
5)

13
.9

(9
.5

to
18

.3
)

.0
53

2

Fi
rs
tA

SI

M
ed

ia
n
(9
5%

CI
)
CS

S,
m
on

th
s

36
5

23
.3

(1
5.
4
to

31
.3
)

26
.2

(2
3.
6
to

28
.7
)

.1
30

2
23

.3
(7
.7

to
38

.9
)

26
.2

(2
3.
7
to

28
.6
)

.2
15

3
24

.0
(2
0.
5
to

27
.5
)

26
.3

(2
3.
7
to

28
.9
)

.3
54

3

M
ed

ia
n
(9
5%

CI
)
TT

PP
,

m
on

th
s

35
6

4.
6
(1
.5

to
7.
6)

7.
0
(6
.2

to
7.
7)

.1
71

0
3.
0
(2
.7

to
3.
3)

7.
0
(6
.2

to
7.
8)

.1
17

7
7.
0
(5
.7

to
8.
2)

6.
9
(6
.2

to
7.
8)

.7
65

5

M
ed

ia
n
(9
5%

CI
)
PF

S,
m
on

th
s

36
4

8.
1
(4
.7

to
11

.4
)

9.
2
(8
.1

to
10

.3
)

.5
88

7
4.
3
(1
.0

to
7.
6)

9.
2
(8
.1

to
10

.3
)

.0
63

6
8.
1
(6
.9

to
9.
3)

9.
2
(8
.1

to
10

.3
)

.5
88

7

PS
A 5

0
re
sp
on

se
ra
te
,%

(9
5%

CI
)

33
7

44
.4

(2
1.
5
to

67
.4
)

53
(4
7.
5
to

58
.5
)

.4
81

0
30

(1
.6

to
58

.4
)

53
.2

(4
7.
8
to

58
.6
)

.2
02

0
53

.8
(4
0.
3
to

67
.4
)

52
.3

(4
6.
5
to

58
.1
)

.8
35

3

O
R
R
ra
te
,%

(9
5%

CI
)

32
9

9.
5
(0

to
2.
7)

10
.1

(6
.7

to
22

.2
)

1.
00

0
16

.7
(0

to
37

.8
)

9.
8
(6
.5

to
13

.1
)

.3
43

0
11

.1
(2
.7

to
19

.5
)

9.
8
(6
.3

to
13

.3
)

.7
72

5

Ab
br
ev
ia
tio
ns
:A

SI
,a

nd
ro
ge
n
si
gn

al
in
g
in
hi
bi
to
r;
CS

S,
ca
us
e-
sp
ec
ifi
c
su
rv
iv
al
;g

D
D
R
,g

er
m
lin
e
m
ut
at
io
ns

in
th
e
10

7
D
N
A
da

m
ag
e
re
sp
on

se
an

d
re
pa

ir
ge

ne
s
st
ud

ie
d;

m
CR

PC
,m

et
as
ta
tic

ca
st
ra
tio
n-

re
si
st
an

tp
ro
st
at
e
ca
nc

er
;O

R
R
,o
bj
ec
tiv
e
ra
di
og
ra
ph

ic
re
sp
on

se
,d

efi
ne

d
as

th
e
su
m

of
pa

rti
al
re
sp
on

se
s
an

d
co

m
pl
et
e
re
sp
on

se
s
(o
bj
ec

tiv
e
re
sp
on

se
s)
ac

co
rd
in
g
to
R
EC

IS
T
ve
rs
io
n
1.
1
an

d
to
th
e
Pr
os
ta
te

Cl
in
ic
al
Tr
ia
ls
W
or
ki
ng

G
ro
up

(P
CW

G
2)
;P

FS
,p

ro
gr
es
si
on

-fr
ee

su
rv
iv
al
;P

SA
5
0
,p

ro
st
at
e-
sp
ec

ifi
c
an

tig
en

de
cl
in
e
of
50

%
or

m
or
e
fro

m
ba

se
lin
e
de

fi
ne

d
ac
co
rd
in
g
to
PC

W
G
2
cr
ite
ria

;T
TP

P,
tim

e
to
pr
os
ta
te
-

sp
ec

ifi
c
an

tig
en

pr
og
re
ss
io
n.

498 © 2019 by American Society of Clinical Oncology Volume 37, Issue 6

Castro et al

Downloaded from ascopubs.org by 80.29.193.187 on April 26, 2023 from 080.029.193.187
Copyright © 2023 American Society of Clinical Oncology. All rights reserved. 



Artículos 

158 
 

 

 

significantly higher prevalence than that in noncancer
populations. Despite the general acceptance of ExAC as a
control population, the Spanish population remains un-
derrepresented; therefore, we also used CSVS as a control.

Still, both are limited by the inclusion of exome-only data
and variant calling. Almost half of the carriers harbored a
mutation in any of the 18 genes associated to cancer
predisposition syndromes that our panel has in common
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FIG 4. Cause-specific survival (CSS) since firstline survival-prolonging therapy (SPT) and interaction analysis between carrier status and treatment type.
Kaplan-Meier analysis in 415 patients—218 treated with androgen signaling inhibitor (ASI) and 197 treated with taxanes (n = 4 received Ra-223 and were
excluded), separated according to carrier subgroups: (A) germline BRCA2 mutant versus non-BRCA2 carriers; a positive interaction between BRCA2
carrier status and treatment type was observed (adjustedP = .014). No significant interactions were observed between treatment type and the following: (B)
germline ATM/BRCA1/BRCA2 mutant versus non- ATM/BRCA1/BRCA2 carriers (adjusted P = .772) and (C) all germline DNA damage repair
(gDDR)–mutant versus non–gDDR carriers (adjusted P = .909). Factors included together with the carrier status in the adjusted interaction Cox regression
model were those significantly associated with CSS: median time to metastatic castration-resistant prostate cancer (mCRPC) since androgen-deprivation
therapy (ADT), median prostate-specific antigen (PSA), ECOG performance status, albumin, lactate dehydrogenase (LDH), and alkaline phosphatase. HR,
hazard ratio.
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Events 0 0 0 0 1 1 2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Group Median PFS2 (95% CI)

Noncarriers 17.1 months (15.0 to 19.1)

BRCA2 carriers 8.6 months (0.0 to 19.7)

Log-rank test P <.001
HR, 8.16 (95% CI, 3.60 to 18.49)
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LDH above median 23.7 33.7 2.11(1.43 to 3.12) < .001
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with the 20 analyzed by Pritchard et al,7 who found a
prevalence of 11.7% compared with 7.4% in our series. In
the series by Pritchard et al,7 Ashkenazi founder mutations
BRCA1 c.5266dupC and BRCA2 c.5946delT accounted
for 66% and 24% of the mutations identified in BRCA1 and
BRCA2, respectively. Similarly, the Eastern European
founder mutation CHEK2 p.1100del represented 50% of all
mutations in CHEK2. These three mutations, which
accounted for 22% of all mutations,7 are very rare in the
Spanish population,29,30 and none of our patients carried
them. The prevalence of germline mutations is known to
vary among populations because of founder mutation ef-
fects and other historical and geographic factors.29 BRCA2
remained the most frequently mutated gene in our pop-
ulation, but it had a lower prevalence (3.3%) than that pre-
viously reported (5.3%). The secondmost commonlymutated
gene in our series wasMUTYH (3.1%). Monoallelic mutations
in MUTYH are present in 1% to 2% of the European pop-
ulation, but the associationwith prostate cancer predisposition
remains unclear.31,32 Prevalence of ATM and PALB2 muta-
tions in our series were 1.9% and 0%, respectively. The first
was slightly higher, and the second was slightly lower, than
those reported by Pritchard et al,7 but both were similar to the
prevalence found in Spanish patients with breast cancer.33,34

No founder/recurrent mutations in ATM or PALB2 have been
described in our population to date.

Evidence reported to date about the impact of gDDR ab-
errations on the outcomes of patients with mCRPC treated
with the available SPTs is conflicting. In PROREPAIR-B, we
observed interactions suggesting that the impact of
gBRCA2 on CSS and PFS2 may be modified by treatment
type as well as by treatment sequence. Independent of
other factors, BRCA2 carriers have worse outcomes when
treated with taxanes as the first SPT but not when they
received an ASI as first treatment. These observations may
contribute to explain the contradictory results reported to
date. Annala et al8 analyzed the retrospective data of 176
patients with mCRPC, including 22 gDDR carriers (BRCA2;
n = 16) and found that the PFS of gDDR carriers on firstline
ASI was significantly shorter than that of noncarriers (3.3 v
6.2 months; P = .01). Importantly, a higher proportion of
gDDR carrier patients (45% v 33% of noncarriers) received
a taxane followed by an ASI, a sequence that according to
our results could negatively affect BRCA2 carriers but not
noncarriers. In addition, the poor PFS could be related to
the high tumor burden in the patients included, as reflected
by the high levels of circulating tumor DNA reported
(. 30%). We also note that great heterogeneity was

observed in PFS: some gDDR carriers benefited from ASIs
for more than 2 years. We also identified some long-time
responses among the gDDR carriers in our series, including
three BRCA2 carriers who responded for more than
12 months of response; one benefited from enzalutamide
for 32 months. These observations are in line with those of
Antonarakis et al,22 who recently reported the outcomes of
172 patients with mCRPC treated with an ASI, including 22
gDDR carriers (BRCA1, n = 1; BRCA2, n = 5; and ATM, n =
3). Only 23% of gDDR carriers and noncarriers received
chemotherapy before the ASI. In contrast to Annala et al,8

Antonarakis et al22 reported a trend toward a more pro-
longed PFS in gDDR carriers (13.3 v 10.3 months; P =
.107) and ATM/BRCA1/BRCA2 carriers (15 v 10.8 months;
P = .090) compared with noncarriers. Interestingly, they
also identified previous chemotherapy as a factor associ-
ated with worse PFS and CSS but did not analyze whether
this affected carriers and noncarriers similarly. Finally, in a
retrospective series with 330 noncarriers and 60 gDDR
carriers (BRCA2, n = 37), Mateo et al21 found no association
between gDDRcarrier status and the response to the first ASI
or the first taxane. Overall, 73% and 70% of the patients
included received a taxane and ASI, respectively, but the
treatment sequence was not specified. No differences were
observed in CSS between gDDR carriers and noncarriers,
(38.4 v 36.0 carriers; P = .73), not even for the BRCA2
subgroup. However, 47% of gDDR carriers received a PARP
inhibitor and/or platinum-based chemotherapy, which may
have had a confounding effect on survival.

We acknowledge several limitations to this study. First, the
prevalence and distribution of gDDRmutations observed in
our series may not be extrapolated to other cohorts because
of the variability in the prevalence of germline mutations
across populations. Additional screening of large cohorts of
patients with different genetic backgrounds is required to
establish the true frequency of inherited mutations in DDR
genes in mCRPC. Second, the evaluation of patient out-
comes according to treatment type and sequence is limited
by the lack of randomization inherent to an observational study.
Because of the small number of carriers treated with each SPT,
outliers may have influenced outcomes. Therefore, findings
about the impact of treatment sequence in BRCA2 carriers
should be considered only hypothesis generating until validated
in larger series. Finally, we did not analyze somatic DDRdefects
that could be present in a substantial proportion of noncarriers6

and could also affect the grade of DDR impairment in gDDR
carriers as consequence of the inactivation of the second allele.
Neither have we considered other concurrent genomic

FIG 5. Cause-specific survival (CSS) and progression-free survival (PFS) from initiation of the first survival-prolonging therapy (SPT) to progression to the
second SPT (PFS2) in BRCA2 carriers and non–BRCA2 carriers by treatment sequence. Kaplan-Meier curves for CSS: (A) patients treated with an
androgen signaling inhibitor (ASI) followed by a taxane; and (B) patients treated with a taxane followed by an ASI. Forest plot of univariable hazard ratios
(HRs) for CSS: (C) ASI-taxane sequence; and (D) taxane-ASI sequence. Kaplan-Meier curves for PFS2: (E) ASI-taxane sequence; and (F) taxane-ASI
sequence. ALP, alkaline phosphate; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; M1, metastases; mCRPC, metastatic
castration-resistant prostate cancer; PCa, prostate cancer; PSA, prostate-specific antigen.
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events35,36 or histologies (ie, intraductal)37 that have been as-
sociated with poor prostate cancer outcomes and that may be
enriched in gDDR carrier–related tumors.

In conclusion, this study confirms BRCA2 as the most fre-
quently altered DDR gene in unselected patients with
mCRPC, although the prevalence and distribution of mu-
tations in DDR genes may vary across populations. Fur-
thermore, we have prospectively demonstrated that gBRCA2

mutations are an independent prognostic factor for survival
in mCRPC. Finally, these results suggest that the outcomes
associated with gBRCA2 may be modified by the initial
treatment type. This observation is based on a small number
of patients and requires additional validation before a change
in clinical practice is supported. However, if confirmed,
gBRCA2would be the first genetic biomarker to select anASI
instead of taxanes as the first line of treatment for mCRPC.
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30. Osorio A, Rodrı́guez-López R, Dı́ez O, et al: The breast cancer low-penetrance allele 1100delC in the CHEK2 gene is not present in Spanish familial breast
cancer population. Int J Cancer 108:54-56, 2004

31. Win AK, Reece JC, Dowty JG, et al: Risk of extracolonic cancers for people with biallelic and monoallelic mutations inMUTYH. Int J Cancer 139:1557-1563, 2016
32. Mandelker D, Zhang L, Kemel Y, et al: Mutation detection in patients with advanced cancer by universal sequencing of cancer-related genes in tumor and

normal DNA vs guideline-based germline testing. JAMA 318:825-835, 2017
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APPENDIX
The following is a full list of the study sites and principal investigators
who have participated in the PROREPAIR-B (ClinicalTrials.gov iden-
tifier: NCT03075735) study: Hospital Universitario Quirón, Pozuelo de
Alarcon, Almagro, Elena; Hospital General Universitario Gregorio
Marañón, Madrid, Arranz, José Ángel; Hospital General Universitario
Morales Meseguer, Murcia, Gonzalez-Billalabeitia, Enrique; Hospital
San Pedro de Alcántara, Cáceres, Borrega, Pablo; Centro Nacional de
Investigaciones Oncológicas, Madrid, Castro, Elena; Hospital Uni-
versitario Puerta del Mar, Cádiz, Contreras, José Antonio; Fundació
Althaia, Manresa, Domenech, Monserrat; Hospital Universitario de
Burgos, Burgos, Escribano, Ricardo; Hospital Universitario de Valme,
Sevilla, Fernández-Parra, Eva; Parc Taulı́ Hospital Universitari,
Sabadell, Gallardo, Enrique; Hospital Virgen de la Salud, Toledo,
Garcı́a-Carbonero, Iciar; Hospital Clı́nico Universitario de Salamanca,
Salamanca, Garcı́a, Rocı́o; Hospital Arnau de Vilanova, Valencia,
Garde, Javier; Hospital Universitario Son Espases, Palma de Mallorca,
González del Alba, Arantzazu; Hospital de Son Llatzer, Palma de
Mallorca, González, Belén; Onkologikoa, Instituto Oncológico de kutxa,
Donostia, Hernández, Amaia; Hospital Universitario Fundación
Alcorcón, Alrcorcón, Hernando, Susana; Hospital Universitario de
Gran Canaria Doctor Negrı́n, Las Palmas de Gran Canaria, Jiménez,
Pedro; Complejo Hospitalario de Navarra, Pamplona, Laı́nez, Nuria;
Hospital Universitario y Politécnico de La Fe, Valencia, Lorente, David;
Complejo Hospitalario Universitario de Granada, Granada, Luque,
Raquel; Complejo Hospitalario de Jaén, Jaen, Martı́nez, Esther; Centro
Oncológico de Galicia, A Coruña, Medina, Ana; Hospital Universitario
Reina Sofı́a, Córdoba, Méndez-Vidal, Marı́a José; Hospital Regional
Universitario Carlos Haya, Málaga, Montesa, Alvaro; Hospital Vall
d’Hebron, Barcelona, Morales, Rafael; Centro Nacional de Inves-
tigaciones Oncológicas, Madrid, Olmos David; Clı́nica Universitaria de
Navarra, Pamplona, Pérez-Gracia, José Luis; Hospital Univesitario
Virgen del Rocı́o, Sevilla, Pérez-Valderrama, Begoña; Hospital Uni-
versitario La Paz, Madrid, Pinto, Álvaro; and Institut Catalá d9Onco-
logia, Hospital Duran i Reynals, Hospitalet de LLobregat, Piulats,
Josep. Hospital Clı́nico Universitario San Carlos, Madrid, Puente,
Javier; Hospital de Mataró, Consorci Sanitari del Maresme, Mataró,
Querol, Rosa; Hospital del mar, Barcelona, Rodrı́guez-Vida, Alejo;
Hospital Universitario La Princesa, Madrid, Romero-Laorden, Nuria;
Hospital Universitario Virgen de la Victoria, Málaga, Saez, Maria Isabel;
Hospital Universitario Lucus Augusti, Lugo, Vazquez, Sergio; Hospital
San Pedro, Logroño, Vélez, Edelmira; Hospital General Universitario
Ciudad Real, Ciudad Real, Villa-Guzmán, José Carlos; Hospital Costa
del Sol, Marbella, Villatoro, Rosa; Hospital Universitario Infanta Sofı́a,
San Sebastián de los Reyes, Zambrana, Francisco.

