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RESUMEN

El cancer de prostata (CP) es uno de los principales problemas de salud publica
que afronta la poblacion masculina a nivel global. El perfil de las alteraciones
genéticas del CP es muy variable entre un individuo y otro, lo cual influye en la
diversidad de manifestaciones clinicas incluyendo el tiempo de sobrevida y la
respuesta a tratamientos. Actualmente los pocos biomarcadores del CP, como el
PSA o PCAS3, no son completamente eficientes, no habiendo herramientas
predictivas adecuadas para el manejo clinico de este tipo de tumor. Ademas aun
no se conoce de forma integral como las alteraciones genéticas se vinculan al
fenotipo de la enfermedad, y como estas pueden servir para la identificacion de
nuevos marcadores mas Utiles en el prondstico del CP. En este estudio se
determind el panorama mutacional del CP asociando dichas caracteristicas
fenotipicas a rasgos fenotipicos como la sobrevida y variables clinico-patoldgicas.
Nuestro anélisis secundario comprometio la consulta de bases de datos genémicas
asi como el empleo de recursos web en linea y programas bioinformaticos para el
tratamiento y analisis de los datos clinicos y gendémicos. Los resultados obtenidos
mostraron que ciertas alteraciones genéticas en CP se asocian al fenotipo,
incluyendo por ejemplo la amplificacion de CSC8 asociado a una menor SG y la
sobreexpresion de HIF3A asociado a un peor pronostico. Esperamos que la
informacion generada en esta tesis contribuya al reconocimiento de nuevos
biomarcadores genéticos para mejorar los instrumentos de diagnéstico vy

prondsticos del CP.



PALABRAS CLAVES: céancer de prostata, genoma, bioinformatica.



ABSTRACT

Prostate cancer (PC) is one of the main public health problems in male population
worldwide. Currently, the diagnostic and prognostic biomarkers for PC, like PSA
or PCA3, are not efficient; the predictive tools in clinical management do not
allow discerning which treatment is most suitable for patients. Bioinformatics
along with molecular biology has been generating relevant information about
cancer biology through cancer genome projects. In this study, the landscape for
PC was explored. In addition, the association of genetic variants in PC with
prognostic variables such as overall survival and disease-free time was evaluated,
as well as clinical-pathological variables. Online web resources and
bioinformatics programs were used for the analysis of clinical and genomic data.
The results showed that certain genetic alterations in CP are associated with the
phenotype, including for example CSC8 amplification was associated with a short
OS and overexpression of HIF3A associated with a worse prognosis. We hope
that the information generated in this thesis will contribute to the recognition of

new genetic biomarkers to improve diagnostic and prognoses tools in PC.

KEY WORDS: prostate cancer, genome, bioinformatics.



1. INTRODUCCION

El cancer de préstata (CP) es el segundo tipo de neoplasia con mayor incidencia
en hombres a nivel mundial. Segdn el Gltimo reporte de la Agencia Internacional
de Investigacion sobre el Cancer (IARC)-Globocan 2018, el CP registro una tasa
de incidencia de 29.3 por cada 100 000 hombres a nivel global. (1). En el Perd, el
CP es la neoplasia con mayor incidencia (7 598 nuevos casos diagnosticados en
2018) y con la mas alta tasa de mortalidad (721 muertes) (1). Dentro de los
principales factores de riesgo para CP se encuentran la edad, antecedentes
familiares y grupos raciales; también algunas alteraciones genéticas y la
alimentacion podrian estar vinculadas a su etiologia (2). Conforme la edad se
incrementa también crece la probabilidad de desarrollar CP, después de los 50
afios el riesgo aumenta significativamente. Por otra parte, si un familiar de primer
0 segundo grado de consanguinidad, como padre o hermano, de un hombre tienen
CP, el riesgo de que ese individuo desarrolle ese tipo de neoplasia se duplica. Se
sabe que el CP presenta disparidades en cuanto a la raza del individuo,
presentdndose con una mayor frecuencia en hombres de raza negra que en otros
grupos raciales (3). La etapa inicial del CP, en la cual el tumor se encuentra
localizado, es asintomatica, conforme la enfermedad va progresando hacia la
etapa metastasica los sintomas pueden presentarse como problemas al miccionar,
sangrado en la orina, dolor en la parte lumbar u otras regiones del cuerpo. La gran
mayoria de los casos de CP son del tipo histologico adenocarcinoma, otros tipos
con menor incidencia son los sarcomas, carcinomas de células pequefias, tumores

neuroendocrinos y carcinomas de células transicionales.



Una de las principales causas de las altas tasas de incidencia y mortalidad del CP
es la falta de un diagndstico oportuno, y esto debido tanto a la ausencia de
politicas publicas en prevencion, como a las barreras socioculturales que existen
en torno a la prueba de descarte por Examen Digital del Recto (EDR) por parte de
los hombres asi como al acceso limitado a los sistemas de salud en paises en vias
de desarrollo. Sumado a lo anterior, este tipo de neoplasia es compleja, donde la
heterogeneidad genética del tumor introduce una gran variabilidad de fenotipos

clinicos ligados a la progresion del cancer y a las respuestas al tratamiento (4).

Actualmente los marcadores de deteccion y monitorizacion del CP no estan
claramente definidos, haciendo que las herramientas de diagndstico, prondstico y
de manejo clinico de esta enfermedad sean poco eficientes. Lo anterior se traduce
en biopsias y sobretratamientos innecesarios, sumado a las resistencias
hormonales que desarrollan algunos pacientes. EI marcador més ampliamente
usado en el diagnostico y seguimiento del CP es el antigeno prostatico especifico
(PSA), el cual presenta limitaciones. EI PSA posee una baja especificidad (33%)
y un poco valor como biomarcador de pronostico (5). Ante esto, se vuelve de
suma importancia el reconocimiento de nuevos biomarcadores que sirvan para
mejorar la precision del diagnostico y las herramientas de monitorizacion actuales
que se utilizan en la practica clinica. Ademas, se evitaria un gran nimero de
biopsias de préstata innecesarias y a la vez constituirian una prueba diagnostica
menos invasiva con miras hacia otros tipos de tamizajes como las biopsias

liquidas.



En tanto los gobiernos afrontan este problema de salud pablica en mejoras de las
politicas de prevencion y concientizacion en la poblacion masculina, la
participacion de la biologia molecular y la bioinformatica en la investigacion del
cancer ha mejorado la comprension y caracterizacion de la gendmica de esta
enfermedad. Gracias a las tecnologias de alto rendimiento, se han podido
identificar mutaciones en la linea germinal, polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP) y alteraciones en el nimero de copias (ANC) asociados a un incremente del
riesgo para CP (6). También se han reportado algunas mutaciones hereditarias en
genes de reparacion del ADN que estan vinculadas a un perfil mas agresivo de la
enfermedad (7). La busqueda de nuevos biomarcadores para CP también ha
explorado los patrones de expresion diferencial de genes como PCA3, AR, PTEN
o TGFB1 en asociaciéon al pronéstico (8). Sin embargo, el efecto de las
alteraciones genéticas sobre el grado y etapa tumoral, sobre la progresion o
respuestas a tratamiento en CP aln no ha sido establecido con claridad o presentan

resultados controversiales.

Las tecnologias de alto rendimiento también han proporcionado una gran cantidad
de datos acerca del perfil genémico del cancer y como parte de ello han surgido
proyectos dedicados al estudio de la biologia del cancer como El Atlas del
genoma del cancer (TCGA). TCGA es un proyecto creado en el 2005 con la
finalidad de estudiar la genémica del cancer e identificar cambios en el ADN de
diferentes tipos de neoplasias, y es dirigido por el Instituto Nacional del Cancer
(NCI) vy el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano (NHGRI),

entidades que forman parte de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los



Estados Unidos. La informacion de TCGA esta disponible publicamente para
analisis secundarios de datos encaminados al descubrimiento de potenciales
biomarcadores, que posteriormente experimentan un proceso que vas desde la
identificacion del marcador, la diferenciacion del caso del control, evaluacion de
la capacidad de detectar la enfermedad preclinica, indicaciones para la aplicacion
y validacion y finalmente estudios de control de la neoplasia (9,10) . Se han
conducido diversos estudios que comprometen analisis secundarios de los datos
de TCGA en diversos tipos de cancer. Asi por ejemplo se han reconocido
variantes genéticas asociadas a la recurrencia de cancer de ovario y también se
han identificado blancos terapéuticos potenciales para el cancer de pulmén de

células escamosas (11,12).

En el presente trabajo de tesis se evalud la asociacion entre el genotipo y el
fenotipo de individuos con CP, mediante un analisis computacional de datos de
TCGA complementado con otras herramientas de bioinforméatica. Con este
analisis se pudo vincular ciertos rasgos genémicos con el perfil clinico de los
pacientes como la sobrevida global (SG), la sobrevida libre de enfermedad (SLE)
y algunas variables clinicas como el estadio patologico T, N, el puntaje de
Gleason y PSA. El conocimiento producido en la presente investigacion podria ser
el primer paso hacia la identificacion de biomarcadores que asistan el prondstico

de este tipo de neoplasia.



2. PLANEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema

El CP es un problema de salud puablica a nivel mundial por las altas tasas de
incidencia y mortalidad reportadas (1), y por el costo social y econémico que
acarrea esta enfermedad (13). EI CP es una neoplasia muy heterogénea que
muestra diferentes manifestaciones clinico patolégicas interindividuales incluidas
la SG, la SLE, el grado y la etapa tumoral (14). Por ejemplo, los hombres
afroamericanos tienen el doble de probabilidad de morir por esta neoplasia,
comparados con hombres de otras razas (15). La variacion en la progresion del
cancer y la respuesta al tratamiento esta vinculada a la heterogeneidad genética

del tumor (16,17).

Los biomarcadores actuales para el diagnostico y manejo del CP no son del todo
eficientes, ya que no permiten hacer un diagndéstico preciso de la enfermedad o
predecir si un paciente desarrollara un CP de bajo o alto riesgo. Esto conlleva,
entre otras cosas, a la toma de biopsias innecesarias y a la aparicion de efectos
secundarios luego de recibir un tratamiento inadecuado. En este sentido, la
identificacion de nuevos biomarcadores se vuelve un punto critico en la lucha
contra el CP y en la mejora de calidad de vida de los individuos con esta

neoplasia.

Otros canceres hormonales, como los de mama y de ovario, hacen uso de pruebas

genéticas en el manejo clinico. Una de ellas es el tamizaje de las mutaciones en



BRCA 1/2 y otros genes de susceptibilidad que asisten a la intervencion
personalizada de cada paciente. En cancer colorrectal ligado a sindrome de Lynch
y en cancer de endometrio, el tamizaje de los genes MMR (involucrados en la
reparacion de mal apareamiento de bases del ADN) resultan ser buenos
biomarcadores genéticos en la monitorizacion de ambas neoplasias (18). En el CP,
no se conoce aun un biomarcador genético asociado con la progresion de la
enfermedad ni con la resistencia medicamentosa. Solo unos pocos biomarcadores
han sido aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
como el PSA (Antigeno prostatico especifico) en 1994, el indice de salud

prostatica (phi) en 2012 y PCA3 (Antigeno de cancer de prostata 3) en 2012 (19).