Supplementary Methods

PROREPAIR-B Eligibility Criteria

Inclusion Criteria

1. Patients must be 18 years or older and provide informed
consent.

2. Histopathology confirmation of prostate cancer diagnosis from
diagnostic prostate biopsy, metastasis biopsy, and/or prostatic
resection.

3. Germline mutation carrier status unknown at study entry.
Patients should have not undergone genetic testing for DNA
damage repair (DDR) genes before they entered the study.

4. Confirmed serum testosterone levels that corresponded to
adequate castration status (, 50 ng/mL) at progression to
metastatic castration-resistant prostate cancer (mCRPC).

5. Patients must meet biochemical and/or radiologic criteria for
mCRPC progression (according to the Prostate Cancer Clinical
Trials Working Group [PCWG2]), as follows24:
a. Biochemical progression by prostate-specific antigen (PSA)

must be demonstrated with at least three consecutive

values that increased greater than the nadir, at least two
with a total increase greater than the nadir of more than 2
ng/mL, and a relative increase greater than 50%.

b. Those patients who have received a classical antiandrogen
(bicalutamide, flutamide, nilutamide, or cyproterone ace-
tate) must have a confirming PSA that meets the pro-
gression criteria at least 4 weeks after antiandrogen
withdrawal.

c. Those patients who present with new metastases without
confirmed PSA progression but with castrate levels of
testosterone will be eligible if prostatic origin is
demonstrated.

6. Patients must have bone, visceral, and/or nodal metastasis
demonstrated by computed tomography (CT) scan, techne-
tium-99m bone scan, and/or magnetic resonance imaging
(MRI) scan. When a patient presents with nodal disease only,
at least one nodemust be located above the bifurcation of iliac
arteries and it must be 15 mm or longer in the short axis to be
considered metastatic disease.

7. Eligible patients for this study could meet the criteria for
progression to mCRPC (specifically, points 4, 5, and 6 in this
list) before consent and initiation of screening as long as the
following were met: 6 or fewer months elapsed since mCRPC
criteria were met for first time and patients were treatment
naı̈ve for mCRPC, with the exception of secondary and/or
tertiary hormonal maneuvers. Bisphosphonates or denosu-
mab also were allowed between the diagnosis of mCRPC and
study entry. Taxane treatment in a metastatic hormone-
sensitive setting was allowed.

8. Eligible patients must be candidates to start a first-line
treatment with an approved survival-prolonging therapy
(SPT) for mCRPC (docetaxel, cabazitaxel, enzalutamide,
abiraterone, or radium-223 [223Ra]). Treatment should be
started within 6 months of study consent.

9. Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance
status less than 2 at study entry was required.

Exclusion Criteria

1. Inadequate documentation of the mCRPC progression criteria
and dates of mCRPC diagnosis.

2. Impossibility to adhere to the study follow -up guidelines for
mCRPC or to provide the required essential clinical and/or
analytical data for the study.

3. Prior diagnosis of cancer, except the patients who had the
following:
a. localized malignant tumor treated with radical/curative in-

tention and who have been free of disease for at least
5 years;

b. diagnosed and treated for a localized skin-cancer (not a
melanoma); and

c. completely resected in situ carcinoma.
4. Any medical condition which, according to investigator

judgment, may interfere with the patient ability to provide
informed consent, the adequate recovery of health in-
formation, or the execution of the required follow-up
evaluations.

Expanded Study Procedures
A baseline imaging evaluation within 6 weeks of study entry (CT/
MRI and bone scans) and a complete full blood count and bio-
chemistry, including PSA and testosterone within 2 weeks of study
entry, were required. Prognostic data at the time of mCRPC and
prior treatment history were also recorded at enrollment. All
treatments were by physician choice and were not dictated by the
study, but clinical, radiologic, and analytic baseline assessments
were mandatory before each treatment line with an SPT was
started. A 5-mL blood sample was drawn at study entry for germline
DNA extraction.
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The start and end dates as well as the doses of each SPT administered
were recorded. Patients on active treatment were prospectively ob-
served with regular clinical and PSA evaluations every 3 to 4 weeks and
CT/MRI and bone scans every 12 to 16 weeks. Responses and pro-
gression were evaluated according to PCWG2.24 Clinical progression
was defined by protocol; nonetheless, the final decision to discontinue
a treatment and/or to start a new line rested with the treating physician.
Patients who permanently discontinued all active treatments were
observed for survival at least every 12 weeks until death.

Clinical Progression Criteria
1. ECOG deterioration by two or more points from treatment

baseline because of worsening prostate cancer–related
symptoms.

2. Worsening prostate cancer–related pain, except for bone pain
flare related to treatment initiation (first 12 weeks) or transi-
tory223 Ra-related pain after treatment dosing, that meet one of
the following:
a. New pain not controlled with nonsteroidal anti-

inflammatory drugs and that requires initiation of opioids
(minor/major) for longer than a week;

b. Previously existing pain that increases in grade for longer
than a week and requires increased analgesia to major
opioids or to duplicate the dose of major opioids;

c. Bone pain that requires palliative external irradiation.
3. Pathologic fracture related to prostate cancer and not attrib-

utable to osteoporosis.
4. Cord compression because of prostate cancer.
5. Initiation of a new treatment line because of new or worsening

prostate cancer–related symptoms.
6. Any sign or symptom in the patient’s evolution that, according

to the judgment of the treating physician, represents an un-
equivocal sign of clinical progression after treatment.

7. Death as a result of prostate cancer or attributable to prostate
cancer.

Sample collection. A mandatory 5-mL whole-blood sample was
collected in EDTA in all patients to obtain germline DNA. Optional
blood samples for plasma and whole-blood RNA isolation were col-
lected in 9-mL Streck (STRECK, Omaha, NE) and 2.5-mL PAXgene
(PreAnalytix GmbH, Hombrechtikon, Switzerland) tubes, respectively,
at multiple time points, which included the following: baseline for each
treatment line, after 8 to 12 weeks of treatment, and at progression for
each treatment line. Archived tumor samples were also collected.

DNA extraction and sequencing. Germline DNA was extracted
from EDTA tubes using the Flexigene DNA kit (QIAGEN, Germantown,
MD) and the QiaCube platform (Qiagen Crawley, United Kingdom).
Quantification of DNA was performed using a Qubit 2.0 fluorometer
(Life Technologies, Frederick, MD). Sequencing libraries were gen-
erated from 250 ng of germline DNA using the custom panel with
NimbleGen SeqCap XL target enrichment (Roche, Pleasanton, CA)
and read using an Illumina NexSeq 500 platform (Illumina, San Diego,
CA). On average, 2 to 3 million 100-bp reads, with a mean coverage of
greater than 3150 for each sample, were obtained. All variants
identified as pathogenic and likely pathogenic were validated using
multicapillary electrophoresis ABI 3730xls (SegGen, Torance, GA),
polymerase chain reaction, or MLPA, as appropriate. An independent
validation of some rare variants that involve exon deletions was con-
ducted at the University of Washington using the BROCA panel.

Sequencing data pre-processing and data quality
control. First data analysis consisted in transformation of the bcl files
from the NextSeq 500 sequencer to fastq files by using the Illumina
des-multiplexing tool, bcl2fastq (Illumina, San Diego, CA). Then, the
sequences were mapped to the Universiy of California Santa Cruz
human reference genome hg19 (version February 2009) with Bowtie2
(Langmead B, et al: Nat Methods 9:357-359, 2012). Duplicate reads
were removed using the Picard RemoveDuplicated function (http://
broadinstitute.github.io/picard/). Indel realignment and base quality

score recalibration were performed afterward (with Realigner
TargetCreator and IndelRealigner functions from the suite Genome
Analysis Toolkit [GATK]) following the best practices proposed by
GATK (McKenna A, et al: Genome Res 20:1297-1303, 2010; DePristo
MA, et al: Nat Genet 43:491-498, 2011; Van der Auwera GA, et al: Curr
Protoc Bioinformatics 43:1110-1133, 2013). Variant calling was
performed over the re-aligned and re-calibrated BAM files. The
characterized variants were the result of an in-house consensus be-
tween the outputs of the GATK variant callers UnifiedGenotyper and
HaplotypeCaller. The condensed vcf files were filtered and annotated
with Annovar.25 In addition, the vcf files were enriched with prediction
tools of pathogenicity provided by the proxy dbNSFP (release 3.0; Liu
X, et al: Hum Mutat 37:235-241, 2016) together with population data
[Exac Non-Finnish European data27 and CIBERER Spanish Variant
Server (http://csvs.babelomics.org/)], and clinical and genomic in-
formation frommatched Clinvar (LandrumMJ, et al: Nucleic Acids Res
44:D862-D868, 2016) records.

In parallel to the analysis process, an exhaustive quality control of the
sequenced samples was performed. In addition, the samples were
crossed out to determine relationships among them. No family re-
lationships were identified, and a sample duplication was detected.
The quality of the sequencing procedure was assessed by a range of
markers, such as the percentage of mapped reads, the percentage of
mapped reads in the region of interest (ROI), the percentage of du-
plicated reads and the percentage of ROI over a depth of 320 (ie,
horizontal coverage). In addition, the final efficiency of each sample
was measured by the ratio of sequences that were eligible for variant
determination and the initial number of mapped reads.

Variants classification and review panel. Germline variants
with a minor allele frequency of 0.5% or higher in the Exome Ag-
gregation Consortium (ExAC) database (release 0.3) were discarded.27

From the remaining variants, those classified in ClinVar (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/; Landrum MJ, et al: Nucleic Acids Res 44:
D862-D868, 2016) as pathogenic/likely pathogenic were confirmed
and classified as such. The remaining variants were filtered according
to ANNOVAR and ClinVar annotations. Those not previously reported,
or reported as variants of unknown significance, were review in-
dependently by three investigators with training in cancer genetics
(E.C., N.R.L., R.L.) blinded to patient outcomes and according to the
guidelines of the American College of Medical Genetics and Geno-
mics.26 Then each potentially pathogenic variant according to Clinvar
or American College of Medical Genetics and Genomics criteria was
discussed and classified by the following study panel: Elena Castro,
Medical Oncologist, Cancer Genetics; Nuria Romero-Laorden, Medical
Oncologist, Cancer Genetics; Rebeca Lozano, Medical Oncologist,
Cancer Genetics; Angela del Pozo, Bioinformaticist; Pablo Lapunzina,
Medical Geneticist; Colin C. Pritchard, Molecular Pathologist, Cancer
Genetics; and David Olmos, Medical Oncologist, Genomics.

Definition of positive family history of cancer. Prior family
history of cancer was collected on at least three generations for each
person in the study. A positive family history of cancer was defined as
the occurrence of prostate, breast, ovarian, or other tumor types
(excluding nonmelanoma skin tumors) in first- or second-degree
relatives.

Frequency of pathogenic variants in ExAC and CSVS
populations. ExAC noncancer data (n = 53,105) and CIBERER
Spanish Variant Server (CSVS; http://csvs.babelomics.org/; n = 1,551)
populations were filtered and reviewed using the same criteria by four
reviewers.

Time-to-event end points definition. Cause-specific survival
(CSS) was prospectively defined andmeasured. CSS frommCRPCwas
calculated from the confirmation date of mCRPC (biochemical and/or
radiologic progression to mCRPC) or treatment starting date to the date
of death. Progression to castration resistance and diagnosis of me-
tastasis for first time may not happen at the same time, so the date of
mCRPC diagnosis was the date in which both events were present:
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progression to castration resistance (biochemical and/or radiologic)
and evidence of metastasis in CT/MRI or bone scan.

CSS from any specific treatment line was calculated from treatment
starting date (first dose) to the date of death. A death was considered
related to prostate cancer if the main cause of death was prostate
cancer, complications secondary to the prostate cancer spread, or any
complication directly related to the treatment of prostate cancer. When
the cause of death was unrelated to prostate cancer, the patient data
were censored at the time of death for any CSS analysis.

Those patients who remained alive at the time of database cutoff for
this analysis were censored at the last follow-up. Similarly, patients lost
to follow-up but who were alive at the last evaluation were censored at
the time of the last evaluation.

Time to PSA progression (TTPP) was prospectively defined and
measured. TTPP was defined as the time elapsed from initiation of
treatment to PSA progression. According to PCWG2 criteria, PSA pro-
gression was considered the date that an increase of 25% or more and
absolute increase of 2 ng/mL or more from the nadir were documented.
For patients who had an initial PSA decline during treatment, this had to
be confirmed by a second value more than 3 weeks later.

TTPA was censored at the time of the last regular PSA evaluation in
those patients without biochemical progression at the end of the
monitoring, at the start of a new line of treatment, and/or at death.
Patients with a PSA less than 2 ng/mL at the starting date of any
treatment line were not eligible for TTPP.

Progression-free survival (PFS) was prospectively defined and mea-
sured. PFS was defined as the time from initiation of treatment to
disease progression in bone or soft tissue according to radiographic
criteria (PCWG2 and RECIST 1.1) or by symptoms according to clinical
criteria (defined by protocol, including death), whichever occurred
first.