La identificacion de biomarcadores, en un principio, se da gracias a estudios
bioinformaticos aplicando analisis secundarios de genomas del cancer. Dichos
estudios pretenden explicar el fenotipo de la enfermedad considerando la
informacion gendmica, y se conocen como estudios de asociacion genotipo-
fenotipo. Asi en CP la asociacion del genotipo (variantes o mutaciones) con el
fenotipo (grado o etapa tumoral, tiempo de SG, entre otros) han mostrado que
algunas variantes genéticas como mutaciones, alteracion en el namero de copias
(ANC), polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) y variacién en el patron de
expresion genica estan vinculadas a variables clinico-patoldgicas o de sobrevida.
Por ejemplo un estudio en una poblacion finlandesa ha identificado que deleciones
en los genes ERBB4, EPHA3 y CSMD1, y una duplicacion gen PDZD2 tienen un
rol importante en el CP (20). Un estudio en una poblacion rumana ha reportado

que algunos SNPs estan asociados con el fenotipo del CP incluyendo la variante



rs1512268 en el gen NKX3-1 (Proteina Homeobox Nkx-3.1) vinculado con un
tumor de bajo grado y con valores bajos de PSA, mientras que las variantes
rs401681 en el gen CLPTMI1L (Proteina similar a la proteina transmembrana de
labio leporino y paladar hendido 1) y rs11649743 en HNF1B (Factor nuclear de
hepatocitos 1-beta) estuvieron asociados con valores altos de PSA, y rs1465618
en THADA (Proteina asociada a adenoma de tiroides) , rs721048 en EHBP1
(Proteina 1 de union al dominio EH) y rs17021918 en PDLIM5 (Proteina 5 de
dominio LIM y PDZ) con tumores menos agresivos (21). Chevil et al. mostraron

que la expresion del gen PCAS3 se asocio con el puntaje de Gleason (22).

Los desafios en el desarrollo de biomarcadores de cancer prostata requieren una
validacidn extensiva, el desarrollo de paneles que sean adecuados para distintos
cuadros clinicos, terapias y sean accesibles (19). En dicho proceso hipotéticos
marcadores para CP pierden robustez y quedan rezagados en su aplicacion clinica.
Se han venido desarrolladon y evaluando algunas pruebas de diagndéstico y
pronostico de CP en orina, suero y para muestras de tejido tumoral. Sin embargo
aun se debe trabajar en la identificacion de biomarcadores para desarrollar
enfoques personalizados para una deteccion temprana o para la estratificacion del
manejo clinico de la enfermedad desde la forma primaria-indolente hacia la etapa
agresiva. Asi mismo los nuevos potenciales biomarcadores deberian proporcionar
informacion complementaria de las variables clinicas y patoldgicas del CP ya sea
para mejorar la precision en el diagnostico, su prondéstico y/o respuesta al

tratamiento.



La presente investigacion pretende describir el panorama de las variantes
genéticas en el CP y determinar la correlacion entre el genotipo y las
caracteristicas clinicos-patolégicas, analizando una cohorte de sujetos con CP
enrolados en diferentes partes del mundo. Los resultados permitirian reconocer
potenciales biomarcadores prondsticos del CP que asistan en el monitoreo de

pacientes con CP.

2.2.  Marco Teorico

2.2.1. Cancer de prostata

La préstata es una glandula que forma parte del sistema reproductor de los
hombres, esta ubicada por encima de la base del pene, debajo de la vejiga y al
frente del recto, y su funcion es elaborar una parte del fluido que constituye el
semen que mantiene y transporta al esperma. EI CP es una enfermedad que se
origina en los tejidos de la prostata, cuando las células de la glandula se dividen y
crecen descontroladamente por cambios en los genes que regulan procesos
bioldgicos como el de crecimiento, division celular y reparacion del ADN (figura

1).

canceroso

" Escroto

Figura 1. Representacion del crecimiento del tumor
canceroso en la glandula prostatica. Imagen extraida
del portal web de la Sociedad American contra el
Cancer (https://www.cancer.org)



En la etapa temprana del CP no se presentan sintomas claros, sin embargo; a
medida que la enfermedad va progresando, los signos y sintomas pueden ser mas
pronunciados, dentro de los cuales se destacan:

- Dificultad al miccionar.

- Rastros de sangre en fluidos bioldgicos (orina y/o semen).

- Alteracion en la ereccion.

- Dolor en la espalda o Torax.

2.2.1.1 Estadisticas del cancer de proéstata a nivel mundial y en el Pera.

El cancer de préstata es la segunda neoplasia con mayor incidencia a nivel
mundial, con 1 276 106 nuevos casos registrados en el 2018 (Figura 2), y el sexto
tipo de cancer con mayor tasa de mortalidad registrando 358 989 decesos (Figura

3).



Pulmoén
2093876 (11.6%)

Seno

2088 849 (11.6%)
Otros tipos
7 753 946 (42.9%) Colorrectal

1849518(10.2%)

Prostata
1276106 (7.1%)

Cuello Uterino
569 847 (3.2%)

Estomago
1033701 (5.7%)

Esofago Higado
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Figura 2. Casos nuevos de los principales tipos de cancer
con mayor incidencia a nivel mundial. Informacion
extraida del Reporte GLOBOCAN 2018, para ambos
sexos y todas las edades (Total de casos 18 078 957).
Representacion adaptada del sitio web del Observatorio
Global del Cancer (https://gco.iarc.fr/).

Pulmoén
1761007 (18.4%)

Otros tipos
3422417 (35.8%)
Colorrectal
; 880 792 (9.2%)
Prostata Estomago
358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Pincreas Higado
432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)

Eséfago Seno
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Figura 3. Muertes causadas por los principales tipos
de cancer a nivel mundial. Informacion extraida del
Reporte GLOBOCAN 2018, para ambos sexos Yy
todas las edades (Total de muertes 9 555 027).

Representacion adaptada del sitio web del
Observatorio Global del Cancer (https://gco.iarc.fr/).
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El continente europeo fue la regién que presento el mayor nimero de casos
nuevos de cancer de prostata, con 449 761 (35.2%) hombres diagnosticados. En
segundo lugar se ubicd la region asiatica con el 23.3% de todos los casos
reportados a nivel mundial y en tercer lugar Estados Unidos con el 18.4% (Figura
4). El nimero de muertes por esta neoplasia fue mayor en Asia (33%) y Europa
(29.9%), en tercer lugar encontrandose la region Latinoamericana y el Caribe

(15%) y en cuarto lugar el contienen Africano (11.8%) (Figura 5).

Oceania
23 496 (1.8%)

Africa

80 971 (6.3%) Europa

449 761 (35.2%)
América Latina y el Caribe 9761 (35.2%)

190 385 (14.9%)

Norteamérica
234 278 (18.4%)

Asia
297 215(23.3%)

Figura 4. Casos nuevos de cancer de prdstata estratificado por
continente. Informacion extraida del Reporte GLOBOCAN
2018, para todas las edades (Total de casos nuevos 1 276 106).
Representacion adaptada del sitio web del Observatorio Global
del Cancer (https://gco.iarc.fr/).
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Oceania

4 465 (1.2%)

Norteamérica

32686 (9.1%) Asia

. 118 427 (33%)

Africa

42298 (11.8%)
América Latina y el Caribe

53 798 (15%)
Europa
107 315 (29.9%)

Figura 5. Muertes causadas por cancer de prostata estratificado por
continente. Informacién extraida del Reporte GLOBOCAN 2018, para todas
las edades (NUmero total de muertes 358 989). Representacion adaptada del
sitio web del Observatorio Global del Cancer (https://gco.iarc.fr/).

En Perq, el CP es la neoplasia con mayor incidencia, registrandose en el 2018 una
tasa de 47.8 por cada 100 0000 personas. Asi también es la neoplasia que mas
muertes genero, con una tasa de mortalidad de 15.6 por cada 100 000 personas,
ubicandose por encima del cancer de mama, Utero, estbmago y colorrectal (Figura
6). Los casos nuevos de cancer de prostata sumaron 7598, mientras que los

decesos causados por esta enfermedad alcanzaron la cifra de 2721.

Mortalidad

Prostata
Seno
Cuello Uterino
Estomago
Colorrectal

Linfoma No Hodgkin
Pulmon

Ovario
Leucemia

Tiroides

) % P 50 8

Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por 100 000

Figura 6. Tasas de incidencia y mortalidad de los 10 principales
tipos de cancer en el Peru. Informacion extraida del Reporte
GLOBOCAN 2018. Representacion adaptada del sitio web del
Observatorio Global del Cancer (https://gco.iarc.fr/).
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2.2.1.2 Factores de riesgo para cancer de proéstata

Un factor de riesgo es una caracteristica, circunstancia o exposicion que aumenta
la probabilidad de que una persona desarrolle alguna enfermedad como el cancer.
Para el CP se han identificado algunos factores que afectan el riesgo de que un

hombre desarrolle esta neoplasia, los cuales se describen a continuacion:

a) Edad

La edad es un factor de riesgo del CP tal que la probabilidad de padecer esta
neoplasia aumenta rapidamente en hombres a partir de los 50 afios en adelante.

b) Raza

El CP tiene una alta tasa de incidencia en hombres de raza negra y en hombres del
Caribe con ascendencia africana, comparado con hombres de otras razas. EI CP
tiene una tasa de incidencia menor en los hombres asiatico-americanos y en los
hispanos-latinos que en los hombres blancos.

c) Geografia

El CP es més frecuente en algunas partes del mundo como en los Estados Unidos
y en la region noroeste de Europa, Australia, y en las islas del Caribe en
comparacién con otras regiones del planeta. EI uso mas frecuente de pruebas de
tamizaje en algunos paises desarrollados y el estilo de vida influyen en estas
diferencias.

d) Antecedentes familiares

La mayoria de los casos de CP ocurre en hombres que no tienen antecedentes
familiares, es decir, es somatico. Alrededor del 20% de los hombres

diagnosticados con CP tienen un pariente de primer grado (es decir, hermano,
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padre) con este cancer (23) . En el CP hereditario, si el padre o el hermano de un
hombre tienen CP, se duplica el riesgo de que este hombre desarrolle la
enfermedad.

e) Factores genéticos hereditarios

Algunos cambios genéticos heredados pueden incrementar el riesgo de padecer
CP, pero solo representan un 5% de todos los casos (23). Por ejemplo:

-Ciertas mutaciones heredadas de los genes BRCA1 o0 BRCA2 pueden aumentar
el riesgo de padecer CP en algunos hombres.

-Los hombres con el sindrome de Lynch, una condicion hereditaria que
predispone a desarrollar cancer colorrectal hereditario sin poliposis, también

tienen un mayor riesgo de padecer CP.

2.2.1.3 Sistemas de estadificacion del cancer

La estadificacion de un cancer es la determinacion del grado de diseminacion del
tumor en el cuerpo de una persona. Esta informacion clinica es importante porque
permite conocer la gravedad de la enfermedad y determinar el mejor tratamiento
para el paciente (24). Los tipos de determinacién del estadio del cancer de prostata

son 2:

a) Estadio clinico: Se basa en los resultados del examen digital del recto (EDR),
el andlisis del PSA vy la puntuacion de Gleason. Los resultados de estas pruebas
ayudan a determinar si  otros examenes de laboratorio como radiografias,
gammagrafias 0seas, tomografias computarizadas también son necesarios para una

mejor evaluacion del tumor. Cabe sefialar que el EDR es una prueba en la que el
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médico evaltua la préstata mediante el tacto, para lo cual introduce un dedo

enguantado y toca la superficie de la glandula para identificar alguna alteracion.

b) Estadio patoldgico: Es un pardmetro clinico que permite medir el grado de
diseminacion del tumor en base en la informacion obtenida después de haber
extraido una parte o toda la glandula prostatica. Le extraccion de ganglios
linfaticos podria ayudar a medir con mejor precision en el estadio patologico del

tumor.

2.2.1.4 Sistema TNM de determinaciéon del estadio
El sistema TNM es una herramienta empelada para la determinar el estadio del
cancer. Los profesionales de la salud utilizan los resultados de las pruebas de

diagndstico y de exploracién para determinar los siguientes criterios:

a) Tumor “T”

En primer lugar se debe identificar la dimensién y ubicacion del tumor, para ello
se emplea una escala utilizando la letra “T” junto a un ntimero que va desde 0 a 4.
El estadio patologico a menudo se expresa como “pT”’, mientras si se desea
expresar el estadio clinico se indica como “cT”. A continuacion se detallan las
subcategorias para la letra T:

Categoria T clinico “cT”

- Subcategoria TX: No es posible identificar un tumor primario.

-Subcategoria TO: No se detecta la presencia de algun tumor.
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-Subcategoria T1: No es posible identificar el tumor mediante la prueba EDR o
examenes por imagenes, sin embargo la presencia del cancer podria detectarse por
alguna intervencion quirdrgica en otra circunstancia.

-Subcategoria T2: EI tumor se puede identificar por la prueba EDR y se encuentra
localizado solo en la prostata.

-Subcategoria T3: EI tumor se ha desarrollado a través de la parte externa glandula
prostatica.

-Subcategoria T4: El cancer podria encontrarse fijado en la prostata o estar
desarrollandose hacia las estructuras contiguas como la vejiga, pared pélvica,
recto, etc.

Categoria T patologico “pT?”

-Subcategoria No se describen las categorias TX, TO o T1 para el estadio
patoldgico del CP

-Subcategoria T2: EI tumor se ubica Unicamente en la glandula prostatica.
-Subcategoria T3: El céncer se ha desarrollado a través de la préstata, puede
afectar uno o ambos lados de la glandula.

-Subcategoria T4: La tumoracion puede estar localizada en la préstata o estar

desarrollandose hacia zonas contiguas como recto, vejiga, pared pélvica, etc.

b) Categoria Ganglio “N”

En la estadificacion de un céancer es importante determinar si el tumor se ha
extendido o no a otros organos o ganglios linfaticos. Para ello se emplea la
categoria ‘“N” que permite identificar si los ganglios linfaticos se han visto

comprometidos en la extension del tumor. Los ganglios linfaticos proximos a la
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préstata se conocen como ganglios linfaticos regionales y aquellos ubicados en
otras partes del cuerpo son los ganglios linfaticos distantes. Las subcategorias para
la letra “N” son las siguientes:

-Subcategoria NX: No es posible la evaluacion de los ganglios linfaticos
regionales.

-Subcategoria NO: EL tumor no ha alcanzado a los ganglios linfaticos regionales.
-Subcategoria N1: EI tumor se extendio a uno o varios de los ganglios linfaticos

regionales.

c) Categoria Metéstasis (M)

Para evaluar si el cancer ha invadido otros 6rganos se emplea la categoria “M”,
que permite catalogar la metastasis de un tumor. Las subcategorias que podria
abracar la metastasis a distancia son las siguientes:

-Subcategoria MX: No es posible estimar la metastasis del tumor.

-Subcategoria MO: El cancer no ha realizado metastasis.

-Subcategoria M1: El tumor ha hecho metéstasis.

2.2.1.5 Escala de Gleason

La escala de Gleason es un sistema de clasificacion de la agresividad del CP, que
permite, en base a las caracteristicas celulares de una muestra del tejido, describir
el avance de la enfermedad con la ayuda de una escala numérica. El patélogo
evalla en dos zonas los rasgos histologicos de la biopsia y asigna un nimero, que
va desde 1 al 5, a cada region. Un menor valor nimero se emplea para células

que presentan una buena diferenciacion, es decir aquellas que muestran un patron
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de crecimiento similar al de un tejido sano. De caso contrario, si las células
muestran poca diferenciacion o estas muestran un crecimiento agresivo, se les
otorga un valor numérico alto. Se suman los valores dados a las dos regiones y se
obtiene el puntaje de Gleason para la muestra, y se interpreta segun lo indicado

en la tabla 1.

Los valores de la escala de Gleason también se emplean para definir determinadas
categorias denominadas “Grupo de grado” que son empleadas en la practica
clinica para clasificar la agresividad del tumor. A continuacion se detalla los
Grupos de grado en relacion a las puntaciones de Gleason:

-Grupo de grado 1 corresponde a un valor de Gleason de 6 0 menos.

-Grupo de grado 2 corresponde a un valor de Gleason (3+4)=7

-Grupo de grado 3 corresponde a un valor de Gleason (4 +3) =7

-Grupo Gleason 4 corresponde a un valor de Gleason de 8

-Grupo Gleason 5 corresponde a un valor de Gleason de 9 0 10

Tabla 1. Interpretacion de los diferentes puntajes en la Escala de Gleason

Escala de Gleason Interpretacion

Gleason X No se puede establecer un valor de Gleason para la muestra analizada.

El patron de crecimiento celular es regular y las células se encuentran bien

Gleason 6 0 menor ' - - . . ;
diferenciadas. Indicio de un cancer poco agresivo o de bajo grado

Las células presentan un intermedio grado de diferenciacion, teniendo
caracteristicas similares a células normales. El tumor puede presentar una

Gleason 7 .. .

agresividad media.

En la muestra se visualiza células escasamente o nada diferenciadas, siendo
Gleason 8,90 10 indicio de un tumor agresivo o de alto grado.
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2.2.1.6 PSA

La prueba de PSA es un test que mide en sangre la concentracion del antigeno
prostatico especifico, una proteina producida por las células de la glandula
prostatica, que sirve para evaluar la presencia y/o monitorizacion de un CP.
Cuando el valor de PSA es alto, mayor a 4,0 ng/ml, el médico tratante puede
solicitar examenes auxiliares para diagnosticar con mayor certeza un CP. Sin
embargo, el nivel de PSA en la sangre puede incrementarse a causa de otras
condiciones benignas como una prostatitis o una hiperplasia benigna de la prostata
(BPH). La mayoria de los médicos considera un valor de 4,0 ng/ml 0 menos como
valor referencial normal del PSA. Aunque la prueba de PSA sigue siendo el test
mas ampliamente usado para la deteccion y monitorizacion del CP, no es ain una
herramienta médica eficiente ya que su especificidad es baja, donde un paciente
que presente un valor bajo de PSA puede tener CP mientras otro que tenga un

valor alto no necesariamente tenga un tumor en desarrollo.

2.2.2. Alteraciones genéticas y cancer
El cancer es un padecimiento que tiene un origen genético, donde alteraciones en
los genes encargados de la regulacién de los procesos celulares hacen que las

células alteren su ciclo celular y se dividan y crezcan de forma no controlada.

2.2.2.1 Mutaciones genéticas

Se entiende por mutacion genética a las modificaciones que producen cambios en
la secuencia nucleotidica del ADN (Figura 7). Las mutaciones en el ADN pueden,
en algunos casos, desencadenar en la sustitucion de aminoacidos en las proteinas

traducidas, las cuales pueden o no repercutir en su funcion. A diferencia de una
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mutacion genica, que ocurre dentro de un gen, la mutacion genética puede ocurrir

en cualquier region del ADN(25).

I I | | 1 1 I »

AN—CATCATCATCATCATCATCAT

- His H His H His H His H His H His H His }-
T

Aminoacido

Insercién de un nucledtido

SR

1 1 1 I v

CATCATCATCCTCATCATCAT

--{ His H His H His HEITH His H His H His }-

Aminoacido incorrecto

Figura 7. Mutaciones genéticas. Imagen adaptada de la
pagina web del NHI (Institutos Nacionales de salud,
https://ghr.nlm.nih.gov/primer/mutationsanddisorders/
possiblemutations)

Algunos tipos de mutaciones genéticas:

-Mutacién silenciosa o sinénima: Ocurre cuando no hay un cambio en la
secuencia de aminodacidos de la cadena polipéptidica. Este tipo de mutaciones no
generan modificaciones resaltantes en la estructura y/o funcion de la proteina
resultante.

-Mutacion no sinénima: Es aquella en la que los cambios en los nucleo6tidos
provocan sustitucion de un aminodcido por otro, pudiendo  ocasionar
modificaciones en la estructura o funcion en la proteina.

-Mutaciones de corrimiento del marco de lectura: En este tipo de mutaciones
se agregan o se retiran pares de nucleétidos alterandose la longitud de la cadena
polipéptidica.

-Mutacion trunca: Es un cambio en el ADN que genera un codon de STOP o de
finalizacion de la traduccion, es decir; hace que una proteina termine su

traduccion antes de lo esperado.
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2.2.2.2 Alteracion del nimero de copias y cancer

Las alteraciones en el nimero de copias (ANC) o VNC (variacion en el numero
de copias) son un tipo de variantes estructurales que aparecen en regiones de ADN
con tamarios que varian desde unos pocos cientos de nucle6tidos a cromosomas
completos y que implican un cambio en el nimero de copias respecto a un
genoma de referencia (Figura 8). Alteraciones como inserciones, deleciones,
duplicaciones y variantes complejas de multiples sitios se han identificado tanto
en humanos como otros mamiferos (26,27). La inestabilidad gendémica en células
que proliferan descontroladamente puede ser consecuencia de cambios en la
estructura, composicion y/o numero de cromosomas. Asi, una ANC puede
consistir desde una variacion simple como la duplicacion en tandem hasta
constituir ganancias o pérdidas complejas de secuencias homdlogas en varios

lugares en el genoma (28).

Las ANCs pueden afectar a regiones importantes del genoma, por ello resulta
importante comprender sus mecanismos de accion para conocer cdmo contribuyen
al desarrollo de enfermedades como el céncer. Las alteraciones del nimero de
copias somaticas estan casi siempre presentes en tumores malignos y alteran gran
parte del genoma mas que cualquier otro tipo de alteracion genética somatica
(29,30). El CP tiene tasas relativamente altas de ANC en comparacion con
mutaciones puntuales (31). Los patrones o agrupamientos de la ANC se han
asociado con un alto puntaje en la escala de Gleason (mayores a 8) y a la
recurrencia de la enfermedad (32—-34). También se ha determinado, analizando las

cohortes de TCGA, que las ANCs se asocian significativamente con la sobrevida
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libre de enfermedad y la sobrevida general en neoplasias como el cancer primario

de mama, endometrio, células claras renales, tiroides y colorrectal (31).