Additional statistical methods. All continuous variables were
transformed into binomial variables according to standard reference or
median values. Patient characteristics were compared between
noncarriers and carriers for the pre-planned subgroups (ATM/BRCA1/
BRCA2/PALB2; BRCA2; and all gDDR carriers. The association of
mutation status with baseline characteristics and family cancer history
as well as the comparison of the prevalence of mutations between our
patients and the general population were tested using the x2, Fisher’s
exact, or Mann-Whitney U test, as appropriate.
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FIG A1. Mutation lolliplot that shows the distribution of the presumed pathogenicmutations identified. BHD,
b-hairpin domain; DEAD-2, a conserved and ubiquitous domain within a number of RAD3-like DNA-binding
helicases; DRMBL, DNA repair metallo-beta-lactamase domain; FAT, FRAP-ATM- TRRAP domain; FATC,
FAT-C-terminal domain; FHA, forkhead-associated domain; HMG, highmobility group; MutS, MutS domain;
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FIG A2. Family history of cancer in first- and second-degree relatives in the carriers and noncarriers groups: (A) all tumors; (B) patients with family history of
breast and ovarian cancer; and (C) patients with family history of prostate cancer. (*) ATM, ATR, BAP1, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CHEK2, FAM175A,
GEN1, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, NBN, PALB2, PMS2, RAD51C, RAD51D, XRCC2. BROCA, University of Washington Laboratory of Medicine panel;
DDR, DNA damage repair.
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prostate cancer.
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TABLE A1. List of Pathogenic/Likely Pathogenic Mutations Identified in the Study
ID Gene Nucleotide Change Amino Acid Change

B01006 BRCA2 c.9026_9030del p.Y3009fs

B01008 CHEK2 c.349A.G p.R117G

B01009 BRCA2 c.5116_5119del p.R1704fs

B01012 PMS1 c.1690dup p.Y563fs

B01019 ATM c.1262C.A p.S421*

B01035 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B02002 FANCG c.907_908dup p.L303fs

B04001 MUTYH c.527A.G p.Y176C

B06006 RAD17 c.676G.T p.E226*

B06008 RPA2 c.276C.A p.Y92*

B07003 ATM c.1336C.T p.Q446*

B07011 MRE11A c.1897C.T p.R633*

B07013 BRCA1 c.2017_2023del p.673fs

B07020 ATM c.1442T.G p.L481*

B07021 ERCC2 c.1847G.C p.R616P

B08001 BRCA2 c.4889C.G p.Ser1630*

B09003 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B09004 FANCE c.1413_1414dup p.V471fs

B13013 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B13019 DCLRE1C c.241C.T p.R81*

B13019 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B13020 XPC c.1643_1644del p.V548fs

B13021 FANCF c.1087C.T p.Q363*

B13024 BRCA2 c.5720_5723del p.S1907fs

B13029 BRCA2 c.6650_6654del p.K2217fs

B13033 BRCA1 c.3756_3759del p.L1252fs

B13040 ATM c.1262C.A p.S421*

B14001 ATM c.1262C.A p.S421*

B14014 BRCA2 c.6911T.G p.L2304*

B14018 XPA c.682C.T p.R228*

B14020 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B16001 FANCL c.1051_1052del p.S351fs

B16001 RAD17 c.676G.T p.E226*

B16005 ATM c.6289G.T p.E2097*

B20005 PARP3 c.466C.T p.Q156*

B20018 ATM c.3381_3384del p.A1127fs

B21001 MUTYH c.527A.G p.Y176C

B21009 ERCC3 c.335dupA p.H112fs

B21009 FANCD2 c.3496delG p.R1165fs

B21023 FANCE c.929dupC p.A308fs

B21034 MSH2 c.1808A.G p.D603G

B21045 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B21052 BRCA1 c.211A.G p.R71G

(continued on following page)
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TABLE A1. List of Pathogenic/Likely Pathogenic Mutations Identified in the Study (continued)
ID Gene Nucleotide Change Amino Acid Change

B21059 MUTYH c.527A.G p.Y176C

B21060 ERCC6 c.3474_3477del p.E1158fs

B21066 BRCA2 c.1326_1329del p.S442fs

B21080 BRCA2 c.9018C.A p.Y3006*

B21086 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B21091 FANCD2 c.3457G.T p.E1153*

B26005 EME2 c.886C.T p.Q296*

B26005 FANCL c.1051_1052del p.S351fs

B29001 MUTYH c.1138delC p.L380fs

B33002 MRE11A c.1516G.T p.E506*

B36001 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B36002 GTF2H4 c.358_374del p.I120fs

B41005 MMS19 c.607delA p.R203fs

B41010 BRCA2 c.3648dupT p.G1215fs

B41027 MUTYH c.1178G.A p.G393D

B41031 EME2 c.949_953del p.F315fs

B41035 BRCA2 c.2701delC p.L901fs

B42003 BRCA2 c.4963delT p.C1654fs

B46005 CHEK2 c.591delA p.K197fs

B46013 BRCA2 c.9018C.A p.Y3006*

B46017 FANCM c.1196C.G p.S399*

B46019 GTF2H4 c.940C.T p.R314*

B46021 BRCA2 c.3055_3056del p.L1019fs

B46023 FANCD2 c.3457G.T p.E1153*

B47006 RAD54L c.1099delG p.A367fs

B47007 BRCA1 c.470_471del p.S157fs

B48002 CDK7 c.874_875dup p.K291fs

B48011 BRCA2 c.3264dupT p.P1088fs

B58005 ATM c.1262C.A p.S421*

Abbreviation: fs, frameshift.
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TABLE A2. Prevalence of Pathogenic Variants in PROREPAIR-B, ExAC, and CSVS

Gene/Group

PROREPAIR-B
(n = 419)

ExAC
(n = 53,105) PROREPAIR-B v ExAC

CSVS
(n = 1,551) PROREPAIR-B v CSVS

No. % No. % OR (95% CI) P No. % OR (95% CI) P

ABRAXAS2 0 0 13 0.02 — NS 0 0 — NS

APEX1 0 0 17 0.03 — NS 0 0 — NS

APEX2 0 0 0 0 — NS 0 0 — NS

APLF 0 0 0 0 — NS 0 0 — NS

ATM 8 1.91 139 0.26 7.4 (3.6 to 15.2) , .001 3 0.19 10.0 (2.7 to 38.0) , .001

ATR 0 0 40 0.08 — NS 1 0.06 — NS

BARD1 0 0 32 0.06 — NS 0 0 — NS

BRCA1 4 0.95 97 0.18 5.3 (1.9 to 14.4) , .001 2 0.13 7.5 (1.4 to 40.9) .0210

BRCA2 14 3.34 159 0.30 11.5 (6.6 to 20.1) , .001 4 0.26 13.4 (4.4 to 40.8) , .001

BRIP1 0 0 68 0.13 — NS 1 0.06 — NS

CDK12 0 0 2 0.00 — NS 1 0.06 — NS

CDK7 1 0.24 11 0.02 11.5 (1.5 to 89.6) , .001 1 0.06 3.7 (0.2 to 59.4) NS

CHEK1 0 0 80 0.15 — NS 1 0.06 — NS

CHEK2 2 0.48 273 0.51 0.9 (0.2 to 3.7) NS 1 0.06 7.4 (0.7 to 82.2) NS

DCLRE1 1 0.24 60 0.11 2.1 (0.3 to 15.3) NS 1 0.06 3.7 (0.2 to 59.4) NS

DDB1 0 0 2 0.00 — NS 0 0 — NS

DMC1 0 0 9 0.02 — NS 0 0 — NS

EME1 0 0 21 0.04 — NS 0 0 — NS

EME2 2 0.48 89 0.17 2.9 (0.7 to 11.6) NS 1 0.06 7.4 (0.7 to 82.2) NS

EPCAM 0 0 4 0.01 — NS 0 0 — NS

ERCC1 0 0 6 0.01 — NS 0 0 — NS

ERCC2 1 0.24 230 0.43 0.5 (0.1 to 3.9) NS 0 0 — NS

ERCC3 1 0.24 102 0.19 1.2 (0.2 to 8.9) NS 1 0.06 3.7 (0.2 to 59.4) NS

ERCC4 0 0 43 0.08 — NS 1 0.06 — NS

ERCC5 0 0 75 0.13 — NS 0 0 — NS

ERCC6 1 0.24 62 0.12 2.0 (0.3 to 14.8) NS 1 0.06 3.7 (0.2 to 59.4) NS

ERCC8 0 0 19 0.04 — NS 0 0 — NS

FAAP20 0 0 12 0.025 — NS 0 0 — NS

FAAP24 0 0 10 0.02 — NS 0 0 — NS

FAM175B 0 0 10 0.02 — NS 0 0 — NS

FANCA 0 0 88 0.17 — NS 0 0 — NS

FANCB 0 0 0 0 — NS 0 0 — NS

FANCC 0 0 36 0.07 — NS 0 0 — NS

FANCD2 3 0.72 77 0.14 5.0 (1.6 to 15.8) .0251 1 0.06 11.3 (1.0 to 107.7) NS

FANCE 2 0.48 34 0.06 7.5 (1.8 to 31 to 3) .0323 0 0 — .0452

FANCF 1 0.24 178 0.34 0.7 (0.1 to 5.1) NS 0 0 — NS

FANCG 1 0.24 25 0.05 5.1 (0.7 to 37.6) NS 1 0.06 3.7 (0.2 to 59.4) NS

FANCI 0 0 61 0.11 — NS 0 0 — NS

FANCL 2 0.48 15 0.03 17.0 (3.9 to 74.5) .0077 0 0 — .0452

FANCM 1 0.24 178 0.34 0.7 (0.1 to 5.7) NS 1 0.06 — NS

GEN1 0 0 41 0.08 — NS 1 0.06 — NS

GFT2H3 0 0 7 0.01 — NS 0 0 — NS

(continued on following page)
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TABLE A2. Prevalence of Pathogenic Variants in PROREPAIR-B, ExAC, and CSVS (continued)

Gene/Group

PROREPAIR-B
(n = 419)

ExAC
(n = 53,105) PROREPAIR-B v ExAC

CSVS
(n = 1,551) PROREPAIR-B v CSVS

No. % No. % OR (95% CI) P No. % OR (95% CI) P

GFT2H5 0 0 3 0.01 — NS 0 0 — NS

GTF2H1 0 0 1 0.00 — NS 0 0 — NS

GTF2H2 0 0 4 0.01 — NS 0 0 — NS

GTF2H4 2 0.48 4 0.01 63.7 (11.6 to 348) , .001 0 0 — .0452

KIAA0415 0 0 49 0.09 — NS 3 0.19 — NS

LIG4 0 0 36 0.07 — NS 0 0 — NS

MBD4 0 0 92 0.17 — NS 0 0 — NS

MLH1 0 0 10 0.02 — NS 0 0 — NS

MLH3 0 0 78 0.15 — NS 1 0.06 — NS

MMS19 1 0.24 12 0.02 10.6 (1.4 to 81.6) , .001 0 0 — NS

MNAT1 0 0 20 0.04 — NS 0 0 — NS

MPG 0 0 10 0.02 — NS 0 0 — NS

MRE11A 2 0.48 32 0.06 8.0 (1.9 to 33.3) .0291 0 0 — .0452

MSH2 1 0.24 21 0.04 6.0 (1.0 to 45.0) NS 4 0.26 0.9 (0.1 to 8.3) NS

MSH3 0 0 90 0.17 — NS 2 0.13 — NS

MSH4 0 0 45 0.08 — NS 0 0 — NS

MSH5 0 0 60 0.11 — NS 2 0.13 — NS

MSH6 0 0 36 0.07 — NS 1 0.06 — NS

MUS81 0 0 8 0.02 — NS 0 0 — NS

MUTYH 13 3.10 729 1.37 2.3 (1.3 to 4.0) .0091 14 0.90 3.5 (1.6 to 7.5) .0016

NBN 0 0 52 0.10 — NS 0 0 — NS

NEIL1 0 0 284 0.53 — NS 0 0 — NS

NEIL2 0 0 41 0.08 — NS 0 0 — NS

NEIL3 0 0 36 0.07 — NS 0 0 — NS

NHEJ1 0 0 5 0.01 — NS 0 0 — NS

NTHL1 0 0 200 0.38 — NS 0 0 — NS

OGG1 0 0 226 0.43 — NS 0 0 — NS

PALB2 0 0 65 0.12 — NS 2 0.13 — NS

PARP1 0 0 16 0.03 — NS 0 0 — NS

PARP2 0 0 77 0.14 — NS 0 0 — NS

PARP3 1 0.24 195 0.37 0.6 (0.1 to 4.6) NS 5 0.32 0.7 (0.1 to 6.3) NS

PMS1 1 0.24 71 0.13 1.8 (0.2 to 12.9) NS 3 0.19 1.2 (0.1 to 11.9) NS

PMS2 0 0 60 0.11 — NS 2 0.13 — NS

PNPK 0 0 29 0.05 — NS 1 0.06 — NS

PRKDC 0 0 1 0.00 — NS 0 0 — NS

RAD17 2 0.48 17 0.03 15.0 (3.4 to 65.0) .0096 3 0’.19 2.5 (0.4 to 14.9) NS

RAD23A 0 0 4 0.01 — NS 0 0 — NS

RAD23B 0 0 2 0.00 — NS 0 0 — NS

RAD50 0 0 283 0.53 — NS 8 0.52 — NS

RAD51 0 0 53 0.10 — NS 0 0 — NS

RAD51B 0 0 17 0.03 — NS 0 0 — NS

(continued on following page)
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TABLE A2. Prevalence of Pathogenic Variants in PROREPAIR-B, ExAC, and CSVS (continued)

Gene/Group

PROREPAIR-B
(n = 419)

ExAC
(n = 53,105) PROREPAIR-B v ExAC

CSVS
(n = 1,551) PROREPAIR-B v CSVS

No. % No. % OR (95% CI) P No. % OR (95% CI) P

RAD51C 0 0 55 0.10 — NS 0 0 — NS

RAD51D 0 0 34 0.06 — NS 0 0 — NS

RAD52 0 0 23 0.04 — NS 1 0.06 — NS

RAD54B 0 0 156 0.29 — NS 1 0.06 — NS

RAD54L 1 0.24 48 0.09 2.6 (0.4 to 19.2) NS 0 0 — NS

RAD9A 0 0 13 0.025 — NS 0 0 — NS

RBBP8 0 0 93 0.18 — NS 1 0.06 — NS

RPA1 0 0 10 0.02 — NS 0 0 — NS

RPA2 1 0.24 10 0.02 12.7 (1.6 to 99.5) NS 1 0.06 3.7 (0.2 to 59.4) NS

RPA3 0 0 3 0.01 — NS 0 0 — NS

SLX1A 0 0 7 0.01 — NS 0 0 — NS

SLX1B 0 0 0 0 — NS 0 0 — NS

SLX4 0 0 39 0.07 — NS 0 0 — NS

SMUG1 0 0 14 0.03 — NS 0 0 — NS

TDG 0 0 28 0.05 — NS 0 0 — NS

UNG 0 0 16 0.03 — NS 0 0 — NS

XAB2 0 0 9 0.02 — NS 0 0 — NS

XPA 1 0.24 40 0.08 3.2 (0.4 to 23.1) NS 0 5 — NS

XPC 1 0.24 338 0.64 0.4 (0.1 to 2.7) NS 8 0.52 0.5 (0.1 to 3.7) NS

XRCC1 0 0 41 0.08 — NS 1 0.06 — NS

XRCC2 0 0 15 0.03 — NS 0 0 — NS

XRCC3 0 0 12 0.02 — NS 0 0 — NS

XRCC4 0 0 49 0.09 — NS 1 0.06 — NS

XRCC5 0 0 5 0.01 — NS 0 0 — NS

XRCC6 0 0 1 0.00 — NS 0 0 — NS

NOTE. P values were obtained with Fisher’s exact test for 2-by-2 tables.
Abbreviations: CSVS, CIBERER Spanish Variant Server; ExAC, Exome Aggregation Consortium; NS, not statistically significant; OR, odds ratio.
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TABLE A3. Post Hoc Analyses According to Treatment Sequence: Included Patient Baseline Characteristics

Baseline Characteristic

All Eligible Patients BRCA2 Carriers

ASI-TAX
(n = 190)

TAX-ASI
(n = 150) P

ASI-TAX
(n = 7)

TAX-ASI
(n = 7) P

Median (range) time from
continuous ADT to mCRPC,
months

29.4 (3.9-149) 25.8 (5.8-205.6) .4602 13.2 (8.7-76.3) 18.0 (5.9-52.0) .5350

Gleason score at diagnosis .4417 .5594

6-7 83 (44.6) 64 (40.5) 3 (42.9) 1 (14.3)

$ 8 103 (55.4) 94 (59.5) 4 (57.1) 6 (85.7)

Metastasis at diagnosis 80 (42.1) 86 (54.4) .0219 1 (14.3) 5 (71.4) .1026

Median (range) age at first SPT,
years

73.3 (47.2-93.8) 70.1 (50.2-85.0) , .001 73.2 (62.1-77.7) 61.8 (52.2-77.4) .1649

Median (range) PSA at first SPT,
ng/dL

41.7 (2.3-2138) 72.0 (0.0-2581) , .001 39.0 (4.9-595) 157 (4.8-1358) .7104

ECOG performance status .0023 .1447

0 99 (52.1) 51 (32.5) 3 (42.9) 3 (42.9)

1 76 (40.0) 92 (58.6) 3 (42.9) 2 (28.6)

2 15 (7.9) 14 (8.9) 1 (14.3) 2 (28.6)

Metastases site

Nodal metastases 101 (53.2) 85 (53.8) .9052 2 (28.6) 6 (85.7) .1026

Bone metastases 160 (84.2) 136 (86.1) .6270 7 (100) 6 (86.8) 1.000

Visceral metastases 14 (7.4) 26 (16.5) .0814 0 2 (28.6) .4615

Elevated ALP (. ULN) 76 (40.0) 85 (53.8) .0102 4 (57.1) 4 (57.1) 1.000

Elevated LDH (. ULN) 60 (31.6) 81 (51.6) .0002 3 (42.9) 7 (100) .0699

Hemoglobin , 10 g/dL 6 (3.2) 12 (7.3) .0628 1 (14.3) 1 (14.3) 1.000

Serum albumin , 3.5 g/dL 10 (5.3) 14 (9.0) .1808 0 1 (14.3) 1.000

NOTE. Data presented as No. (%) unless otherwise indicated.
Abbreviations: ADT, androgen deprivation therapy; ALP, alkaline phosphate; ASI, androgen signaling inhibitor; ASI-TAX, group of patients started on an ASI

as first SPT and who died during first SPT, experienced progression and started a taxane, or had not discontinued first ASI yet and were eligible to receive a
TAX as second SPT; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; mCRPC,metastatic castration-resistant prostate cancer; PSA,
prostate-specific antigen; SPT, survival-prolonging therapy; TAX, taxane; TAX-ASI, group of patients started on a TAX as first SPT and who died during first
SPT, experienced progression and started a taxane, or had not discontinued first TAX yet and were eligible to receive a TAX as second SPT; ULN, upper limit of
normal.

Journal of Clinical Oncology

Role of Inherited DNA Repair Defects in Advanced Prostate Cancer

Downloaded from ascopubs.org by 80.29.193.187 on April 26, 2023 from 080.029.193.187
Copyright © 2023 American Society of Clinical Oncology. All rights reserved. 



Artículos 

177 
 

 

 

TABLE A4. Post Hoc Analyses According to Treatment Sequence: MVA Models for Each Treatment Sequence

Variable in the MVA model for CSS from first SPT*

Taxane-ASI Sequence ASI-Taxane Sequence

MVA HR (95% Cl) P MVA HR (95% Cl) P

Germline BRCA2 mutation status .0165 .8720

Carrier v noncarrier 2.95 (1.22 to 7.15) 0.81 (0.24 to 2.68)

Metastasis at diagnosis .9017 .6254

Yes v no 0.97 (0.64 to 1.47) 1.11 (0.73 to 1.68)

Median time to mCRPC since ADT, months .5994 .0003

, 28 v $ 28 1.13 (0.72 to 1.75) 2.14 (1.42 to 3.21)

Median age at first-SPT, years .8860 .0110

. 72 v # 72 1.03 (0.68 to 1.56) 1.73 (1.13 to 2.63)

ECOG performance status .0134 .3752

1 v 0 1.31 (0.80 to 2.14) .2791 1.17 (0.77 to 1.79) .4583

2 v 0 3.01 (1.43 to 6.33) , .001 1.61 (0.81 to 3.21) .1721

Median PSA at first SPT .5277 1.09 (0.83 to 1.43) .5277

. 50 v # 50 ng/dL 1.09 (0.83 to 1.43)

Visceral metastasis .8968 .7822

Yes v no 0.90 (0.55 to 170) 1.13 (0.49 to 2.61)

Serum ALP .4676 .1211

Elevated (. ULN) v normal (# ULN) 1.19 (0.74 to 1.92) 1.40 (0.92 to 2.14)

Serum LDH , .001 .0238

Elevated (. ULN) v normal (# ULN) 3.38 (2.09 to 5.46) 1.63 (1.07 to 2.50

Hemoglobin level, g/dL .6914 .1547

, 10 v $ 10 1.15 (0.57 to 2.33) 2.12 (0.75 to 5.97)

Serum albumin, g/dL .0021 .1095

, 3.5 v $ 3.5 2.63 (1.42 to 4.88) 2.05 (0.85 to 4.91)

Abbreviations: ADT, androgen deprivation therapy; ALP, alkaline phosphatase; ASI, androgen signaling inhibitor; CSS, cause-specific survival; ECOG,
Eastern Cooperative Oncology Group; HR, hazard ratio; LDH, lactate dehydrogenase; mCRPC, metastatic castration-resistant prostate cancer; MVA,
multivariable analysis; PSA, prostate-specific antigen; SPT, survival-prolonging therapy; ULN, upper limit of normal.
*The MVA model included all significant variables in the univariable analyses for each treatment sequence strata, all variables that were significantly

different between both strata and may have been confounding variables but were not significant in the univariable analyses, and BRCA2 carrier status.

© 2019 by American Society of Clinical Oncology Volume 37, Issue 6

Castro et al

Downloaded from ascopubs.org by 80.29.193.187 on April 26, 2023 from 080.029.193.187
Copyright © 2023 American Society of Clinical Oncology. All rights reserved. 
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1.1 Resumen en castellano 

“PROREPAIR-B: A prospective cohort study of the impact of germline DNA repair 

mutations on the outcomes of patients with metastatic Castration-Resistant Prostate 

Cancer” 

 

Introducción, objetivos y metodología: Un elevado porcentaje de pacientes con 

cáncer de próstata metastásico presentan alteraciones germinales en genes relacionados 

con la reparación del ADN. Sin embargo, las implicaciones clínicas de estas alteraciones 

y su prevalencia en población mediterránea no están totalmente dilucidadas. 

 

PROREPAIR-B (NCT 03075735) es un estudio de cohorte, multicéntrico y 

prospectivo en el cual han participado 38 centros hospitalarios en España. Su objetivo 

principal fue analizar el impacto de las alteraciones a nivel germinal en los genes BRCA1, 

BRCA2, ATM y PALB2 en la supervivencia causa-específica desde el diagnóstico de 

resistencia a castración metastásico, y analizar la prevalencia de alteraciones germinales 

en genes relacionados con la reparación del ADN en esta población.  

Los objetivos secundarios incluyeron el análisis del impacto de las mutaciones 

germinales en genes DDR en tres grupos diferentes: (i) portadores de alteraciones en 

ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2, (ii) portadores de alteraciones en BRCA2 y (iii) todos los 

portadores de alteraciones en alguno de los genes relacionados con la reparación del 

ADN, en diferentes endpoints: supervivencia causa-específica, tiempo a la progresión por 

PSA (TPPSA), supervivencia libre de progresión (SLP), respuestas por PSA y respuestas 

radiológicas de acuerdo a la línea de tratamiento y el tipo de tratamiento (inhibidores de 

la señalización del receptor de andrógenos o taxanos).  

Pacientes con cáncer de próstata con confirmación histológica y estado de 

mutación germinal en genes DDR desconocido se incluyeron en el momento del 

diagnóstico de resistencia a la castración metastásica, tras lo cual se realizó un 

seguimiento prospectivo hasta su fallecimiento (o pérdida de seguimiento). Los pacientes 

debían ser candidatos a comenzar un tratamiento de primera línea para CPRCm con 

alguna de las terapias que en ese momento habían demostrado aumento de supervivencia 

global (docetaxel, cabazitaxel, abiraterona, enzalutamida o radio-223) dentro de los 

primeros 6 meses tras el diagnóstico de resistencia a la castración.  
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Fue necesario realizar una prueba de imagen basal (TC/RM y GGO) dentro de las 

primeras 6 semanas y una analítica con hemograma y bioquímica completa, incluyendo 

PSA y testosterona dentro de las 2 primeras semanas de la entrada en el estudio. Se extrajo 

una muestra de sangre (5 mL) para el análisis de ADN germinal. Se analizó un panel de 

107 genes, todos ellos relacionados con la reparación del ADN. La indicación de los 

tratamientos sistémicos administrados fue a elección del investigador (no dictaminados 

por el estudio). Las respuestas y progresiones se evaluaron mediante los criterios del 

PCWG2 (Prostate Cancer Working Group 2). 

 

Resultados: Dentro de los 419 pacientes elegibles del estudio, se identificaron 68 

portadores de alteraciones (prevalencia del 16,2%) en el panel de 107 genes relacionados 

con la reparación del ADN, incluyendo 14 portadores de mutaciones en BRCA2 (3,3%), 

8 en ATM (1,9%), 4 en BRCA1 (0,9%) y ninguno en PALB2. El estudio no alcanzó su 

objetivo principal puesto que, aunque la diferencia en la supervivencia causa-específica 

entre los portadores de alteraciones en ATM/BRCA1/BRCA2/PALB2 y los no portadores 

fue de 10 meses, esta diferencia no alcanzó la significación estadística (23,3 vs 33,2 

meses, HR 1,32; IC95% 0,81-2,17; p=0,264). Sin embargo, la supervivencia causa-

específica en los portadores de mutaciones germinales en BRCA2 (gBRCA2) fue 

aproximadamente la mitad con respecto a los no portadores, siendo estadísticamente 

significativa (17,4 vs 33,2 meses, HR 2,10; IC95% 1,07-4,10; p=0,027). La diferencia en 

la supervivencia causa-específica fue también estadísticamente significativa cuando se 

compararon los pacientes gBRCA2 con portadores de otras alteraciones no-BRCA2 (17,4 

vs 33,8 meses, p=0,048). El análisis multivariable demostró que la presencia de mutación 

germinal en BRCA2 es un factor pronóstico independiente para la supervivencia causa-

específica (HR 2,11; IC 95% 1,06-4,18, p=0,033). Se observó, además, una interacción 

significativa entre el estado de BRCA2 y el tipo de tratamiento recibido (inhibidores de la 

señalización del receptor de andrógenos vs taxanos), de tal manera que la supervivencia 

causa-específica y la supervivencia libre de progresión 2 fueron superiores en aquellos 

pacientes gBRCA2 tratados en primera línea con abiraterona o enzalutamida en 

comparación con los pacientes tratados en primera línea con taxanos (supervivencia causa 

específica en gBRCA2: 24,0 vs 10,7 meses con ARSi vs taxanos, respectivamente; SLP2 

en gBRCA2: 18,9 vs 8,6 meses con ARSi vs taxanos, respectivamente). Esta diferencia 

no se observó en pacientes no portadores.  
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Conclusiones: PROREPAIR-B es el primer estudio diseñado para analizar la 

prevalencia de alteraciones en genes relacionados con la reparación del ADN en 

población mediterránea, y el primero en analizar de forma prospectiva el impacto de estas 

alteraciones en la supervivencia de pacientes con CPRCm, en una población, además, no 

expuesta a inhibidores de PARP ni a platinos.  

Aunque la prevalencia de las alteraciones en genes relacionados con la reparación del 

ADN puede variar en función del área geográfica analizada, este estudio confirma que 

BRCA2 es el gen más frecuentemente alterado en una población de pacientes con CPRCm 

no seleccionada. 

La presencia de mutaciones a nivel germinal en BRCA2 tiene un impacto 

pronóstico negativo en los pacientes con CPRCm, que además puede verse condicionada 

por el tipo de tratamiento recibido en primera línea. Aunque son necesarios más estudios, 

si este hallazgo se confirma, las mutaciones germinales en BRCA2 podrían suponer el 

primer biomarcador para seleccionar el tratamiento de primera línea en CPRCm.  
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Abstract Background: Several studies have reported the association of germline BRCA2 
(gBRCA2) mutations with poor clinical outcomes in prostate cancer (PCa), but the impact of 
concurrent somatic events on gBRCA2 carriers survival and disease progression is unknown. 
Patients and methods: To ascertain the role of frequent somatic genomic alterations and 
histology subtypes in the outcomes of gBRCA2 mutation carriers and non-carriers, we cor-
related the tumour characteristics and clinical outcomes of 73 gBRCA2 and 127 non-carriers. 
Fluorescent in-situ hybridisation and next-generation sequencing were used to detect copy 
number variations in BRCA2, RB1, MYC and PTEN. Presence of intraductal and cribriform 
subtypes was also assessed. The independent impact of these events on cause-speci!c survival 
(CSS), metastasis-free survival and time to castration-resistant disease was assessed using cox- 
regression models. 
Results: Somatic BRCA2-RB1 co-deletion (41% versus 12%, p  <  0.001) and MYC ampli!-
cation (53.4% versus 18.8%, p  <  0.001) were enriched in gBRCA2 compared to sporadic 
tumours. Median CSS from diagnosis of PCa was 9.1 versus 17.6 years in gBRCA2 carriers 
and non-carriers, respectively (HR 2.12; p = 0.002), Median CSS in gBRCA2 carriers in-
creased to 11.3 and 13.4 years in the absence of BRCA2-RB1 deletion or MYC ampli!cation, 
respectively. Median CSS of non-carriers decreased to 8 and 2.6 years if BRCA2-RB1 deletion 
or MYC ampli!cation were detected. 
Conclusions: gBRCA2-related prostate tumours are enriched for aggressive genomic features, 
such as BRCA2-RB1 co-deletion and MYC ampli!cation. The presence or absence of these 
events modify the outcomes of gBRCA2 carriers. 
© 2023 Elsevier Ltd. All rights reserved.     

1. Introduction 

Prostate cancer (PCa) is a heterogeneous disease driven 
by multiple genomic events [1,2]. Alterations in BRCA2 
have been described in 3–5% of localised tumours and in 
up to 9% of metastatic PCa [1–3] being usually early 
events already present in the primary tumour [4]. Im-
portantly, half of them are germline in origin [5,6]. Both 
germline and somatic BRCA2 alterations predict fa-
vourable responses to PARP inhibitors [3,7], but while 
the prognostic implications of somatic BRCA2 altera-
tions remain unclear [8–12], germline BRCA2 
(gBRCA2) mutations have been consistently identi!ed 
as a marker of poor outcomes in PCa. gBRCA2 muta-
tions have been associated with frequent Gleason grade 
group reclassi!cation during active surveillance [8]; 
short metastasis-free survival (MFS) in patients with 
localised disease [10]; early development of castration 
resistance [11,12] and reduced cause-speci!c survival 

(CSS) [9,11,12]. The biological underpinnings of this 
aggressive behaviour have not been elucidated but could 
be related to the presence of certain histology subtypes 
and/or concurrent somatic events linked to genomic 
instability and poor PCa outcomes. gBRCA2-related 
PCa has been associated with intraductal (IDC) [13,14] 
and cribriform (CRIB) histology subtypes. [14] Copy 
number variations (CNV) predominantly deletions, are 
the most frequent genomic events in BRCA2-de!cient 
tumours [15–17]. In an earlier report, we observed an 
enrichment in somatic BRCA2, RB1 and PTEN dele-
tions and MYC ampli!cation in gBRCA2-related PCa 
using high-resolution comparative genomic hybridisa-
tion arrays [15]. A high incidence of somatic BRCA2 
loss, RB1 deletions and MYC ampli!cation in these 
tumours has also been reported by other groups  
[5,17–19]. 