Figura 8. Delecion de un segmento de ADN. Imagen adaptada de la
pagina web del NHI (Institutos Nacionales de salud,
https://ghr.nlm.nih.gov/primer/mutationsanddisorders/structuralcha

2.2.2.3 Variacion en la expresion génica y cancer

La expresion génica es el mecanismo por medio del cual los seres vivos
decodifican la informacion contenida en los acidos nucleicos y la
convierten en proteinas, las cuales son necesarias para realizar diversas funciones
(Figura 9) (25). A pesar de que un individuo posee celulas que contienen los
mismos genes, estos no se expresan de la misma forma en todas las células,
incluso algunos genes pueden no expresarse. La caracterizacion de los
mecanismos detras de estas variaciones, a nivel de la expresién génica, que
intervienen en el desarrollo y patologias, podria abrir un camino hacia el
desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos. En el &mbito clinico, el uso de los
perfiles de expresion génica aplicados al estudio del cancer ha servido para
identificar diversos subtipos moleculares y para predecir sobrevivencia y

recurrencia de la enfermedad (35,36). Para el CP, se han estudiado las variaciones
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en la expresion de genes candidatos a marcadores como PCA3, AR, PTEN,
TGFB1, AMACR, cromogranina A, IL-6, IGFBP, PSCA asi como de genes
reguladores del ciclo celular, apoptosis, adhesion celular y angiogénesis (37,38).
El andlisis de PCA3, basado en la medicion del ARNm en orina, ha relacionado la
expresion de este gen tanto con la agresividad del CP como con los estadios
clinicos, aungue con resultados controvertidos. En un trabajo conducido por
Chevil et al. se describio que la expresion de PCA3 estuvo significativamente
asociado con el puntaje de Gleason (22). En tanto que en un estudio experimental
realizado por Durand et al. se encontrd6 que la expresion de PCA3 fue
marcadamente diferente tanto entre los pacientes con puntuacion de Gleason 6
comparado a los que tenian Gleason > 7 como entre los grupos de estadios

patoldgicos pTO/T2 comparado con pT3/T4 (39).

ADN

Transcrito
primario

Proteina

Figura 9. Flujo de la expresion génica del ADN. Imagen
adaptada del portal web NCBI
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/applexpression/).

2.2.2.4 Polimorfismo de nucleétido anico (SNP) y el cancer
Un polimorfismo de un solo nucle6tido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
es una Vvariante genética comun que compromete el cambio una

sola base nucleotidica por otra en la secuencia del ADN (Figura 10) (40). Estas

23


https://es.wikipedia.org/wiki/Polimorfismo_gen%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Base_nitrogenada

variantes genéticas ocurren al menos en un 1% de la poblacion a diferencia de las
mutaciones puntuales que ocurren en menos del 1% de la poblacion (20). Los
SNPs son uno de los tipos mas comunes de variaciones genéticas en el genoma
humano y pueden encontrarse en diversos tipos de genes como aquellos que
regulan la reparacion del ADN, el ciclo celular, el metabolismo y la inmunidad.
Algunos SNPs pueden estar asociados con un rasgo observable de algin tipo
determinado de cancer y que varia dependiendo de la ubicacion del SNP. Estos
polimorfismos pueden ubicarse  dentro de una region promotora alterando
significativamente su funcién, asi como la capacidad de uniones de factores de
transcripcion al ADN. Otros efectos pueden incurrir en cambios epigenéticos
como la modificacion de histonas y metilaciones en las cadenas nucleotidicas (41—

43).

Por otro lado, los SNPs que se encuentran en intrones pueden alterar el rol de los
INcCRNASs (44). Se han identificado algunos genes como RNAseL (ubicado en el
locus HPC1, cromosoma 1), que codifica para una enzima que participa en la
respuesta inmune a infecciones virales, en la induccion de apoptosis, en la
regulacion del ciclo celular y la diferenciacion celular, conteniendo SNPs que
podrian ser candidatos a marcadores de riesgo para CP; asi como el gen ELAC2
(cromosoma 17) (45). Profundizar en la caracterizacién de SNPs de riesgo a CP
podria contribuir a la estratificacion de los pacientes y a la evaluacién de las

respuestas a tratamientos individuales.
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Figura 10. Polimorfismo de un solo nucleétido. Se
representa un SNP en la secuencia del ADN.
Imagen adaptada de Ayday et al, 2013 (40).

2.2.3. Proyectos Genomas

En 2005, EI Atlas del Genoma del Cancer (TCGA), creado por El Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH) fue presentado como uno de los
proyectos mas importantes para el estudio integral de la genémica del cancer (46)
. El proyecto TCGA ha generado un atlas completo de perfiles genémicos de 33
tipos de céancer, incluido el CP. La informacion de TCGA es publica, su
procesamiento y analisis mediante herramientas bioinforméticas hoy en dia ha
hecho posible la investigacion de biomarcadores potenciales del céncer que
ayuden a mejorar los métodos de diagndstico y estrategias de manejo clinico y
prevencion (9,10). Un grupo de investigacion del Instituto Johns Hopkins al
analizar los datos TCGA para cancer de ovario, demostraron la correlacién de la

amplificacion de NACCL1 con la recurrencia del tumor (12).

El proyecto TCGA también ha permitido de identificar dianas para el tratamiento
del cancer de pulmdn de células escamosas basado en perfiles gendmicos y
epigendmicos de 180 casos de este tipo de neoplasia (11). A través de TCGA
también se ha podido explorar el paisaje de las alteraciones genémicas en el CP y
otras neoplasias genitourinarias como mutaciones somaticas y variacion en el

namero de copias (17). También ha contribuido a evaluar la expresion de genes
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vinculados en la oncogénesis del CP, por ejemplo se ha encontrado que la
expresion de KIF18A esta asociada con un aumento del estadio tumoral y la

proliferacion celular en pacientes de la cohorte TCGA (47).

2.3.  Pregunta de Investigacion

Habiendo reconocido la carencia de informacion en torno a la asociacion entre el
genotipo del CP y el fenotipo manifestado por pacientes con cancer de préstata, se
ha planteado la siguiente pregunta de investigacion: ;Como es el panorama de las
alteraciones genéticas del CP vy si dichas variaciones estas vinculadas a ciertas

caracteristicas clinico-patolégicas de la enfermedad?

2.4.  Justificacion de la Investigacion

El CP es un problema de salud pablica a nivel mundial y en el Peru es la neoplasia
con la mayor tasa de incidencia y la principal causante de mortalidad por cancer
en la poblacién masculina (1). La acumulacién de alteraciones genéticas cumple
un rol importante en el origen y progresion del cancer y las mismas pueden
conocerse mediante un analisis gendmico (48). La heterogeneidad genética del
CP, manifestada a través del panorama mutacional, conduce a variabilidad en el
desarrollo de la enfermedad y las respuestas a tratamientos. Actualmente los
biomarcadores de seguimiento del CP son insuficientes para estimar el prondstico

de la enfermedad.

La bioinforméatica junto con las técnicas Omicas como la genomica han
proporcionado informacion significativa sobre la biologia del cancer a través de

proyectos de genomas del cancer como TCGA. La informacion gendmica y
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transcriptomica de los individuos participantes de TCGA son de dominio publico
y contienen valiosa informacion sobre el componente molecular del cancer. Asi
mismo, los datos del fenotipo de los individuos participantes estan disponibles de
manera anonimizada, incluyendo el pronostico de la enfermedad, edad, raza,

peso, entre otras variables.

La cuantiosa informacion genética y fenotipica revelada por proyectos como
TCGA hace posible establecer un enfoque dirigido a estudiar el panorama
mutacional e identificar las alteraciones gendmicas que influyan en las diversas
manifestaciones patoldgicas del CP. En ese sentido, la importancia del presente
trabajo se centra en el estudio de la informacién gendmica y clinica disponible
para identificar variantes genéticas en el cancer de prostata que puedan perfilarse

como potenciales marcadores prondsticos de la enfermedad.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Identificar las variantes genéticas asociadas a caracteristicas clinico-patologicas
del CP con el uso herramientas bioinformaticas para el minado de bases de datos
gendémicos y clinicos de estudios albergados en el portal de acceso publico
cBioPortal, a través de un estudio computacional del perfil molecular de la
neoplasia.

3.2.  Objetivos especificos

1. Definir el panorama de genes significativamente mutados en el CP.

2. ldentificar los genes con alteracion en el numero de copias (amplificados y
delecionados) en CP.

3. Reconocer genes con expresion diferencial (sobreexpresados y subexpresados)
en CP.

4. Evaluar la asociacion de alteraciones genéticas con caracteres fenotipicos de
pacientes con CP

5. Estimar el dafio en la estructura y funcion de las proteinas de los principales
genes significativamente mutados en CP y la afectacion de los procesos biologicos
involucrados.

6. Determinar las frecuencias de mutaciones conductoras del CP.

7. Revisar las frecuencias de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de

riesgo a CP.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Disefo del estudio

El disefio del presente estudio fue del tipo descriptivo, observacional
retrospectivo, donde se utilizaron recursos e instrumentos bioinformaticos para la
exploracion y analisis de datos gendmicos y fenotipicos de pacientes con CP
(Figura 11). La informacion estuvo disponible en portales de libre acceso
provenientes de proyectos de cancer a gran escala. A través de un analisis
computacional, se exploré el perfil gendomico del CP y se evaluaron las

asociaciones de variantes genéticas con atributos clinicos de la enfermedad.
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Figura 11. Flujograma del trabajo de investigacion
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4.2.  Fuentey caracteristicas de los datos genémicos y clinicos

-Fuente de base de datos : Informacion de hombres mayores de 18 afios
diagnosticados con CP cuyos datos clinicos y genomicos estan almacenados y
son de acceso libre en portales de genomas de cancer tales como cBioPortal,
Firebrowse y Xena. Estos recursos permiten la exploracion de datos de estudios en
cancer de gran envergadura. La informacion es exportada desde “The Cancer
Genome Atlas” (TCGA), proyecto del esfuerzo conjunto del Instituto Nacional
del Cancer y el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano; que
tiene como objetivo caracterizar el perfil gendmico de diferentes tipos de
neoplasias. Estos portales también seleccionan conjuntos de datos de la literatura,
ademas de solicitar directamente a los investigadores data adicional como
atributos clinicos cuando se dispongan de ellos. Ademas, estos recursos emplean
algoritmos para homogenizar la determinacion de variantes genéticas como las

mutaciones a fin de identificarlas de forma consistente en todos los estudios.

La muestra fue de 3312 que representa la sumatoria de pacientes enrolados en los
proyectos sobre CP albergados en cBioPortal. Cabe sefialar que para efectos de la
identificacion de GSM, genes con expresion alterada y estudio de asociacion de
genotipo-fenotipo se empled solamente la cohorte TCGA debido a que esta
poblacion presento la informacién completa de analisis mutacional y expresion
genética, ademas de contar con datos consistentes de la caracteristicas clinico-
patoldgicas de los individuos enrolados. Se debe sefialar que el proyecto TCGA

proporciona datos biologicos a traves de herramientas de analisis gendmicos como
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la secuencia del genoma a gran escala, y hasta el momento ha evaluado 27 tipos

de tumores diferentes.

-Criterios de inclusion:

a) Informacion de hombres diagnosticados con CP, en cualquier estadio de la
enfermedad.

b) Informacion de participantes cuyos datos gendmicos e informacion fenotipica

(demografica y clinica) esté disponible.