However, none of the studies addressing the prog-
nostic impact and clinical implications of gBRCA2 
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mutations in PCa [9–12,20,21] have taken into con-
sideration histology subtypes or concurrent genomic 
events. 

2. Materials and methods 

2.1. Study design 

PROREPAIR-A is a multicentre observational study 
that enrolled PCa patients previously screened for 
germline mutations in DNA damage and repair (DDR) 
genes in the context of other research protocols or as 
routine clinical practice. The study includes known 
carriers and non-carriers, irrespective of disease stage at 
diagnosis. Only patients harbouring pathogenic or likely 
pathogenic variants in BRCA2 according to the 
American College of Medical Genetics and Genomics 
guidelines and ClinVar annotations were considered for 
this analysis (Suppl. Table 1). Each gBRCA2 carrier was 
initially matched with two sporadic cases (without 
germline DDR mutations) by Gleason grade group and 
presence/absence of metastases at diagnosis. Eligibility 
required availability of archival diagnostic formalin- 
!xed paraf!n-embedded (FFPE) material, baseline di-
agnostic characteristics and outcomes (Fig 1). 

The primary aim of the study was to con!rm the 
prognostic value of gBRCA2 for CSS, de!ned as time 
from diagnosis of PCa to death from the disease. 
Secondary objectives intended to establish the associa-
tion between gBRCA2 and CNV in BRCA2, RB1, 
PTEN and MYC, as well as the impact of these somatic 
events in CSS, MFS and time to castration-resistant 
disease (TTCR) for gBRCA2 carriers and non-carriers. 

The study commenced in January 2013. Patient out-
comes were retrospectively collected until July 2016 and 
prospectively collected afterwards, until the data cut-off 
in March 2020. The study was granted approval by the 
local institutional review boards at the participating sites. 

2.2. Molecular and histological characterisation of 
tumour samples 

Tumour blocks were collected under the study protocol 
and centrally reviewed by two pathologists (AGP, PGP) 
who marked tumour areas amenable for subsequent 
studies. These were prioritised according to availability 
for: i) cytogenetic studies; ii) next-generation sequen-
cing (NGS). 

We determined BRCA2, RB1, PTEN and MYC so-
matic copy number status by "uorescence in situ hy-
bridisation (FISH) using the methods previously 
described [23–25] with directly labelled bacterial arti!-
cial chromosomes from previously published assays 
and/or commercial diagnostic probes (Suppl. Figure 1). 
Then, multi-colour high-resolution images were ob-
tained from the hybridised slides using the ARIOL SL- 

50 platform (Leica) and scored by three trained opera-
tors (EC, RL, FLC) in a minimum of 100 nuclei per 
slide. BRCA2, RB1, and PTEN genes were classi!ed as 
mono- or bi-allelic loss if 1 or 2 copies were deleted in at 
least 50% of evaluable cells. MYC gain was de!ned as a 
MYC:CEP8 signal ratio of ≥ 1.5:1 and MYC ampli!-
cation as MYC:CEP8 ≥ 2.2:1 in >  20% of cells, respec-
tively [26]. 

We compared CNV in BRCA2, RB1, MYC and 
PTEN determined by FISH and NGS in samples with 
good DNA quality and quantity amenable for whole- 
exome sequencing or targeted sequencing with the UW- 
OncoPlex panel [27] (Fig. 1, Suppl. Table 2). 

Finally, two expert uropathologists (DSC and TLL) 
blinded to mutational status independently scored those 
cases with tumour tissue available (n = 151) for the 
presence of IDC and CRIB patterns with the support of 
immunostaining for basal cell markers [14]. 

2.3. Statistical methods 

The required sample size was calculated based on the 
expected odds ratio for the 10-year CSS rate in gBRCA2 
carriers and non-carriers [28]. We estimated a 10-year 
CSS rate of ≤ 40% and ≥ 70% for gBRCA2 carriers and 
non-carriers, respectively [11]. Considering a two-sided 
signi!cance level of 5%, a power of 90% and a 1 carrier: 
2 non-carriers matching ratio, at least 141 patients were 
required for the primary endpoint analysis. Initially, 240 
patients were enrolled, but tissue and/or follow up data 
were not available for 40 patients who were excluded 
from the study. Nonetheless, this attrition in cases did 
not result in signi!cant imbalances (Table 1). 

Descriptive statistics were used to summarise patients 
and samples characteristics. The association, correlation 
and concordance between germline status, presence of 
somatic CNV and histology subtypes were analysed 
using the Chi-squared test, Pearson correlation and 
Cohen’s Kappa, respectively. Other associations be-
tween patient/tumour characteristics and germline 
status were analysed using chi-squared, Mantel- 
Haenszel linear-trend or the Mann-Whitney U tests, as 
appropriate. All time-to-events were de!ned from initial 
PCa diagnosis and assessed using the Kaplan-Meier 
method. The resulting survival curves were compared 
using a log-rank test. Univariable and multivariable HR 
were calculated using Cox proportional-hazards models. 
All p values were two-sided. Analyses were performed 
using Statistical Package for the Social Sciences for 
Windows version 19 (SPSS, Chicago, IL). 

3. Results 

A total of 200 patients were included (73 gBRCA2 and 
127 non-carriers) of which 24.8% presented metastasis 
at diagnosis (28.8% carriers versus 22% non-carriers, 
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p = 0.287). The only signi!cant differences between 
carriers and non-carriers were median age at diagnosis 
(64.5 versus 62.6 years, p = 0.028) and a higher fre-
quency of T3/T4 stage among gBRCA2 carriers (31.5% 
versus 9.4%; p  <  0.001). Patients’ characteristics are 
summarised in Table 1. 

3.1. Molecular characteristics and histology of tumours 
from gBRCA2 carriers and non-carriers 

Somatic BRCA2 deletions as detected by FISH were 
present in 31 tumours from gBRCA2 carriers (42.5%, 29 
heterozygous and 2 homozygous) and 15 from non- 

Fig. 1. Study "ow-chart. CRIB = cribriform; g gBRCA2 = germline BRCA2; IDC = intraductal; PCa = prostate cancer; WES = whole 
exome sequencing. UW-OncoPlex™ Cancer gene Panel https://testguide.labmed.uw.edu/public/view/OPX. 
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Table 1 
Baseline characteristics of patients included in the study.       

Non-carriers  
(N = 127) 

gBRCA2 (N = 73) p Value  

Age at diagnosis    
Median, years (range) 64.5 

(51.1–82.7) 
62.6 (43.9–82.1)  0.028 

PSA at diagnosis    
Median, ng/mL (range) 12.9 

(1.5–578.0) 
9.0 (0–3380)  0.077 

Clinical/pathological stage    
T1/T2 115 (90.6%) 50 (68.5%)   <  0.001 
T3/T4 12 (9.4%) 23 (31.5%)  

Node involvement    
N0 122 (96.1%) 65 (89%)  0.073 
N1 5 (3.9%) 8 (11%)  

Metastases at diagnosis    
M0 99 (78.0%) 52 (71.2%)  0.287 
M1 28 (22%) 21 (28.8%)  

Gleason grade group    
≤ 3 55 (43.3%) 31 (42.5%)  0.908 
≥ 4 72 (56.7%) 42 (57.5%)  

Local treatment    
No primary therapy 25 (19.7%) 22 (30.1%)  0.137 
RP 84 (66.1%) 37 (50.7%)  
RT 18 (14.2%) 11 (15.1%)  
Unknown 0 3 (4.1%)  

Somatic BRCA2 deletion by FISH    
No alteration 112 (88.2%) 40 (54.8%)   <  0.001 
BRCA2 deletion 15 (11.8%) 31 (42.5%)  

Heterozygous 13 (10.2%) 29 (39.7%)  
Homozygous 2 (1.6%) 2 (2.7%)  

Undetermined 0 2 (2.7%)  
RB1 status by FISH    

No alteration 100 (78.7%) 33 (45.2%)   <  0.001 
RB1 deletion 27 (21.3%) 40 (54.8%)  

Heterozygous 18 (14.2%) 36 (49.3%)  
Homozygous 9 (7.1%) 4 (5.5%)  

BRCA2-RB1 co-deletion by FISH    
No 100 (78.7%) 32 (43.8%)   <  0.001 
BRCA2 deletion only 0 1 (1.4%)  
RB1 deletion only 12 (9.4%) 8 (11.0%)  
BRCA2-RB1 co-deletion 15 (11.8%) 30 (41.1%)  
Undetermined 0 2 (2.7%)  

MYC status by FISH    
No alteration 103 (81.1%) 32 (43.9%)   <  0.001 
MYC ampli#cation 12 (9.4%) 35 (47.9%)  
MYC gain 12 (9.4%) 4 (5.5%)  
Undetermined 0 2 (2.7%)  

PTEN status by FISH    
No alteration or heterozygous 

deletion 
93 (73.2%) 46 (63.1%)  0.213 

PTEN homozygous deletion 34 (26.8%) 25 (34.2%)  
Undetermined 0 2 (2.7%)  

Histology features (n = 151) (n = 99) (n = 52)  
Intraductal 45 (45.5%) 21 (40.4%)  0.550 
Cribriform 44 (44.4%) 28 (53.8%)  0.272 
Intraductal and/or cribriform 56 (56.6%) 30 (57.7%)  0.894 

Percentage distribution across each variable include patients with unknown or missing values who were excluded for statistical hypothesis testing 
patients. 
FISH, $uorescence in situ hybridisation; gBRCA2, germline BRCA2; N/A, not applicable; PSA, prostate-speci#c A antigen; RP, radical pros-
tatectomy; RT, radiotherapy.  
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carriers (11.8%, 13 heterozygous and 2 homozygous) 
(p  <  0.001). RB1 deletions (54.8% versus 21.3%, 
p  <  0.001) and MYC ampli!cation (53.4% versus 
18.8%, p  <  0.001) were also more frequent in gBRCA2 
than in sporadic tumours (Table 1). 

BRCA2 and RB1 were frequently co-deleted in all 
groups. In 49 out of 51 tumours with somatic BRCA2 
deletion a concurrent RB1 deletion was noted, with a 
strong correlation between these two alterations 
(p = 0.001, concordance Kappa index 0.74, Suppl. 
Table 3). BRCA2-RB1 co-deletion was more frequent in 
gBRCA2 than in sporadic tumours (41.1% versus 11.8%, 
p  <  0.001) (Table 1). Primary tumours of patients pre-
senting with metastatic disease at diagnosis (from car-
riers and non-carriers) were enriched for somatic 
BRCA2-RB1 co-deletion (34% versus 21%, p  <  0.01) 
and MYC ampli!cation (42% versus 16%, p  <  0.001) 
compared with those who presented with localised dis-
ease (Suppl. Figure 2). 

The concordance in CNV detected by FISH and 
NGS was analysed in a subset of 30 tumours using the 
Cohen’s Kappa concordance index. Kappa’s linear 
weighted values ranged from substantial to almost per-
fect agreement for the genes explored: 0.801 (IC 95% 
0.584–1.000) for somatic BRCA2 deletions, 0.708 (IC 
95% 0.483–0.934) for RB1 deletions, 0.694 (IC 95% 
0.483–0.905) for PTEN deletions and 0.627 (IC 95% 
0.350–0.904) for MYC alterations (Suppl. Table 2). 

The presence of IDC and CRIB patterns was assessed 
in 151 tumours (52 gBRCA2 and 99 sporadic tumours). 
IDC and/or CRIB were present in 57.7% of gBRCA2 
and 56.6% of sporadic tumours. IDC was frequently 
associated with somatic PTEN loss, whilst CRIB was 
associated with somatic BRCA2 and RB1 loss as well as 
MYC ampli!cation (Suppl. Table 3). IDC and/or CRIB 
morphologies were signi!cantly more frequent in tu-
mours with the BRCA2-RB1 co-deletion (67.6% versus 
41.9%, p = 0.008). 

3.2. Clinical outcomes based on gBRCA2 status 

After a median follow-up of 12.0 years (95% CI, 
11.5–12.6), 86 PCa-related deaths occurred: 45 in 
gBRCA2 carriers and 34 in non-carriers. At the time of 
data cut-off, 142 patients (excluding censored carriers 
and non-carriers) were eligible for the primary endpoint 
analysis. The 10-year CSS rate was signi!cantly inferior 
in gBRCA2 patients than in non-carriers (26.8% versus 
66.1%, p  <  0.001). Median CSS from diagnosis of PCa 
was signi!cantly shorter in gBRCA2 carriers than in 
non-carriers when all patients were considered (9.1 
versus 17.6 years; HR 2.12; 95% CI 1.33–3.33; 
p = 0.002), but also when the analysis was limited to M0 
patients (11.3 years versus not-reached, HR 3.71 95%CI 
1.87–7.36, p  <  0.001) (Table 2, Fig. 2). 

During the follow-up, 29.8% of patients with M0 
disease at diagnosis developed metastases. This occurred 

signi!cantly earlier in gBRCA2 carriers (8.6 years versus 
not-reached, HR 3.94 95%CI 2.12–7.32, p  <  0.001). 
Likewise, TTCR was shorter in gBRCA2 carriers (8.8 
years versus not-reached, HR 1.88, 95%CI 1.20–2.96; 
p = 0.005 (Table 2, Fig. 2). 

3.3. Clinical outcomes based on somatic alterations and 
histology subtypes 

Somatic BRCA2, RB1 deletions, BRCA2-RB1 co-dele-
tion, as well as MYC ampli!cation and MYC gain de-
termined by FISH were signi!cantly associated with 
shorter CSS and TTCR in the univariate analysis of the 
entire study population (gBRCA2 and sporadic tu-
mours). Likewise, these genomic events and PTEN loss 
were also correlated with CSS, TTCR and MFS in the 
group of patients with localised disease at diagnosis 
(Table 2, Suppl. Table 5). Similar association with poor 
outcomes, in the entire cohort and in patients with lo-
calised disease only was observed in cases with either 
IDC or CRIB patterns (Table 2, Suppl. Table 5). 

3.4. Multivariable cox-regression analyses 

Multivariable analyses (MVA) con!rmed the in-
dependent prognostic value of gBRCA2 mutations as 
predictor of CSS (HR 3.92, p = 0.009) in the entire co-
hort. Other variables independently associated with 
shorter CSS were somatic BRCA2-RB1 co-deletion (HR 
4.0, p = 0.009), MYC ampli!cation (HR 2.57, 
p = 0.037), metastasis at diagnosis (HR 12.37, 
p  <  0.001) and Gleason grade group ≥ 4 (HR 6.0, 
p  <  0.001) (Table 3). Among M0 patients, gBRCA2 
(HR 6.30, p = 0.009), BRCA2-RB1 codeletion (HR 7.49, 
p = 0.004) and Gleason grade group≥ 4 (HR 7.85, 
p = 0.001) were also associated CSS. IDC and CRIB 
patterns were not associated with CSS in the MVA 
(Suppl. Table 6). 

Independent prognostic factors for MFS in the M0 
cohort included gBRCA2 mutations (HR 5.56, 
p  <  0.001), somatic BRCA2-RB1 co-deletion (HR 5.99, 
p  <  0.001) Gleason grade group ≥ 4 (p = 0.001), T3/T4 
(p = 0.019), N1 (HR 2.63, p = 0.029) and CRIB (HR 
3.78, p = 0.028) gBRCA2 mutations (HR 3.73,p = 0.011) 
and BRCA2-RB1 co-deletion (HR 2.92 p = 0.048) also 
predicted shorter TTCR. Other poor prognostic factors 
for TTCR included Gleason grade group ≥ 4 (HR 2.72, 
p = 0.002), high PSA levels at diagnosis (HR 2.72 
p = 0.021) and metastatic stage (9.38, p  <  0.001) 
(Table 3, Supl.Table_5). 