-Criterios de exclusion:
a) Informacion de hombres que no tengan CPp.

b) Informacion de hombres que presenten CP neuroendocrino.

4.3.  Operacionalizacion de variables

En el presente estudio se evaluaron variables genémicas y clinicas en pacientes
con CP (tabla 2). Dentro de las variables genémicas se estudiaron las mutaciones
génicas, alteracion en el numero de copias y expresion génica. Las variables
demograficas evaluadas fueron edad, raza y etnia, mientras que las variables
clinicas consistieron de PSA, escala de Gleason (EG), estadio T y N, sobrevida
global (SG) y sobrevida libre de enfermedad (SLE). La operacionalizacion de las
variables se muestra en la tabla 2, donde se detalla la definicion de las mismas, su

naturalezay la medida empleada en el estudio.
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Tabla 2. Operacionalizacion de las variables de estudio.

Tipo de Tipo de
. I variable variable Escala . Definicion
Variable Definicion . . de Indicador .
segln su seglin su A operacional
L medicion
naturaleza relacion
. La existencia de una
Presencia de L )
: variacion de _— . . 0:Ausente
mutaciones - Cualitativa Independiente | Nominal 0,1 .
nucleétido en un 1: Presente
puntuales
gen.
0:Sin
Ganancia o pérdida alteracion
Alteracmn en _eI en ?I namero de Cualitativa Independiente | Nominal 01,2 1:Amplifica
numero de copias copias de un gen do
determinado. 2:Deleciona
do
0:
L Subexpresio
Alteraciones en la Variacion en a np
[ expresion de un gen Cualitativa Independiente | Nominal 0,1 )
expresion génica . 1:
determinado .
Sobreexpresi
on
Frecu_er_1§:|a de Presencia de un SNP .
aparicion de en la secuencia del Cuantitativa | Independiente Razén Namero de Ndmero
SNPs de riesgo a P SNP
ADN
CP
Condicién en la cual 0: Ausente
Presencia de CP un paciente es Cualitativa Dependiente Nominal 0,1 X
1: Presente
detectado con CP
T: Extension
del  tumor
principal
N: el céncer
Estadiaje del tumor: Ise propaglq a
etapa en la cual se . . . Sistema 0s ganglios
Cualitativa Dependiente Ordinal linfaticos
encuentra el TNM
cercanos
desarrollo del tumor. . .
M: el cancer
se ha
propagado a
otras partes
. del cuerpo
Caracteristicas 2 a6: Cancer
clinico- con  escasa
patolégicas del agresividad,
cancer crecimiento
lento y por
Escala Gleason: lo tanto de
grado de agresividad mejor
de un CP, teniendo pronostico.
. . Escala de . .
en cuenta las | Cuantitativa Dependiente Numeral 7:  Cancer
isti Gleason
caracteristicas  que con
presentan las células agresividad
en una biopsia. intermedia.
8: Cancer de
alta
agresividad,
y peor
prondstico.
Tiempo en el cual el
paciente sigue vivo
Sobrevida global desde  que fue Cuantitativa Dependiente Razo6n Tiempo Meses

diagnosticado con la
enfermedad o inici6
su tratamiento.
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Tiempo que se mide
después del
Sobrevida libre de | tratamiento, en el Cuantitativa Dependiente Razo6n NUmero Meses
enfermedad que no se detecta
algin  signo del
céancer.
Nivel del antigeno
prostético especifico
Nivel de PSA (PSA) que se Cuantitativa Co-variable Razo6n NUmero ng/ml
obtiene de un
paciente
1:Blanco
2:Asiatico
La etnia a la que 3 fl\l_egro 0
Raza pertenece el Cualitativa Co-variable Nominal 1,234 airicano
. americano
paciente. 4
Latinoameri
cano
Afios de vida que
Edad ql momento | - presenta ¢l paciente Cuantitativa Co-variable Razén Edad Afos
del diagnostico al momento del
diagnéstico

4.4, Instrumentos

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron los recursos bioinforméticos

y bases de datos descritos en la Tabla 3 para la recoleccion y anlisis de la

informacion.

Tabla 3. Recursos web empleados en la recoleccion de informacion del

estudio.

Recurso

cBIOPORTAL

GWAS

INTOGEN

Descripcion y utilidad

Es un recurso informético
de acceso abierto que
permite visualizar, analizar
y descargar conjuntos de
datos de genodmica del
cancer a gran escala.

Es una base datos de
asociaciones de SNPs con
rasgos fenotipicos, que
puede integrarse facilmente
€on otros recursos.

Es una herramienta que
permite obtener datos de
mutacién tumoral, métodos

Sitio

http://www.cBioPortal.org

https://www.ebi.ac.uk/gwas/

https://www.intogen.org/search

Fecha de
consulta

Abril-
Agosto
2018

Junio 2018

Mayo-
Junio 2018
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DriverDB

COoSMIC

BIOMUTA

FIREBROWSE

UNIPROT

Genecodis

de identificacion de
genes/mutaciones
conductoras, mapeo de
mutaciones entre otras
cosas.

Es una base de datos que
proporcionas datos
gendmicos relacionados
con cancer, ademas de
algoritmos bioinformaticos
dedicados a la
identificacion de genes y
mutaciones conductoras.

Es un catalogo de
mutaciones somaticas que
permite estudiar el impacto
de estas en el cancer
humano.

Es una coleccion de
variaciones de un solo
nucleotido en el ADN y su
efecto funcional en la
proteina traducida.

Es un recurso que permite
de explorar datos
genémicos y
transcriptomicos de cancer.
Contiene datos de mas de
80 mil muestras de cancer
donadas por mas de 11,000
pacientes, que abarca 38
cohortes de distintos tipos
de cancer.

Es una plataforma en linea
con una base de datos de
secuencias de proteinas,
conteniendo informacion

de su funcion y estructura.

Es resultado de la
participacion del European
Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI), el Swiss
Institute of Bioinformatics
(SIB) y Protein Information
Resource (PIR).

Es una plataforma en linea
que permite describir la
ontologia de genes. Con la
ayuda de determinados
algoritmos se puede
identificar anotaciones

Disponible:
http://driverdb.tms.cmu.edu.tw/driverdbv2/

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

https://hive.biochemistry.gwu.edu/biomuta

http://firebrowse.org/

http://www.uniprot.org/

http://genecodis.cnb.csic.es/analysis

Junio 2018

Julio 2018

Julio 2018

Agosto
2018

Noviembre
2018

Noviembre
2018

35


http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
https://hive.biochemistry.gwu.edu/biomuta

STRING

GEPIA

XENA

VAPROS

I-MUTANT

bioldgicas
significativamente
asociadas a un grupo de
genes en evaluacion
comparandolos con una
lista de referencias.

Es una herramienta que
permite graficar las
interacciones proteina-
proteina de un grupo de
genes de interés
comparandolos con una
base de datos de
interacciones conocidas.

Permite analizar datos de
expresion génica de 9,736
tumores y 8,587 controles,
de los proyectos TCGA 'y
GTEX, respectivamente.

Es una herramienta de
exploracion e integracion
visual para datos
gendmicos, clinicas y
fenotipicos de pacientes en
diversos tipos de cancer.

Es una herramienta que
permite evaluar el efecto de
variaciones en la estructura

y funcion de proteinas a

partir de la integracion de
informacion en biologia
estructural con genoma,
transcriptoma, interactoma,
etc.

Permite predecir cambios
de estabilidad de una
proteina causadas por
mutaciones puntuales a

partir de la secuencia de la

proteina.

- Diciembre
https://string-db.org/ 2018
http://gepia.cancer-pku.cn/ Enero-

p-iigepta. pr. Abril 2019
http://xena.ucsc.edu/ Enero-

pifixena.uesc. Abril 2019

Agosto-

http://www.vapros.org/ Setiembre
2019

http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I- S'z‘tgi]:rig;e
Mutant3.0/I1-Mutant3.0.cgi 2019
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4.5, Secuencia de analisis

1. Exploracion de las alteraciones genéticas en el CP

Genes con alteracion en el Genes con expresion

Genes MUtados nimero de copias (ANC) alterada

2. Evaluacion de la asociacion de las alteraciones genéticas en el
CP con rasgos fenotipicos.

—

- Genes mutados

Delecionados
- Genes con ANC < n Fenotipo: Variables clinico-
Amplificados — > patoldgicas y de
supervivencia del CP
- Genes sobreexpresados Sobreexpresados
y subexpresados Subexpresados _

3. Estimacion del dafio en estructuray funcion de las proteinas de los
principales genes significativamente mutados.

LOS_S pfr.lnctl.pales g:nes Identificacién mutaciones Evaluacién de procesos
significativamente =——> . - 5 o
¢ mutados probablemente dafiinas biolégicos afectados.

4. Analisis complementarios: Determinacion de las frecuencias de mutaciones
conductorasy de polimorfismos SNPs de riesgo a CP.

Genes conductores de Determinacion de las SNPs de riesgo a CP

CPreportadosen CGIl ——————> frecuenci.as de aparicion en A reportados en GWAS
pacientes con CP
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4.6. Técnicasy procedimientos de recoleccion de datos

En la primera etapa del estudio, se consultaron 14 estudios de CP (subtipo
histologico adenocarcinoma) en cBioPortal, segin se detalla en la Tabla 4. La
descripcion de la poblacion de estudio fue tabulada en hojas de Excel utilizando el

programa Microsoft Excel 2013.

Tabla 4. Estudios de cancer de prostata albergados en cBioPortal

Tipo . Namero  NUmero
histoldgic Estadio del Estudio de de
tumor :
0 Pacientes Muestras

Genomic Hallmarks of Prostate
Adenocarcinoma (CPC-GENE, Nature 2017)
MSK-IMPACT Clinical Sequencing Cohort in
Prostate Cancer (MSK, JCO Precision 451 504
Oncology 2017)

Prostate Adenocarcinoma (Broad/Cornell, Cell

477 477

2013) 57 57
Prostate Adenocarcinoma (Broad/Cornell, Nat
Genet 2012) 112 112
< Prostate Adenocarcinoma (EurUrol, 2017) 65 65
g Primario  Prostate Adenocarcinoma (Fred Hutchinson 63 176
5 CRC, Nat Med 2016)
I Prostate Adenocarcinoma (MSKCC, Cancer
g Cell 2010) 216 216
3 Prostate Adenocarcinoma (MSKCC/DFCI,
< Nature Genetics 2018) 1013 1013
Prostate Adenocarcinoma (TCGA, Provisional) 498 499
Prostate Adenocarcinoma CNA study 104 104
(MSKCC, PNAS 2014)
Prostate Adenocarcinoma Organoids (MSKCC, 7 12
Cell 2014)
Metastatic Prostate Cancer, SU2C/PCF Dream 150 150
Metastasico Team (Robinson et al., Cell 2015)
Metastatic Prostate Adenocarcinoma (MCTP, 59 61

Nature 2012)
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Con el fin de tener una vision panoramica de las alteraciones gendémicas o “paisaje
mutacional” en CP, se investigaron tres tipos de modificaciones: mutaciones

puntuales, ANCs y cambios en la expresion génica.

4.6.1. Determinacion del panorama mutacional en el CP.

Se consult6 Firebrowse para obtener los genes mas mutados en CPp. Esta base de
datos contiene la informacion de la cohorte TCGA (Provisional, n=498
pacientes). Para correr el analisis, una vez en Firebrowse, se selecciond la cohorte
“Prostate Adenocarcinoma (PRAD)”, luego la opcion Mutation Analyses y
finalmente la alternativa MutSig2CV, cuyo algoritmo mide la carga de mutacion
y determina el p-valor para observar la cantidad de mutaciones no silenciosas en
un determinado gen (Figura 12). La herramienta explora el estado mutacional de
todos los genes contenido en el genoma humano, sin restriccion alguna. En la
seccidon de resultados, la informacion de interés se encontré bajo el término
“Significantly Mutated Genes”, la misma que se descargd, mostrando un punto de
corte de un g-valor < 0.1 preestablecido en la plataforma (g-valor, tasa de

descubrimiento falso).
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Figura 12. Interfaz de Firebrowse. A) El recuadro rojo muestra
la lista de opciones para analizar alteraciones genéticas en base a
la cohorte que se haya seleccionado. Grafica tomada de la pagina
web de Firebrowse (http://firebrowse.org/).

Para la identificacion de GSMs en CPm se emple6 cBioportal. Primero se
selecciond “Prostate” como Organo de analisis, lo cual genero una lista de 16
estudios. A continuacion, se selecciond el estudio “The Metastatic Prostate
Cancer Project” (n=19 pacientes). Se activo la opcion “View Summary” del panel
superior para visualizar la informacion a detalle. Los GSMs se ubicaron en una
tabla que contenia el nombre del gen, numero de mutaciones y la frecuencia de
aparicion (Figura 13). Se descarg6 la informacion de la tabla resultante obtenida

para una interpretacion posterior.
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"
oy cBioPortal DataSets WebAP| RMATLAB Tutorials FAQ News Visualize YourData About Login
u

The Metastatic Prostate Cancer Project (Provisional, December 2018) &
The Metastatic Prostate Cancer Project is a patient-driven initiative. This study includes genomic data, patient-reported data (pre-pended as PRD), medical record data (MedR), and pathology
report data (PATH). As these data were generated in aresearch, not a clinical, laboratory, they are for research purposes only and cannot be used to inform clinical decision-making. All

Click gene symbols below or enter here

annotations have been de-identiied. More inforation is avalable at www.mpcproject org. For questions about these data, including how to cte, please visit www.mpe project org/data-Telease or
direct questions to data@mpeproject org

Summary | Cliical Data N Segments Selected: 19 patients | 19 samples | @ | M| & m

Quick Filters: () 19 samples with mutation data (0 19 samples with CNA data

Mutation Gount vs Fraction of Genome Altered Mutated Genes (18 profiled samples) CNA Genes {19 profiled samples) MedR Age at Diagnosis.
Y Gene #Mut # Freq = TGene  Cytoband  CNA # Freg =
PR3 ® 10 10 526% HISTIHIC  6p222 ANP 9 47.4%
i ., BRCA2 @ 5 s 3% O s © so22  Aawp ER )
. EZHI & 3 3 15.8% HISTIH.. ® 6p222 AMP 9 47.4%
2 150 . MYOSA ] 3 % st @ a2 awp o 4
; i PTPRK 3 3 15.8% HISTIH.. ® 6p222 AMP 9 47.4%
< 100 d KMT2D 2 3 e fHsTi e m22 awe o PRD Hormans Therapy
ottt sPoP @ 2 3 e% st 2 Awp v aan
50 % . INPP4B ® 3 3 13.8% HISTIH... ® 6p222 ANP 9 474%
" KNI 2 3 em fnstee m22 A o aan
E L3 @ 2 2 105% HISTIH... ® 6p222 AMP 9 474%
0 010203040508070808 1 ILBST 2 2 q0s% v JHSTIHB  ep22 AMP 9 4% T
Fraction of copy number aitered genome

Figura 13. Panel de resumen de estudio “The Metastatic Prostate
Cancer Project (Provisional, December 2018)” de CPm de
cBioPortal. En el recuadro rojo se muestra la lista de GSMs para
CPm. Gréafica tomada de la pagina web de cBioPortal
(https://lwww.cbioportal.org/).

Con el fin de indagar si los GSMs presentaban altas frecuencias de aparicion, se
deseo identificar los genes frecuentemente mutados (GFM) en estadio primario y
metastasico del CP, para ello se empled cBioPortal. Se selecciond “Prostate”
como organo de analisis, lo cual genero una lista de 16 estudios. A continuacién,
se seleccionaron aquellos estudios que contenian informacion de mutaciones por
gen, aquello se verifico seleccionando individualmente cada estudio y verificando
que en la parte inferior se activara la opcion “Mutations alterations”. Se activo la
opcion “View Summary” del panel superior para visualizar la informacion
integrada y resumida de los estudios seleccionados. Se mostraron multiples
opciones de filtrado de la informacidon bajo los siguientes criterios: subtipo
histoldgico, tipo de muestra (tanto tumor primario como metastasico) y nimero de
muestra por pacientes. Se aplicaron dichos criterios de filtro y se obtuvo una tabla

con los GFMs junto con su frecuencia de aparicion (%) en la cohorte de estudio
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(Figura 14). Se descargd la informacion de la tabla resultante obtenida para una

interpretacion posterior.

[
a5 cBioPortal DataSels WebAP| RMATLAB Tutorials FAQ News Visuaiize Your Data About Login
L

Combined Study
This combined study contains sampies from 14 studies &

Cancer Type Detaed : ([ TN g Mumber or Samples Per Patint : [EIE)  samote Tvve : (ML) ceerat Fis
Summary | Clincal Data N Segments Selected: 1971 patients | 1971 samples | @ W & m

Quick Filters: 1762 samples with mutation data (0 1732 samples with CNA data

Cancer Type Cancer Type Detailed Mutated Genes (1762 profiled samples) Cancer Studies
# Freq ~ # Freq ~ Y Gene #Mut # Freg ~
W Prostate Cancer 1790 908% W Prostate Adenocarcinoma @ 1971 999% TP53 247 235 214%
M Prostate Adenocarcinoma 181 92% M Prostate Neuroendocring Cartino. 1 <01% [ sPoP 176 173 158% | 680
FOXA1 12 109 9.9%
KMT2C 103 o 83%
KMT2D 94 76 6.9%

Number of Samples Per Patient Overall Survival Satus Mutation Count LRP1B 0 64 58% Sample Type

Al 59 59 5.4%

250 o 5 5 50
p N = R
s s 51 4 am
" APC I 5 4%
50
FIkICA a 4 am T

B oo h e ELe o eee

Figura 14. Panel de resumen de estudios de CP en cBioPortal.
En el recuadro rojo se muestra la lista de GFMs para los
estudios seleccionados de CP. Gréfica tomada de la pagina web
de cBioPortal (https://www.cbioportal.org/).

4.6.2. ldentificacion de genes con alteracion en el nimero de copias (ANC),
amplificados y delecionados.

Con el objeto de identificar genes con alteracion del numero de copias
(amplificacion o delecion), se consultd cBioPortal. Primero se selecciono
“Prostate” como oOrgano de analisis, lo cual genero una lista de 16 estudios. A
continuacion, se seleccionaron aquellos estudios que contenian informacion del
namero de copias por gen; esto se verifico seleccionando individualmente cada
estudio y verificando que en la parte inferior se activara la opcion “Putative copy-

number alterations”.
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Finalmente se activd la opcion “View Summary” del panel superior para
visualizar la informacion integrada y resumida de los estudios seleccionados. Esta
interfaz contuvo mdltiples opciones de filtrado de la informacion bajo los
siguientes criterios: subtipo histoldgico, tipo de muestra (tanto tumor primario
como metastasico) y numero de muestra por pacientes. Se aplicaron dichos
criterios de filtro y se obtuvo una tabla con los genes que presentaron ANCs
(amplificacion y delecion), junto con su frecuencia de aparicion (%) en la cohorte
de estudio y su localizacion cromosomica (Figura 15). Se descargo la informacion

de la tabla resultante obtenida para una interpretacion posterior.

1
."' CBIOPOftal DataSats WebAPI RIMATLAB Tutorials FAQ News Visualize Your Dafa About Login
[ ik I

Combined Study Click gene symbols below or enter here ‘ ‘
This combined study contains samples from 12 studies @ —

Cancer Type Defailed : PmslaleMemcacimiG MumberolSampIesPerPaliem:m Samplelype: Clear Al Fiters

Summary  Clincal Data  CN Segments Selected: 1766 patients | 1766 samples @ M &

Quick Filters: [ 1557 samples with mutation data () 1732 samples with CNA data

Cancer Type Cancer Type Detaled W Cancer Studies
# Freq « # Freg»  TGene  Cytoband CNA Freq«
I Prostate Cancer 1585 808% | [ Prostale Adenocarcinoma @ 1766 990% § PTEN 10g233  DEL 19 14w
I Prostate Adenocarcinoma 181 102% I Prostate Neuroendocrine Carcino. . 1 0f% § MAPXKT  6ofb DEL 150 17%
BACH? 6ai5 DEL 3 1%
EPHAT 6qt6.1 DEL W 15%
PNRC1 (1] DEL W3 12%
Number of Samples Per Patient Overall Sunvival Status Wutation Count PROMI 6g21 DEL 128 100% Sample Type
ATGS 6g21 DEL 127 9%
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Figura 15. Panel de resumen de estudios de CP en cBioPortal.
En el recuadro rojo se muestra la lista de genes con ANC para
los estudios seleccionados de CP. Grafica tomada de la pagina
web de cBioPortal (https://www.cbioportal.org/).
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4.6.3. Evaluacion de la expresion diferencial de genes en CP, genes con
subexpresion y sobreexpresion.

El perfil de expresion génica fue analizado con GEPIA. El recurso consideré 492
muestras de pacientes con CPp provenientes de la cohorte PRAD TCGA y un
grupo de 152 controles incluyendo 52 muestras normales TCGA asi como 100
muestras normales GETx (The Genotype-Tissue Expression). Se ingreso a la
seccion “Cancer Type Analysis”, luego se selecciond la opcion “Differential
genes analysis” y a continuacion, en Dataset (Cancer name) se seleccion0
“PRAD”. En esta Ultima ventana, en el casillero |Log2FC| Cutoff: se tipeé 1.5
para seleccionar aquellos genes que tuviesen una expresion significativamente
diferente con respecto a las muestras normales, las demas opciones se dejaron por
defecto y se corri6 el analisis en “List”. Los resultados se mostraron en una tabla
en la parte inferior, que contuvo el nombre (simbolo) del gen, codigo de
identificacion del gen (Gene ID), la mediana de los transcritos por millon (TPM)
del tumor, la mediana de los TPM de las muestras normales (controles), el Log,
Fold Change (FC) y el g-valor (Figura 13). Este ultimo fue establecido en 0.01y
se tuvo en cuenta para el andlisis estadistico, el mismo que evalué las diferencias

en los niveles de los TPM entre las muestras tumorales y controles.

Los genes fueron alistados considerando el valor del | log,FC | y los g-valores.
Finalmente, se descargé los resultados de 227 genes que mostraron un Log, Fold
Change > 1.5 (genes sobre-expresados) y de 754 genes que mostraron un Log»

Fold Change < -1.5 (genes sub-expresados) (Figura 16). Se consideraron genes
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codantes de proteinas y productores de ARNs de cadena larga no codificantes

(INARN:S).