3.5. Impact of somatic BRCA2-RB1 co-deletion and 
MYC ampli!cation on Cause Speci!c Survival by 
gBRCA2 status 

As both, BRCA2-RB1 co-deletion and MYC ampli!-
cation, were independently associated with shorter CSS, 
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we analysed whether these somatic events may affect the 
outcomes of PCa patients by gBRCA2 status. 

Among gBRCA2 patients the presence of somatic 
BRCA2-RB1 co-deletion (6.3 versus 11.3 years, 
p = 0.041, Fig. 3A) or MYC ampli!cation (6.0 versus 
13.4 years, p  <  0.001, Fig. 3B) was associated with 
shorter CSS. Similar associations were also noted in the 
non-carrier population for BRCA2-RB1 co-deletion (8 
years versus NR years, p  <  0.001, Fig. 3C) and MYC 
ampli!cation (2.6 years versus NR, p  <  0.001, Fig. 3D). 

4. Discussion 

Our results con!rm the negative prognostic value of 
gBRCA2 mutations for MFS, TTCR and CSS and the 
enrichment of somatic BRCA2 loss, RB1 loss, BRCA2- 
RB1 co-deletion and MYC ampli!cation in gBRCA2- 
related PC, suggesting that gBRCA2 mutations as-
sociate with an aggressive tumour genotype. 
Importantly, we have observed that the presence/ab-
sence of concurrent genomic events modify the prog-
nosis of gBRCA2 carriers. Median CSS of gBRCA2 
carriers in our series was 9.1 years, but it rose to 11.3 

and 13.4 years in the absence of BRCA2-RB1 deletion 
or MYC ampli!cation, respectively. Likewise, median 
CSS in non-carriers was 17.6 years, but decreased to 8 
and 2.6 years if BRCA2-RB1 co-deletion or MYC am-
pli!cation were detected. Our data suggest that the 
outcomes of carriers and non-carriers seem to be re-
markably more similar when tumour variables asso-
ciated with aggressive PCa phenotypes are considered. 

BRCA2 and RB1 are located on chromosome 13q, 
16 Mb apart, and concomitant deletion (homozygous 
and heterozygous) of the two genes is frequently re-
ported in PCa [19,29]. BRCA2-RB1 co-deletion has been 
associated with aggressive biology and enhanced 
genome instability in pre-clinical models [24]. Here, we 
show for the !rst time that this event correlates with 
shorter CSS, MFS and TTCR in PCa and that it is 
signi!cantly more frequent in gBRCA2-related tumours. 

Risbridger et al. [13] have described an increased in-
cidence of IDC in gBRCA2-related PCa that we were 
not able to con!rm in a larger series [14], although we 
noted an association between the presence of IDC and/ 
or CRIB histologies and bi-allelic BRCA2 alterations 
regardless of their somatic or germline origen [14]. In the 

Fig. 2. Cause-speci!c survival (CSS), metastases-free survival (MFS) and time to castration-resistant disease (TTCR) from diagnosis of 
prostate cancer in gBRCA2 mutation carriers and non-carriers. Kaplan-Meier curves in gBRCA2 versus non-carriers for: (A) CSS; (B) 
CSS in M0 patients; (C) TTCR; (D) MFS in M0 patients. gBRCA2 = germline BRCA2; M0 = patients with no evidence of distant 
metastases at diagnosis. 
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current study, we have observed that IDC and CRIB 
patterns are enriched in tumours with BRCA2-RB1 co- 
deletion or with MYC ampli!cation in both carriers and 
non-carriers. All these !ndings are in line with previous 
reports of an association between genomic instability 
and presence of IDC and CRIB in PCa [30]. Further-
more, IDC and CRIB histologies are poor prognosis 
factors in PCa [31] and Risbridger et al. [13] have al-
ready reported a negative impact of IDC on the survival 
of gBRCA2 carriers. In our series, IDC and CRIB were 
both related with shorter CSS, MFS and TTCR in the 
univariate analysis; however, these associations did not 
remain signi!cant when other factors, such as BRCA2- 
RB1 co-deletion and MYC ampli!cation, were con-
sidered in the multivariate analyses. 

It has consistently been reported that 30−50% of 
archival FFPE samples fail NGS [32] and copy number 
calling is challenging in plasma samples with low cir-
culating free DNA tumour fractions [33]. Thus, different 
approaches for genomic tumour pro!ling need to be 
explored. Before NGS became broadly available, FISH 
was routinely used to assess CNV and it was the method 

of choice to validate copy number calls in early NGS 
studies [22]. FISH has recently been used to assess RB1 
CNVs [23] and BRCA2-RB1 co-deletion [24]. Using 
FISH, we have been able to analyse CNV in the genes of 
interest in 94% of our samples. Concordance between 
NGS and FISH is affected by multiple parameters, in-
cluding sequencing read depth and the variation size. 
We compared FISH and NGS results in a subset of 
tumours (n = 30), and found a strong concordance be-
tween both methods for the detection of BRCA2 dele-
tions and BRCA2-RB1 co-deletion. This observation 
warrants further study as FISH could be a simple, fast 
and low-cost technique to identify BRCA2 gene dele-
tions which could be missed with other analytical ap-
proaches such as NGS from circulating tumour DNA if 
the tumour fraction is low. 

Previous reports have described CNV as the most 
frequent event in gBRCA2-related PCa with enrichment 
in BRCA2 and RB1 deletions and MYC ampli!cation  
[15–17]. A limitation of our study is that we did not 
analyse other alterations in these genes that could also 
result in a loss of function. Furthermore, an assessment 

Fig. 3. Cause-speci!c survival (CSS) from diagnosis of prostate cancer in gBRCA2 carriers and non-carriers by somatic BRCA2-RB1 co- 
deletion and MYC ampli!cation. Kaplan-Meier curves for CSS: (A) gBRCA2 carriers with and without somatic BRCA2-RB1 co-deletion; 
(B) gBRCA2 carriers with and without MYC ampli!cation; (C) non-carriers with and without somatic BRCA2-RB1 co-deletion; (D) non- 
carriers with and without MYC ampli!cation. amp = ampli!cation; co-del = co-deletion; gBRCA2 = germline BRCA2; NC = non-carriers. 
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of global genomic instability would have been required 
for a more accurate analysis of the associations and 
correlations between genomic events. Future studies will 
be needed to understand how other tumour events affect 
the outcomes of gBRCA2 carriers (i.e. TP53 mutations  
[35], methylation patterns [17]). 

In conclusion, our data suggest that the PCa out-
comes of gBRCA2 carriers are in!uenced by the pre-
sence/absence of concurrent tumour events known to 
impact PCa prognosis. When these events are con-
sidered, the prognosis of gBRCA2 carriers and non- 
carriers seem to be more alike than previously reported. 
Integration of germline and somatic information would 
re"ne prognosis estimations and may contribute to de-
sign personalised management strategies for gBRCA2 
mutation carriers diagnosed with PCa. 
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2.1. Resumen en castellano 

“Impact of concurrent tumour events on the prostate cancer outcomes of germline 

BRCA2 mutation carriers” 

 

Introducción, objetivos y metodología: Diferentes estudios han puesto de 

manifiesto que la presencia de mutaciones germinales en BRCA2 (gBRCA2) está asociada 

con un peor pronóstico en pacientes con cáncer de próstata. El racional biológico de este 

comportamiento agresivo no está totalmente dilucidado, aunque podría estar relacionado 

con la presencia de determinados eventos somáticos asociados a la inestabilidad 

genómica que presentan los tumores gBRCA2. Resultados previos han demostrado que 

estos tumores gBRCA2 están enriquecidos en eventos somáticos como la deleción de 

BRCA2, RB1 y PTEN o la amplificación de MYC. Sin embargo, hasta el momento, se 

desconoce el impacto que puede suponer la presencia de otras mutaciones somáticas 

concurrentes en la supervivencia de pacientes gBRCA2. 

 

PROREPAIR-A es un estudio observacional multicéntrico en el cual han 

participado 12 centros a nivel internacional. Se incluyeron pacientes con cáncer de 

próstata, tanto localizado como avanzado, con confirmación histológica y estado de 

mutación germinal para genes relacionados con la reparación del ADN previamente 

testado y conocido. Cada caso portador de mutación germinal en BRCA2 fue inicialmente 

emparejado con 2 controles esporádicos (no portadores de alteraciones en genes 

relacionados con la reparación del ADN) en base al grupo de Gleason y la 

presencia/ausencia de enfermedad metastásica al diagnóstico. La disponibilidad de tejido 

tumoral fijado en formalina e incluido en parafina, así como información sobre las 

características clínico-patológicas al diagnóstico fueron requisitos de elegibilidad.  

El objetivo principal del estudio fue confirmar el valor pronóstico negativo de gBRCA2 

para la supervivencia causa-específica en pacientes con cáncer de próstata. Los objetivos 

secundarios fueron establecer la asociación entre mutaciones germinales en BRCA2 y las 

variaciones en el número de copias (CNV por sus siglas en inglés: copy number variation) 

en los genes BRCA2, RB1, PTEN y MYC, así como analizar el impacto de estas 

alteraciones somáticas en la supervivencia causa-específica, la supervivencia libre de 

metástasis y el tiempo a la resistencia a castración en pacientes gBRCA2 versus no 

portadores.  
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La determinación somática de BRCA2, RB1, PTEN y MYC se realizó mediante 

hibridación in situ fluorescente (FISH, fluorescence in situ hybridisation).  

 

Resultados: Se incluyeron un total de 200 pacientes (73 gBRCA2 y 127 no 

portadores). Los tumores de pacientes portadores de gBRCA2 presentaron un mayor 

porcentaje de eventos somáticos en comparación con los no portadores. La pérdida de 

BRCA2 y RB1 de forma conjunta fue muy frecuente en ambos grupos de pacientes (en 49 

de 51 tumores con pérdida somática de BRCA2 se observó pérdida concurrente de RB1, 

con una correlación fuerte [p=0.001; índice Kappa de concordancia de 0,74]). La co-

deleción de BRCA2-RB1 (41% vs 12%, p<0,001) y la amplificación de MYC (53,4% vs 

18,8%, p<0,001) se observaron de forma más frecuente en los tumores gBRCA2 en 

comparación con los no portadores. De igual manera, estas alteraciones se observaron de 

forma más frecuente en pacientes con enfermedad metastásica de novo en comparación 

con enfermedad localizada al diagnóstico (co-pérdida de BRCA2-RB1; 34% vs 21%; 

p<0,01; amplificación de MYC; 42% vs 16%, p<0,001).  

Tras una mediana de seguimiento de 12 años, la mediana de supervivencia causa-

específica fue de 9,1 años para los pacientes gBRCA2 frente a 17,6 años en no portadores 

(HR 2,12; p=0,002). De igual manera, la supervivencia libre de metástasis y el tiempo a 

la resistencia a la castración fueron significativamente más cortos en pacientes gBRCA2 

frente a no portadores (HR 3,94; IC95% 2,12-7,32; p<0,001; HR 1,88; IC95% 1,20-2,96; 

p=0,005, respectivamente). El análisis multivariable confirmó que la presencia de 

mutaciones gBRCA2 es un factor pronóstico independiente para la supervivencia causa-

específica (HR 3,02; p=0,009). La co-deleción somática de BRCA2-RB1 (HR 4,0; 

p=0,009) y la amplificación de MYC (HR 2,57; p=0,037) también fueron variables 

asociadas de forma independiente con la supervivencia causa-específica. Por ello, se 

analizó el impacto que podrían suponer estos eventos somáticos en el pronóstico de 

pacientes gBRCA2. En estos pacientes (gBRCA2) la presencia de la co-pérdida somática 

de BRCA2-RB1 (6,3 vs 11,3 años, p=0,041) o la amplificación de MYC (6,0 vs 13,4 años, 

p<0,001) se asociaron de forma significativa a una menor supervivencia causa-específica. 

De igual forma, estas alteraciones somáticas se asociaron a peor pronóstico en pacientes 

no portadores.  

 

Conclusiones: Los tumores de pacientes portadores de mutaciones germinales en 

BRCA2 presentan un mayor porcentaje de alteraciones somáticas que implican un 
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comportamiento clínico más agresivo, como son la co-deleción de BRCA2-RB1 y la 

amplificación de MYC. La presencia o ausencia de estas alteraciones somáticas modifica 

el pronóstico de los pacientes gBRCA2, por tanto, es importante integrar la información 

de análisis germinal y somático para determinar el pronóstico de los pacientes con cáncer 

de próstata portadores de alteraciones gBRCA2.  
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Abstract Background: Intraductal (IDC) and cribriform (CRIB) histologies in prostate can-
cer have been associated with germline BRCA2 (gBRCA2) mutations in small retrospective
series, leading to the recommendation of genetic testing for patients with IDC in the primary
tumour.
Patients and methods: To examine the association of gBRCA2 mutations and other tumour
molecular features with IDC and/or cribriform (CRIB) histologies, we conducted a case
econtrol study in which primary prostate tumours from 58 gBRCA2 carriers were matched
(1:2) by Gleason Grade Group and specimen type to 116 non-carriers. Presence/absence of
IDC and CRIB morphologies was established by two expert uropathologists blinded to
gBRCA2 status. Fluorescent in-situ hybridization (FISH) and next-generation sequencing
(NGS) were used to detect BRCA2 alterations, PTEN deletions and TMPRSS2-ERG fusions.
Chi-squared tests were used to compare the frequency of IDC and CRIB in gBRCA2 carriers
and controls and to assess associations with other variables. Logistic regression models were
constructed to identify independent factors associated with both histology patterns.
Results: No significant differences between gBRCA2 carriers and non-carriers were observed
in the prevalence of IDC (36% gBRCA2 versus 50% non-carriers, p Z 0.085) or CRIB (53%
gBRCA2 versus 43% non-carriers p Z 0.197) patterns. However, IDC histology was indepen-
dently associated with bi-allelic BRCA2 alterations (OR 4.3, 95%CI 1.1e16.2) and PTEN ho-
mozygous loss (OR 5.2, 95%CI 2.1e13.1). CRIB morphology was also independently
associated with bi-allelic BRCA2 alterations (OR 5.6, 95%CI 1.7e19.3).
Conclusions: While we found no association between gBRCA2 mutations and IDC or CRIB
histologies, bi-allelic BRCA2 loss in primary prostate tumours was significantly associated
with both variant morphologies, independently of other clinical-pathologic factors.
ª 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Aberrations in BRCA2, either germline or somatic, have
been described in about 10% of prostate tumours [1e3].
Both type of alterations predict response to poly
ADP(ribose)-polymerase (PARP) inhibitors [2,4] while
germline BRCA2 (gBRCA2) mutations have also been
associated with poor prostate cancer outcomes [5]. A
strong family history of breast, ovarian and/or prostate
cancer is the principal feature to suspect a gBRCA2
mutation; however, such family background is missing
in a significant proportion of prostate cancer patients
found to carry an inherited mutation in BRCA2 [6e8].
Identifying gBRCA2 in prostate cancer patients is not
only relevant for managing the disease but also for the
prevention and early diagnosis of tumours in relatives
who may have inherited the mutation and consequently
present an increased cancer risk. Although a universal
testing strategy would identify most BRCA2 carriers, the
resources required for such approach make it unfeasible
for most healthcare systems at present. Therefore,
identifying histologic and clinical characteristics clearly
associated with gBRCA2 mutations would be crucial for
the optimization of germline testing algorithms.

Intraductal carcinoma (IDC) has been reported to be
more common in prostate tumours associated with
germline mutations in BRCA2 and other DDR genes
compared with sporadic prostate cancers [9e11]. IDC

has often been under-reported due to the difficulty of
distinguishing IDC from other lesions such as cribriform
(CRIB) histology without ancillary immunohistochem-
istry assays. However, a recent review found IDC to be
increasingly prevalent in cohorts with low-risk (2%),
intermediate-risk (23%) and high-risk (37%) localised
prostate cancer as well as metastatic disease (56%) [12].
IDC and CRIB histology are independent prognostic
factors for poor clinical outcomes [13e16] and should be
included in routine pathologic assessment of primary
prostate cancer [17,18].

Although the evidence available is still limited, the
revised clinical guidelines of the National Comprehen-
sive Cancer Network (NCCN) [19] and the Philadelphia
Prostate Cancer Consensus Conference [20] already
advise genetic testing on all prostate cancer patients with
IDC and CRIB histologies in the primary tumour,
regardless of tumour stage or family history of cancer.
To provide further evidence for (or against) this
recommendation, we conducted a prospective
caseecontrol study in which two expert uropathologists
blinded to gBRCA2 status reviewed the presence/
absence of IDC and/or CRIB variants in 174 primary
prostate tumours, one-third of which were from
gBRCA2 carriers and two-thirds of which were from
non-carriers. We also explored other clinical and mo-
lecular characteristics potentially associated with IDC
and CRIB morphology.
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2. Methods

2.1. Study design and patients

This is a caseecontrol study that included prostate
cancer patients previously screened for gBRCA2 muta-
tions. ‘Cases’ were patients with known deleterious
mutations in gBRCA2 enrolled in the PROREPAIR-A

study [21]. These cases were matched 1:2 with ‘con-
trols’ by specimen type (prostatectomy versus core-
biopsy) and by Gleason Grade Group (!Grade Group
3, "Grade group 4) identified from the PROREPAIR-B
[8] or PROREPAIR-C studies, which included prostate
cancer patients with metastatic castration-resistant and
localised disease, respectively (Fig. 1). Controls were
prostate cancer patients found not to carry any germline

Fig. 1. Case-control study flow diagram. All PROREPAIR studies were initiated simultaneously in January 2013. PROREPAIR-A [21] is

an ambispective study that enrolled prostate cancer patients known to carry a germline mutation in BRCA1, BRCA2 or another DDR

genes. PROREPAIR-B [8] is a prospective study in which patients with unknown mutational status were enrolled at diagnosis of mCRPC.

PROREPAIR-C enrolled men with high-risk localized prostate cancer treated with radical prostatectomy or radiotherapy between

January 2009 and December 2014, and followed them prospectively. Abbreviations: PrCa e prostate cancer; mCRPC e metastatic

castration-resistant prostate cancer; gDDR e germline mutation in DNA damage repair genes; gBRCA2þ e germline BRCA2 mutation

carrier; H-E $ hematoxylineeosin staining; IHC e immunohistochemistry; core-bx e FFPE prostatic core biopsy; Prost. e FFPE

prostatectomy blocks; IDC e intraductal; CRIB e cribiform; FISH e fluorescent in-situ hybridization; Ca/Co e cases/controls; LP-WGS

e low-pass whole genome sequencing; aCGH e array comparative genomic hybridization (aCGH); WES e whole exome sequencing.
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mutation in BRCA2 or in any other DDR genes using a
targeted sequencing panel previously described [8]. The
current analysis was approved by the regulatory au-
thorities and by institutional review boards at the cen-
ters participating in PROREPAIR-A, -B and -C.

Archival diagnostic formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) material from biopsies or prostatec-
tomies of primary prostate tumours were centrally
reviewed by three different pathologists (AGP, JDP, IG)
who marked slides amenable for the molecular and
genomic studies detailed below.

2.2. Intraductal and cribriform morphology scoring

Two expert uropathologists not involved in the PRO-
REPAIR studies (DCS and TL) and blinded to patients’
gBRCA2 status, examined hematoxylin and eosin-
stained sections from the FFPE blocks used for FISH
and/or sequencing studies. They independently scored
each case for the presence/absence of IDC and/or CRIB
morphologies based on previously published morpho-
logical criteria [22]. The percentage of IDC/CRIB was
calculated as the estimate of combined IDC/CRIB ar-
chitecture contained in the total amount of tumour.
Immunohistochemistry for basal cell markers was
manually performed for histologic confirmation of
presence/absence of IDC (either p63 immunostaining,
ab735, Abcam, mouse, 1:200 or anti-cytokeratin 14
antibody, clone LL002, SigmaeAldrich, mouse, 1:1000).

2.3. Molecular characterization of tumour samples

Somatic BRCA2 alterations, PTEN losses and
TMPRSS2-ERG rearrangements were interrogated by
FISH, prioritizing BRCA2 analyses if tissue was scarce.
FISH studies were conducted as previously described
[23,24] using directly labeled BAC and/or commercial
probes for BRCA2, PTEN and TMPRSS2-ERG. Sec-
tions were scanned using an Ariol SL-50 scanner
(Leica). Tumour areas were independently scored for
PTEN loss and TMPRSS2-ERG fusions according to
previously described criteria [24,25] by two trained in-
vestigators (RL, EC). BRCA2 genomic deletion was
defined as the loss of one signal in at least 50% of a
minimum of 100 evaluable cells. Loss of both signals
was considered biallelic BRCA2 loss. Tumours from
gBRCA2 carriers with genomic deletion of the second
allele were considered to have a bi-allelic BRCA2 loss,
otherwise gBRCA2 tumours were classified as mono-
allelic BRCA2 loss.

In all but eight samples, the BRCA2 status deter-
mined by FISH was verified by either low-pass whole
genome sequencing or array comparative genomic hy-
bridization. In a subset of 60 samples, these results were
also confirmed by whole exome sequencing or a CLIA-
grade targeted gene panel (FoundationOne or UW-
OncoPlex).

2.4. Statistical methods

No formal statistical sample size calculation was con-
ducted. The study sample size was determined by the
number of eligible gBRCA2 tumours that could be
matched by the pre-specified criteria in a 1:2 ratio with
eligible controls.

Descriptive statistics were used to summarise patient
and sample characteristics. The prevalence of IDC and
CRIB variants in prostate cancer tumours from cases
and controls were compared using chi-squared tests.
Other associations between patient/tumour characteris-
tics and gBRCA2 status, and IDC-CRIB histology
variants, were analyzed using the chi-squared test,
ManteleHaenszel linear-trend test, or the
ManneWhitney U test, as appropriate. Multivariable
logistic regression analysis (MVA) models were used to
assess independent significant associations with IDC
and/or CRIB features. These models included the
matching variables, those variables associated to IDC,
CRIB and gBRCA2 status and any other variant un-
balanced between arms and may act as potential con-
founding factors. All P values were two-sided. Statistical
Package for the Social Sciences for Windows version 19
(SPSS, Chicago, IL) was used.

3. Results

A total of 174 primary prostate tumours were reviewed,
including 58 from gBRCA2 mutation carriers (cases)
and 116 from non-carriers (controls). Prostatectomies
represented 78.0% of the samples analyzed, and 51.7%
of tumours were Gleason Grade Group !4. gBRCA2
carriers were slightly younger than non-carriers at
diagnosis (61.3 versus 63.9 years, p Z 0.004). No dif-
ferences were observed in median PSA levels at diag-
nosis between the two groups (12.1 versus 9.3 ng/ml,
p Z 0.236). T3-4 tumours were more frequent in
BRCA2 carriers than in non-carriers (31% versus 10.3%,
p < 0.001). Nodal (12.1% versus 4.3%, p Z 0.057) and
distant metastases (24.1% versus 16.4%) were more
often present at diagnosis in gBRCA2 carriers, but the
differences were not statistically significant (Table 1).

3.1. Cases versus controls: Intraductal, cribriform and
other molecular characteristics

After independent blinded histopathological review
(Fig. 2), our study did not find a significant association
between gBRCA2 mutations and IDC or CRIB features
(Table 1). Briefly, IDC features were identified in 36.2%
of gBRCA2 carriers and 50% of non-carriers
(p Z 0.085), while CRIB morphology was present in
53.4% and 43.1% of carriers and non-carriers, respec-
tively (p Z 0.197). IDC and/or CRIB was observed in
56.6% of carriers and 62.1% of controls (p Z 0.660).
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When the analysis was limited to cases with !30% IDC/
CRIB [26], these patterns were identified in 24.1% of
both, gBRCA2 and controls (Suppl. Table 1). We
explored the value of different percentages of IDC/
CRIB as cut-offs to predict gBRCA2. The resulting area
under the ROC curve (AUC) was 52.4% (95%CI
43.0%e61.9%) (Suppl. Fig. 1). No correlations were
either found between IDC and/or CRIB morphologies
and the position and type of germline BRCA2 mutations
(Suppl. Table 2).

As expected, somatic BRCA2 alterations, both mono-
(49.0% versus 2.7%) and bi-allelic (51.0% versus 15.3%;
p < 0.001) were more frequent in gBRCA2 than in
controls. In our series, PTEN homozygous loss was also
more frequent in gBRCA2 tumours than in controls

(41.8% versus 26.5%, p Z 0.046). The prevalence of
TMPRSS2-ERG rearrangements did not differ between
the two groups (54.9% gBRCA2 versus 52.5%,
p Z 0.820).

3.2. Characteristics of Intraductal and cribriform tumours

IDC and CRIB histologies were present in 45.4%
and 46.6% of all samples, respectively (Table 2),
without significant differences by specimen type.
IDC features were more frequent in tumours with
Gleason Grade Group !4 than Grade Groups 1e3
(p Z 0.013).

A gBRCA2 mutation was present in 26.6% of tu-
mours with IDC (Table 2) and 32% of those with

Table 1
Characteristics of all patients and tumours included in the study.

gBRCA2 carriers n Z 58 Non-carriers N Z 116 P value

Age at diagnosis
Median, years (range) 61.3 (43.9e77.3) 64.0 (44.7e82.7) p Z 0.004

PSA at diagnosis
Median, ng/mL (range) 9.3 (0.5e3380) 12.1 (1.5e198) p Z 0.236

Gleason Grade Groupa

1/2/3 28 (48.3%) 56 (48.3%) p Z 1.0
!4 30 (51.7%) 60 (51.7%)

Tumour size
T1 3 (5.2%) 28 (24.1%) P < 0.001
T2 37 (63.8%) 74 (63.8%)
T3 16 (27.6%) 12 (10.3%)
T4 2 (3.4%) 0
Unknown 0 2 (1.7%)

Node involvement
N0 51 (87.9%) 111 (95.7%) p Z 0.057
N1 7 (12.1%) 5 (4.3%)

Metastases at diagnosis
M0 44 (75.9%) 97 (83.6%) p Z 0.218
M1 14 (24.1%) 19 (16.4%)

Specimena

Biopsy 13 (22.4%) 26 (22.4%) p Z 1.0
Prostatectomy 45 (77.6%) 90 (77.6%)

Intraductal histology (IDC)
Yes 21 (36.2%) 58 (50%)
No 37 (63.8%) 58 (50%) p Z 0.085

Cribriform histology (CRIB)
Yes 31 (53.4%) 50 (43.1%)
No 27 (46.6%) 66 (56.9%) p Z 0.197

IDC and/or CRIB %
!30% 14 (24.1%) 28 (24.1%)
Median % (range) 10% (0e100) <10% (0e100) p Z 1.0

BRCA2 alteration in primary tumour
No 0 91 (78.4%) p < 0.001
Monoallelic (LOH, gBRCA2) 24 (41.4%) 3 (2.6%)
Biallelic (LOHþgBRCA2 or bi-allelic del) 25 (43.1%) 17 (14.7%)
Undetermined 9 (15.5%) 5 (4.3%)

PTEN status in primary tumour
PTEN þ (normal/heterozygous loss) 32 (55%) 83 (71.6%) p Z 0.046
PTEN # (homozygous loss) 23 (39.6%) 30 (25.9%)
Undetermined 3 (5.2%) 3 (2.5%)

Percentage distribution across each variable include unknown or missing patients; however, for statistical hypothesis testing patients with missing
or unknown values were excluded.
Abbreviations: gBRCA2 e germline BRCA2 mutation carriers; LOH e loss of heterozygosity; del e deletion.
a Gleason Grade Group and specimen were matching variables.
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IDC and/or CRIB histologies (Suppl. Table 1). Bi-
allelic somatic, or somatic plus germline, BRCA2
alterations were significantly more prevalent in tu-
mours with IDC than without IDC (42.7% versus
11.8%, p < 0.001). PTEN homozygous loss was
present in almost half of cases with IDC features
(48.7%) compared with 16.8% of tumours without
such histology (p < 0.001). Taken together, the uni-
variable Odds Ratio of IDC versus no-IDC was
higher in tumours with bi-allelic BRCA2 alterations
(OR 5.1, 95%CI 1.9e13.5), PTEN loss (OR 5.1, 95%
CI 2.1e12.6) or both (OR 23.0, 95%CI 4.9e107.2),
compared with those without any of these alterations.
CRIB morphology (Table 2) was significantly more
frequent in tumours with Gleason Grade Group ! 4
(p Z 0.002), higher serum PSA at diagnosis
(p Z 0.005) and higher T stage (p Z 0.005). In
addition, bi-allelic BRCA2 alterations were also
associated with higher probability of CRIB histology
(45.2% versus 10.3%, p < 0.001). Conversely, PTEN
homozygous loss (p Z 0.265) or TMPRSS2-ERG
fusion (p Z 0.696) were not associated with CRIB
features.

MVA models (Table 3) confirmed the independent
association of bi-allelic BRCA2 alterations (p Z 0.031)
and PTEN homozygous loss (p < 0.001) with IDC
histology. TMPRSS2-ERG rearrangement was not
associated with IDC diagnosis (p Z 0.265). Gleason
Grade Group !4, serum PSA value above median, and
bi-allelic BRCA2 alterations were independent factors
associated with CRIB histology.

4. Discussion

We have found no association between germline BRCA2
mutations and IDC or CRIB histologies in our series, as
the prevalence of these two morphologies did not differ
between gBRCA2-related and sporadic tumours. How-
ever, bi-allelic BRCA2 loss (and homozygous PTEN
loss) in the primary prostate tumours were significantly
associated with IDC, independently of other clinical-
pathologic factors or gBRCA2 mutations. Bi-allelic
BRCA2 loss were also independently associated with
CRIB morphology.

IDC of the prostate is characterized by a lumen-
spanning and frequently expansile proliferation of
atypical prostatic epithelium within expanded prostatic
ducts and acini, with a full or partially preserved basal
cell layer [22] (Fig. 2). These features are frequently seen
with an adjacent invasive CRIB component and would
be missed without the use of basal cell markers. Several
reports on the clinical implications of IDC and or CRIB
histologies have not differentiated these two entities [18].
We scored IDC and CRIB morphologies independently,
but because in many clinical cases it may not be feasible
to distinguish IDC and CRIB, we also analyzed the
association of germline and somatic BRCA2 alterations
with the presence of IDC and/or CRIB (Table 3, Suppl.
Table 1). As these histology patterns could be missed in
biopsy samples, we also repeated the analyses consid-
ering only prostatectomy specimens (Suppl. Table 3).
None of these entities (IDC, CRIB, IDC and/or CRIB)
correlated with gBRCA2 mutations specifically.

Fig. 2. IDC and CRIB histology: Intraductal (IDC) versus cribriform (CRIB) carcinoma. IDC was distinguished from CRIB using

immmunohistochemical stains for basal cell markers, such as p63. (A) Hematoxylin and eosin image of IDC focus (arrow), which

demonstrates basal cells on p63 immunohistochemistry (B). (C) Hematoxylin and eosin-stained image of CRIB (arrow) which lacks basal

cells on p63 immunohistochemistry (D). Scale bar represents 200 mm.
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The presence of IDC/CRIB in !30% of tumour has
previously been associated with genomic instability [26],
but the use of 30% or any other percentage as cut-off did
not allow to predict the presence of a gBRCA2 mutation
(Suppl. Fig. 1).