GEPIA GoPIA Example APl Help About  GEPIAZ (test)
Genera Differential Genes = ExpressionDIY~  Survival=  Similar Genes  Correlation  PCA

Differential Expression Analysis

Dataset (Cancer name Differential Methods Chromesomal Distribution

PRAD v o AMNCVA Over-expressed

|LogsFCl Cutoff: g-value Cutoff: Lk Default cola

Thes methods are used for Tumor vs

o
15 Paired Mormal samples. m

Top 10
This method are used far Tumor vs All Normal
Samples.
Show |10 ¥ |entries Search:
Gene Symbol Gene D Median {Tumor) Median (Normal) Log2(Fold Change) v adjp
RP11-& El 823836 2.6%98 7.801 107e-74
PCAZ El 71312 0483 5596 1.38e-50
AMACR ENSGOOH 226104 7820 4,686 153e-74
T ——

Figura 16. Panel de resultados de genes con expresion diferencial
en CP de GEPIA. En el recuadro rojo se muestra la lista de
GDEs obtenidos bajo los pardmetros establecidos en materiales y
métodos.  Gréafica tomada de la pagina web de GEPIA
(http://gepia.cancer-pku.cn).

4.6.4. Evaluacion de la asociacion de alteraciones genéticas con el fenotipo
del CP

Con el fin de conocer si las alteraciones genémicas en PRAD se correlacionaban
con el fenotipo de los individuos y/o con el fenotipo clinico de la enfermedad, se
condujo un estudio de asociacion genotipo-fenotipo. El genotipo estuvo dado por
cada tipo de alteracion gendémica incluidas mutaciones, cambios en la expresion

génica 'y ANCs.
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El fenotipo incluyé variables demogréaficas de los sujetos y también variables
clinico-patologicas del cancer de estudio. A continuacion, se describe el

procedimiento por cada categoria de alteracion genética.

4.6.4.1. Asociacion de mutaciones genéticas con el fenotipo.

Para la evaluacion de GSMs en CPp con el fenotipo se empleé cBioPortal. Se
siguid el procedimiento detallado en la seccion 4.6.1., una vez generado el panel
de resumen con la informacion de los estudios de CP y habiendo aplicado los
criterios de filtracion sefialados, se ubico la opcion “Quick Filters” y se selecciono
la opcion que mostraba el numero de muestras con informacién de mutacion.
Luego en la parte derecha se activd la opcion “Group” que permitié crear un
grupo con las muestras seleccionadas. Después se ubicé el cuadro que contenia
los genes mutados y se ubicd el primer GSM 'y se repitid el paso anterior para
crear un grupo muestras que tenian el gen mutado. Luego en la misma opcion
“Group” se seleccionaron los dos grupos previamente creados y se activd la
opcion “Compare” que genero una nueva ventana adicional que mostro
diagramas de ambos grupos. Se seleccioné el area del diagrama que solo contenia
muestras que no tenian mutacion en el gen evaluado y se activo la opcién de la

parte inferior que permitia crear un nuevo grupo del area seleccionada (Figura 17).

Una vez realizado el paso anterior se retorn a la ventana inicial y en la opcion
“Group” se evidencio el nuevo grupo generado, se selecciond solo este ultimo y
el grupo de muestras que contenia el gen mutado y se volvid activar la opcion

“Compare”. En la nueva ventana generada se ubicO la pestana “survival” que
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mostraba las graficas de SG y SLE para los pacientes con el gen mutado y con el
gen normal en evaluacion. Se colectaron las graficas que mostraron y p-valor
significativo (p<0.05) para cualquiera de las dos variables. En el panel de
resultados, en la pestafia “Clinical” se pudo conseguir la lista de variables clinicas-
patoldgicas correlacionadas a la mutacion del gen evaluado. En el recuadro de
busqueda se seleccionaron las variables de interés para el presente estudio
(Estadio T, N, Puntaje de Gleason, PSA) y se colectaron aquellas correlaciones
que mostraron un p-valor significativo.El mismo procedimiento se realizO para

cada uno de los 10 primeros GFMs para CPp y CPm.

(ST PR RRE Y (A} Prostate Adenocarcinoma, 1, P... (1762) —— Select all | Deselect all

Cverlap Survival
@ (B) TPS3 mutant, Prostate Adenocarcinema, 1, Primary, YES, with mutation data is completely overlapping with other selected groups, so is excluded from analysis in other tabs.

Samples overlap Patients overlap o

1525‘( .

Create Group From Selected Diagram Areas Create Group From Selected Diagram Areas.

Samples only in (A) Prostate Adenocarcinoma, 1, Primary, YES,
with mutation dsta

W (A) Prostste Adenoca..

W (B) TP52 mutant, Pro...

Figura 17. Interfaz de cBioPortal para la comparacion de dos
grupos de muestras/pacientes. Seleccionando un éarea del
diagrama se puede generar grupos de comparacion con
respecto a una variable genética o clinica. Grafica tomada de
la pagina web de cBioPortal (https://www.cbioportal.org/).
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4.6.4.2. Asociacion de genes con ANC con el fenotipo

La correlacion de variables clinico-patolégicos del CP con ANC se condujo a
través de cBioPortal empleando la cohorte TCGA, el analisis solo se pudo llevar a
cabo para muestras en estadio primario, ya que para los individuos con CPm los
datos clinicos no estuvieron disponibles. Se siguio el procedimiento descrito en la
seccion 4.6.2. para los GFM con la diferencia que en este caso se evaluaria la
correlacion con genes que presentaron ANC, primero los genes frecuentemente
delecionados y luego los amplificados. Se ubicé la opcion “Quick Filters” y se
selecciond la opcion que mostraba el nimero de muestras con informacién de
ANC. Luego los pasos siguientes fueron seguidos segun la seccion 4.6.4.1. hasta
la generacion de la ventana con la informacion de las variables se supervivencia
(SG y SLE). En el mismo panel de resultados pero en ubicando la pestafia
“Clinical” se pudo obtener la lista de variables clinicas-patologicas
correlacionadas a la variable ANC para un determinado gen (Figura 18). En el
recuadro de busqueda se tiped las variables de interés para el presente estudio
(Estadio T, N, Puntaje de Gleason, PSA) y se colectaron aquellas correlaciones

gue mostraron un p-valor significativo P<0.05).

.::= cBioPortal Data Sets  WebAPl RMATLAE Tutorisls FAQ News \isualize Your Data About Flg ura 18 I nte rfaZ de
Multiple studies CBloportaI para IOS
ra o e resultados de
Overlsp  Survival | Clinical | Mutations  Copy-numbe: asoc i ac i é n d e A N C
a Q PlotType 100% stacked bar chart con eI fenoti po.
Clinical Attribute #;:"i}bute Statistical Test p-Value g-Value A Swap Axes Horizontal Bars Ti peandO Ia Variable
ICD-10 Classification  Patient Chisquared Test <1010 <1010 Y L, .
;Ie?:tjlgsm Agerman Patient Chisquared Test <100 <1010 clinica en el recuadro
Cancer Gt de busqueda se puede
Primary Tumor T
Stage m s
|megma|iuna| Patient Chisquared Test <1070 <10 a0 . z;: . obtener el la
Classification of o . -/
Diseases for = et asociacion con el gen

Oncology, Third

Edition ICD-0-3 Site

Code

American Joint Patient Chisquared Test <1070 <101°
Committee on

Cancer Tumor Stage

con ANC en estudio.
Grafica tomada de la

Code pagina  web de
Fraction Genome Sample Kruskal Wallis Test <1070 <1010 N

atered _ o cBioPortal

Data Source Patient GChi-squared Test 1.13e-10 212e-9

Gene Panel Sample Chisquared Test  1.23e-10 24269 (https //WWW Cb | 0 po r
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4.6.4.3. Asociacion de la expresion génica con el fenotipo
Con la finalidad de evaluar si la expresion génica de un gen estaba vinculada a

alguna de las variables fenotipicas de estudio, se consultaron Gepia y Xena.

4.6.4.3.1. Estudio de asociacion con Xena

Se ingresd al navegador a través de “Launch Xena” y en la primera columna en
“Search for a study” se tiped “TCGA Prostate Cancer (PRAD)”. En la siguiente
columna, para definir la primera variable, se activaron las opciones “Phenotypic”
y “Sample Type”, luego “Done”, para diferenciar las muestras de tumor primario
y metastésico. En la tercera columna se repitio el paso anterior, lo cual generd una
barra de blsqueda en la parte superior (Find Samples) donde se tiped “Primary
tumor” y luego “New column” en el menu superior, para correr el analisis s6lo en
las muestras de tumor primario. Luego se eliminé la tercera columna y se agrego

una nueva para evaluar la asociacion con la expresion genica.

En la nueva columna generada se activo la opcion “Genomic”, luego se tipearon
los genes a evaluar (aquellos sobre y sub expresados obtenidos de Gepia, seccién
4.6.3.) y finalmente se activoé la opcion “Gene Expression (RNAseq Illum)”.
Después, en una nueva columna se activé la opcion “Phenotypic” y en la parte
inferior se desplegd una lista con todas las variables fenotipicas disponibles. Se
eligié evaluar las siguientes: Edad, Estadio T, Estadio N, Numero de nodos
linfaticos, Puntaje de Gleason y PSA. En la parte superior derecha, en el icono
“view as chart”, los resultados se mostraron en graficos de cajas o de dispersion

dependiendo de la naturaleza de la variable evaluada.
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Para el caso de variables categoricas como el estadio T, N y la escala de Gleason,

se evaluaron los diagramas de cajas y se colecto el p-valor asociado al ANOVA

(unidireccional) (Figura 19). Para las variables continuas como PSA y numero de

nodos linfaticos se evalud los coeficientes de correlacion de Spearman (r) y

Pearson (rho); asi como el p-valor asociado a la correlacion. Los resultados

incluyeron las gréficas, el tamafio muestral, las pruebas estadisticas y la

significancia estadistica asociada al analisis. Se colectd la informacién anterior

para todos los genes que presentaron un p significativo, y esta fue trabajada en una

hoja de Excel para analisis subsecuentes.

CESINTA A

TCGA Prostate Cancer (PRAD) o %

primary

Z0oM: Nome

50 sampize.

I

[ Primary Tumor 62| #7 me W [Discrepancy] | 00 3 2e+2
T log2nomm_countsT) [ 9 mT W~
m: [ Re
4.6.4.3.2. Estudio de asociacion con Gepia

LLE [

Figura 19.
Interfaz de XENA
para la evaluacién
de asociacion de a
expresion genética
con variables
clinico-patolégicas
de CPp. Grafica
tomada de Ila
pagina web de
XENA

(https://xena.ucsc.
edu/).

Por otro lado, para conocer los genes asociados a la SG y SLE se consultd

Gepia. En el ment superior “Survival” se seleccion6 la opcioén “Most Significant
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Survival Genes”. A continuacién se selecciond “PRAD” en “Datasets Selection”
para ejecutar el estudio solo en CP. Finalmente se eligio la opcion Overall
Survival dentro de métodos, en Group Cutoff se dejo por defecto la opcion
“Median” y se ejecuto la corrida en “List”. Los resultados aparecieron en una
tabla que contuvo el nombre del gen, el codigo de identificacion del gen (Gene
ID) y el p-valor asociado al analisis de correlacion entre la expresion génica y la
sobrevida global (Figura 20). Los resultados fueron tabulados en hojas de Excel
para su posterior analisis. EI mismo procedimiento se realizé para determinar los
genes correlacionados a la sobrevida libre de enfermedad, variando la opcion OS
por Disease Free Survival (RFS) en métodos. Los resultados fueron tabulados en

Excel.