IDC, CRIB and IDC and/or CRIB were indepen-
dently associated with bi-allelic BRCA2 loss, regardless
of the origin (somatic or germline) of these alterations.
Bi-allelic BRCA2 loss is often an early event and com-
plete BRCA2 loss of function might have the potential
to affect the tumour morphology. Tumours with a
gBRCA2 pathogenic mutation and the second allele
intact may still preserve some degree of BRCA2 function
that could, somehow, prevent IDC and CRIB histol-
ogies. A controversial correlation between the location
of truncating gBRCA2 mutations and phenotype has
been suggested in breast and ovarian cancers [27], but in

this series we were unable to identify any association
between the type and position of the gBRCA2mutations
and the presence of IDC, CRIB or BRCA2 genomic
deletion. However, it is noteworthy that none of the
three tumours carrying the pathogenic missense variant
c.8167G>C (p.D2723H) presented IDC, CRIB or
BRCA2 LOH (Suppl. Table 2).

The high prevalence of bi-allelic BRCA2 alterations
described in up to 70% of the primary prostate tu-
mours arising in germline BRCA2 mutation carriers
[28,29] may have acted as a confounding factor in
previous studies that reported and association between
IDC and gBRCA2 mutations, as these studies did not
consider somatic BRCA2 events [9,10,30]. Risbridger
et al. [9] first observed an increased incidence of IDC in
patient-derived xenografts from three gBRCA2 muta-
tion carriers. A subsequent retrospective pathology

Table 2
Characteristics of tumours with IDC and CRIB morphologies.

No IDC
n Z 95

IDC present
n Z 79

P value No CRIB
n Z 93

CRIB present
n Z 81

P value

Age at diagnosis
Median, years (range) 63.2 (43.9e82.7) 63.6 (44.7e80.2) p Z 0.987 63.0 (43.9e80.2) 63.7 (44.7e82.7) p Z 0.924

PSA at diagnosis
Median, ng/mL (range) 11.5 (0.5e561) 11.6 (2.7e3380) p Z 0.562 10.9 (0.5e442) 15.6 (2.7e3380) p Z 0.005

Type of specimen
Biopsy 24 (25.3%) 15 (19%) p Z 0.323 22 (23.7%) 17 (21%) p Z 0.674
Prostatectomy 71 (74.7%) 64 (81%) 71 (76.3%) 64 (79%)

Gleason Grade Group
Grade Group 1 18 (18.9%) 3 (3.8%) 21 (22%) 0 p Z 0.002
Grade Group 2/3 37 (38.9%) 26 (32.9%) p Z 0.013 24 (36.6%) 29 (35.8%)
Grade Group 4/5 40 (42.1%) 50 (63.3%) 38 (40.8%) 52 (64.2%)

Tumour size
T1 22 (23.2%) 9 (11.4%) 22 (23.7%) 9 (11.1%) p Z 0.005
T2 57 (60%) 54 (68.3%) p Z 0.265 61 (65.6%) 50 (61.7%)
T3 14 (14.7%) 14 (17.7%) 9 (9.7%) 19 (23.5%)
T4 2 (2.1%) 0 1 (1.1%) 1 (1.2%)
Unknown 0 2 (2.5%) 0 2 (2.4%)

Node involvement
N0 90 (94.7%) 72 (91.1%) p Z 0.351 86 (92.5%) 76 (46.9%) p Z 0.725
N1 5 (5.3%) 7 (8.9%) 7 (7.5%) 5 (6.2%)

Metastases at diagnosis
M0 80 (84.2%) 61 (77.2%) p Z 0.241 78 (83.9%) 63 (77.8%) p Z 0.306
M1 15 (15.8%) 18 (22.8%) 15 (16.1%) 18 (22.2%)

Germline BRCA2 status
Non-carrier 58 (61.1%) 58 (73.4%) p Z 0.085 66 (71%) 50 (61.7%) p Z 0.197
Carrier 37 (38.9%) 21 (26.6%) 27 (29%) 31 (38.3%)

BRCA2 alteration in primary tumour
No 51 (53.7%) 40 (50.6%) p < 0.001 59 (63.4%) 32 (39.5%) p < 0.001
Monoallelic (LOH, gBRCA2) 24 (25.3%) 3 (3.8%) 19 (20.4%) 8 (9.9%)
Biallelic
(LOHþgBRCA2, bi-allelicDel)

10 (10.5%) 32 (40.5%) 9 (9.7%) 33 (40.7%)

Undetermined 10 (10.5%) 4 (5%) 6 (6.4%) 8 (9.9%)
PTEN status in primary tumour
PTEN þ
(normal/heterozygous loss)

76 (80%) 39 (49.4%) p < 0.001 67 (72%) 48 (59.3%%) p Z 0.265

PTEN - (homozygous loss) 16 (16.8%) 37 (46.8%) 26 (28%) 27 (33.3%)
Undetermined 3 (3.2%) 3 (3.8%) 0 6 (7.4%)

Percentage distribution across each variable include unknown or missing patients; however, for statistical hypothesis testing patients with missing
or unknown values were excluded. Abbreviations: IDC e intraductal; CRIB e cribiform; gBRCA2 e germline BRCA2 mutation carriers; LOH e
loss of heterozygosity; Del e deletion.
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review identified IDC in 42% of 33 primary prostate
tumours from gBRCA2 carriers compared with 9% of
32 sporadic tumours [9]. In a univariate analysis,
gBRCA2 patients with IDC histology in the primary
tumour had shorter overall survival compared with
carriers without IDC [9]. Genomic analyses of 14 pri-
mary tumours from gBRCA2 carriers revealed different
genomic and epigenomic profiles in the 8 cases with
IDC histology [30], including MED12L/MED12 am-
plifications. These genomic alterations have been
associated with prostate cancer aggressiveness and
progression [30] and could underpin the observation
that IDC impacts negatively on the outcomes of pa-
tients with gBRCA2 mutations. However, this hy-
pothesis has not been validated as none of the larger
studies addressing the role of germline BRCA2 muta-
tions in prostate cancer have taken into consideration
histological subtypes [5].

The clinical significance of IDC and CRIB has been
acknowledged in recent years as several reports have
identified both pathological features as strong indepen-
dent predictors for disease recurrence and mortality
[13,14,17]. Frequently observed copy number alterations
in tumours with IDC and CRIB features include
amplification of 8q24 and chromosomal deletions of 8p,
6q and 13q [16,26], the latter containing the genomic
locus of BRCA2. PTEN loss has also been associated
with IDC features [31], whilst mutations in ATM and
SPOP have been reported as frequent events in tumours
with CRIB histology [16]. Mutations in DDR genes
other than BRCA2 have also been linked to IDC fea-
tures in prostate cancer. In a series of 150 prostate
cancer patients that included 21 germline DDR carriers
(9 BRCA2, 3 ATM, 3 CHEK2, 2 BRCA1, 1 CDH1, 1

MSH6, 1 NBN, 1 PALB2), half of the germline DDR
carriers (48%) presented with IDC or ductal histologies,
compared with 12% of sporadic tumours (p < 0.003)
[10]. In a second report, 3 out of 13 (23%) mismatch
repair (MMR)-deficient prostate tumours presented
with ductal or IDC histologies, compared with 14 out of
114 (12%) MMR-proficient tumours [11]. Validation of
these findings in larger studies may be advisable to
support the recommendation of germline testing for all
patients with IDC histology regardless of family history
of cancer or tumour stage.

Although our caseecontrol study is strengthened by
the blinded IDC and CRIB pathologic scoring, we must
also acknowledge several limitations. First, the study
design allowed us to establish the prevalence of IDC and
CRIB in gBRCA2 tumours, but the true prevalence of
gBRCA2 mutations in IDC or CRIB histologies cannot
be accurately determined. Second, we determined PTEN
status by FISH and the prevalence of PTEN loss in our
series may be lower than reported with the use of an
IHC assay [32]. Finally, somatic BRCA2 mutations
potentially causing loss of BRCA2 function were not
analyzed in two-thirds of the tumours. Therefore, the
number of tumours with somatic BRCA2 alterations in
our series is likely to be higher, particularly for gBRCA2
tumours, and the association of IDC and CRIB histol-
ogies with bi-allelic BRCA2 alterations should be
considered exploratory.

5. Conclusions

In our series, we found no association between gBRCA2
mutations and IDC or CRIB histologies. However, bi-
allelic BRCA2 loss and PTEN homozygous loss in

Table 3
Multivariable logistic regression analyses for IDC, CRIB and IDC/CRIB histologies.

IDC MVA
analysis OR
(95%CI)

P value CRIB MVA
analysis OR
(95%CI)

P value IDC/CRIB MVA
analysis OR (95%CI)

P value

gBRCA2 mutation
Yes versus no 0.4 (0.1e1.9) p Z 0.248 1.2 (0.3e4.7) p Z 0.819 1.6 (0.3e7.8) p Z 0.586

Specimen
Prostatectomy versus core-biopsy 2.3 (0.9e6.0) p Z 0.099 1.8 (0.7e4.2) p Z 0.194 1.7 (0.7e4.1) p Z 0.226

Gleason Grade Group
!4 versus 1e3 1.9 (1.1e4.9) p Z 0.136 2.9 (1.3e6.3) p Z 0.009 2.2 (1.0e4.8) p Z 0.058

Tumour stage:
T2 versus T1 2.5 (0.9e7.2) p Z 0.091 1.5 (0.6e4.2) p Z 0.403 2 (0.8e5.3) p Z 0.158
T3e4 versus T1 2.3 (0.6e9.2) p Z 0.224 3.1 (0.8e11.4) p Z 0.087 2.9 (0.8e10.7) p Z 0.120

Age at diagnosis
>65 years versus "65 years 0.6 (0.3e1.3) p Z 0.192 0.7 (0.3e1.4) p Z 0.297 0.7 (0.3e1.5) p Z 0.326

Median PSA
>median versus "median 0.739 (0.3e1.9) p Z 0.525 4.1 (1.6e10.5) p Z 0.004 2.5 (1.1e6.0) p Z 0.038

BRCA2 alteration
Monoallelic versus normal 0.2 (0e1.5) p Z 0.128 0.9 (0.2e4.6) p Z 0.916 0.5 (0.1e2.8) p Z 0.429
Biallelic versus normal 4.3 (1.1e16.2) p Z 0.031 5.6 (1.7e19.3) p Z 0.006 4.6 (1.1e19.6) p Z 0.041

PTEN status
Homozygous loss (#) versus no (þ) 5.2 (2.1e13.1) p < 0.001 0.8 (0.3e1.8) p Z 0.566 2.4 (1.0e5.8) p Z 0.059

Abbreviations: OR e odds ratio; IDC e intraductal; CRIB e cribriform; gBRCA2 e germline BRCA2 mutation carriers; LOH e loss of het-
erozygosity; Del e deletion.
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primary prostate tumours correlated with IDC, an as-
sociation that was strengthened when both events occur
in the same tumour. Our results do not support the
recommendation of germline BRCA2 testing for all
prostate cancer patients with IDC/CRIB histologies but
may serve as a foundation for further studies analyzing
the value of IDC/CRIB as markers of bi-allelic BRCA2
(and perhaps other bi-allelic DDR gene) loss in the
primary tumour.
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3.1. Resumen en castellano 

“Association between BRCA2 alterations and intraductal and cribriform histologies 

in prostate cancer” 

 

Introducción, objetivos y metodología: La identificación de pacientes 

portadores de mutaciones germinales en BRCA2 (gBRCA2) es relevante no solamente 

para el manejo terapéutico, sino también para la prevención y el diagnóstico precoz de 

tumores en familiares que puedan heredar la mutación y, en consecuencia, presentar 

mayor riesgo de desarrollar cáncer.  Por ello, es necesario identificar características 

histológicas o clínicas asociadas a gBRCA2 para optimizar los algoritmos de análisis en 

línea germinal.  

Los patrones histológicos intraductal (IDC) y cribiforme (CRIB) se han asociado 

con la presencia de gBRCA2 en series retrospectivas de pocos pacientes, lo cual ha llevado 

a la recomendación de realizar análisis genético germinal en todos los pacientes con 

patrón IDC.  Por ello, y para ampliar la evidencia al respecto, se ha llevado a cabo un 

estudio prospectivo de casos y controles en el cual se incluyeron pacientes previamente 

testados para mutaciones germinales en BRCA2. Los “casos” fueron pacientes con 

presencia de mutaciones germinales en BRCA2 incluidos en el estudio PROREPAIR-A. 

Los casos fueron emparejados en una proporción 2:1 con “controles” (no portadores) en 

base al grupo de Gleason (≤ Gleason grupo 3 vs ≥ Gleason grupo 4) y el tipo de tejido 

tumoral (prostatectomía vs biopsia). Los controles procedían de los estudios 

PROREPAIR-B y PROREPAIR-C, en los cuales se incluyeron pacientes con cáncer de 

próstata resistente a la castración metastásico y cáncer de próstata localizado, 

respectivamente. Los controles debían ser pacientes sin alteraciones germinales en 

BRCA2 u otros genes relacionados con la reparación del ADN.  

 

El objetivo principal fue analizar la asociación entre gBRCA2 y la presencia de 

patrones histológicos de IDC y/o CRIB. La presencia de estos dos patrones fue evaluada 

por dos patólogos expertos “ciegos” para los “casos” y los “controles”. Se llevaron a cabo 

análisis mediante hibridación in situ fluorescente (FISH, fluorescent in-situ 

hybridization) y secuenciación de nueva generación (NGS, next-generation sequencing) 

para analizar alteraciones somáticas en BRCA2, pérdidas de PTEN o fusiones de 

TMPRSS2-ERG.  
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Resultados: Se incluyeron un total de 174 pacientes, incluyendo 58 gBRCA2 

(casos) y 116 no portadores (controles). No se encontraron diferencias significativas entre 

pacientes gBRCA2 y no portadores en relación con la presencia de patrones IDC (36% 

gBRCA2 vs 50% no portadores; p=0,085) o CRIB (53% gBRCA2 vs 43% no portadores; 

p=0,197). Sin embargo, las alteraciones bialélicas somáticas, o la presencia de alteración 

somática y germinal en BRCA2 fueron más prevalentes en tumores con patrón IDC frente 

a tumores sin este patrón (42,7% versus 11,8%, p<0,001). La pérdida homocigota de 

PTEN estaba presente en casi la mitad de los tumores con patrón IDC en comparación 

con tumores sin esta histología (48,7% vs 16,8%; p<0,001). Las alteraciones bialélicas 

en BRCA2 fueron más frecuentes en patrones CRIB frente a no CRIB (45,2% versus 

10,3%; p<0,001). Sin embargo, la diferencia en cuanto a la pérdida homocigota de PTEN 

no fue estadísticamente significativa en relación con el patrón CRIB (p=0,265). En el 

análisis multivariable, la histología IDC se asoció de forma independiente con 

alteraciones bialélicas en BRCA2 (OR 4,3; IC95% 1,1-16,2) y la pérdida homocigota de 

PTEN (OR 5,2; IC95% 2,1-13,1). El patrón CRIB se asoció de forma independiente con 

alteraciones bialélicas en BRCA2 (OR 5,6; IC95% 1,7-19,3).  

 

 

Conclusiones: En el presente estudio no se han encontrado asociaciones entre mutaciones 

germinales en BRCA2 y la presencia de patrones IDC o CRIB. Sin embargo, la presencia 

de alteraciones bialélicas en BRCA2 está asociada a ambos patrones histológicos de forma 

independiente. 