Una vez obtenidos los genes asociados con el pronostico de la enfermedad, tanto
para la SG como para la SLE, se procedi6 a evaluar sus perfiles de expresidn con
el fin conocer si eran genes sobre o sub-expresados. Para ello, en una hoja de
Excel que contuvo ambas las lista de genes ( GDEs y aquellos asociados a SG y
SLE), con la opcion de “Formato condicional” se trabajo en la identificacion de
genes asociados a SG y SLE, y que a la vez estuviesen presentes en el grupo de
genes sobre o sub expresados. Con estas acciones se obtuvo una lista integrada de
genes con expresion diferencial y asociados a las variables de supervivencia

sefialadas (SG y SLE).
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“lick here to get the extension of tumor abbreviations
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Show|10 ¥ |entries Search:
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Figura 20. Interfaz de Gepia para la evaluacién de asociacion de la
expresion genética con variables de supervivencia. En el recuadro
inferior se muestra la lista de genes con expresion diferencial y su
asociacién con la SG en pacientes con CP. Gréfica tomada de la
pagina web de GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn).

4.6.5. ldentificacion de rutas enriquecidas en CP.

La identificacion de las rutas enriquecidas se realizé consultando Genecodis. Se
evaluaron los genes que presentaron al menos un tipo de alteracion genética. Asi,
se investigaron 3 categorias de genes: (i) los GSM, identificados con Firebrowse y
cBioPortal, (ii) los genes con ANC, identificados con cBioPortal y (iii) los genes
diferencialmente expresados, obtenidos de Gepia. En Genecodis, “Select the
organism” se selecciond “Homo sapiens” y luego se precisaron los términos de
ontologia y anotaciones a evaluar en el campo en “Select the annotations”
incluyendo (i) Proceso Biologico, (ii) Funcion Molecular, (iii) Componente
Celular y (iv) Rutas KEEG (Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas) (Figura

21). A continuacion, se ingresé el nombre de los genes por cada categoria (una
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categoria por vez), en la tabla “Paste your lists of genes” y se corrid el analisis con

“Submit”.

Los resultados se mostraron en una ventana emergente y contuvieron los cuatro
términos de ontologia solicitados para los genes ingresados. Se activo la opcion
“Interactive table” que permitié generar una tabla con los genes, sus anotaciones,
el p-valor asociado al analisis de la anotacion; asi como el nimero de genes de la
lista de referencia empleada para la evaluacion. Finalmente, se descargd la
informacién indicada en la tabla interactiva para cada componente y se trabajo en

hojas de Excel para su tabulacion.

CoO-OCcuUirence adiscovery

’ GeneCodis Gene gnnotations

Modular and Singular Enrichment Analysis [?]

1. Select the organism [7]
Homo sapiens

2. Select the annotations [7] [Last update on Dec, 2011]

- G0 Biological Process

- G0 Molecular Function

G0 Cellular Component
GOSlim Process

GOSlim Component
+KEGG Pathways
InterPro Motifs
MicroRMA
Drmim Diseases
Panther Pathways
PharmmGHE Dnegs
Pubmmed
Transcription Factors

3. Paste your lists of genes [see allowed IDs]

*= Paste list of genes [7] Or upload a file with the list of genss [7]
| Seleccionar archivo | Ningdn archi_.. seleccionado

1

[Load yeast data] [Load uman data]
Figura 21. Interfaz de Genecodis para el anélisis de ontologia de
genes (GO) y rutas enriquecidas KEEG. Se muestran las
primeras opciones de seleccion para correr el andlisis de un
determinado grupo de genes ingresados. Gréfica tomada de la
pagina web de Genecodis (http://genecodis.cnb.csic.es/analysis).
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4.6.6. Redes de interaccion proteina-proteina (interactomas)

Se determinaron los interactomas de aquellas proteinas codificadas por los genes
diferencialmente expresados, ya sea sobre o sub-expresados en CP. Para
representar los interactomas globales (de grupos de proteinas) se consulto
STRING, seleccionando la opcidén “Multiple proteins”, luego ingresando los
nombres de los genes diferencialmente expresados en “List of Names” y
precisando el organismo de interés (Homo sapiens). Finalmente se corrio el

analisis con “Search” (Figura 22).

El resultado incluy6 la imagen interactiva del interactoma o networking, que
mostré conectividad entre proteinas. Aquellas proteinas sin contacto fueron
eliminadas de la representacion mediante la opcion “Settings” y se dejo por
defecto el valor de confianza de 0.4. El interactoma se analiz6 en funcion del
namero de nodos, donde cada nodo representa todas las proteinas producidas por
un solo locus genético codificador de proteinas, color del nodo que representa el
tipo de interaccion y el contenido del nodo que indica si la proteina cuenta con
estructura 3D conocida; asi como el tipo del borde de la PPl que indica si son
interacciones conocidas o predichas. De esta seccion, se colectd informacion del
enriquecimiento funcional (procesos bioldgicos, funcion molecular, componente

celular y rutas KEGG) y significancia estadistica del PPI, por cada interactoma.
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STR' N G Search Download Help My Data

Multinle Proteins by Names / Identifiers

Figura 22. Interfaz de STRING para el analisis de interaccion proteina-
proteina (PPI). Se muestran las primeras opciones de seleccion para
correr el andlisis de un determinado grupo de genes ingresados.
Grafica tomada de la pagina web de STRING (https://string-
db.org/cgi/input.pl?sessionld=MWPVGJJKphyT&input_page_show_s
earch=on).

4.6.7. Prediccion del dafio en la estructura y funcién de las proteinas.

Uno de los objetivos del estudio fue conocer en qué medida las mutaciones
genéticas afectaban la estructura y funcion de las proteinas codificadas por los
GSMs en CPp. Para ello se se predijo de forma tedrica el dafio en la estructura y
funcion de las proteinas, empleando los siguientes recursos: Biomuta, Vapros,
Uniprot Cosmic, cBioportal e Imutant. Se tomaron en cuenta los cinco primeros

GSMs en CPp: SPOP, TP53, FOXAL, MLL2 (KMT2D) y MLL3 (KMT2C).

En primer lugar se utiliz6 Biomuta para identificar las mutaciones probablemente
patogénicas para cada gen. En la barra de busqueda se ingresé el nombre del gen y

se activd la opcion “Search”, luego se seleccion6 el cddigo UniprotKB
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correspondiente al gen de interés. Los resultados se mostraron en una tabla que
contenia las lista de alteraciones para el gen ingresado, asi como la prediccion
funcional con la probabilidad de ser una alteracion dafiina o benigna, el tipo de
cancer al cual estd asociado la alteracion y otros datos adicionales. Se descargo la
tabla con la opcidon “Download table in CSV format” y se tabuld en una hoja
Excel. Luego se filtro solo las alteraciones asociadas a CP y que presentaran una

prediccion funcional determinada como probablemente dafiina.

Luego se empled Uniprot y Vapros para identificar los dominios y regiones
funcionales de las proteinas evaluadas, obteniendo también los rangos de
aminoacidos que albergaban las alteraciones probablemente dafiinas. Ademas se
consultd la base de datos Cosmic para identificar aquellas regiones de interaccion
intermolecular ya fuera con otros productos proteicos o con iones metalicos asi
como dominios no identificados con las herramientas utilizadas anteriormente
(Figura 23). A través de cBioPortal se obtuvieron representaciones de las
estructuras tridimensionales de algunas regiones de importancia de las proteinas
evaluadas. Siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 4.6.1., dentro del
panel de resumen de estudios se ubicd en la parte izquierda en el recuadro de
bdsqueda donde se ingreso tiped el nombre del gen y se activo la opcion “Query”.
Luego se gener6 una nueva ventana donde se activo la opcion “Mutations” la cual
mostraba la secuencia de la proteina con las mutaciones que albergaba en sus
diferentes dominios. En la parte izquierda se ubic6 la opcion “View 3DStructure”,

la cual fue activada para generar la estructura tridimensional disponible para la
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proteina en cuestion. La imagen fue descargada para cada uno de los cinco genes

en evaluacion.

Protein Sequence Fealures
Showing only selected structures - Showing UniProt features = (7]

UniProt Sequence

«< Q@ Resetzoom | 3 B

Sagrors of mieneat Maguied o ke RCHTIRN

[CErErE N } i

Figura 23. Interfaz de Cosmic para el analisis de interaccion
proteina-proteina (PPI). Se muestran las primeras opciones
de seleccion para correr el andlisis de un determinado grupo
de genes ingresados. Gréfica tomada de la pagina web de
Cosmic (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

Finalmente, se predijo el cambio de estabilidad en la proteina producido por cada
una de las mutaciones probablemente dafinas, mediante I-Mutant 3.0. En la
interfaz principal de esta herramienta se ubico la seccion “Prediction of protein
stability changes upon single point mutation from” donde se selecciond la opcidén
“Protein Sequence” y se activo la opcion “Enter”. En la nueva ventana generada
se ingreso la secuencia de la proteina en formato FASTA, previamente descargada
de Uniprot, luego se indico la posicion de la mutacion y el nuevo residuo. Los
parametros de temperatura y pH se dejaron por defecto y se selecciono la opcion
“DDG Ternary Classification”, por ultimo se tipe6 una direccién de correo

electronico a donde los resultados serian enviados (Figura 24). Una vez obtenidos
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los resultados, se colectd la informacion correspondiente a la prediccion del efecto
desestabilizante de cada mutacion, para ello se considero el valor del cambio de
energia libre (CEL) segun un CEL<-0.5, cambio desestabilizador, un CEL>0.5,

un incremento en la estabilizacion y un -0.5<CEL<0.5, cambio neutral.

I-Mutant AAG

Predictor of stability change upon single point protein mutation

|-Mutant Suite Home HSRYPSPPPPAENSSGPVAESHCYTQIKVWKFSYMNTINNFSFCREE
HGEVIKSSTFSSG

ANDKLKHC LRVHPKGLDE ESKDYLSLYLLLVSCPKSEVRAKFKFSIL
NAKGEETKAMESQ
RA

Mutant Suite Hel| i .
» BcisiniSaguen et (GFKKFIRRDF LLDEANGLLPDDKLTLFCEVSYVQDS

VNISGONTHNIVK
VPECRLADELGGLWENSRFTDCCLCVAGQEFQAHKATLAARSPVFSA ~
HFEHENEESKKNR Z
Position: 53 Sequence residue number
New Residue: ¢
Temperature: 25 Temperature in Celsius de: [
Last Update 2512106 pH: 7 pH value [0-14]

Prediction: © DDG Value and Binary Classification DDG >=0, DDG<0]
DDG Ternary Classification [DDG<-0.5, -0.5=< DDG =<0.5, DDG>0.5]
e-mail: jorge lara z@upch pe

Figura 24. Interfaz de I-Mutant para evaluar el cambio de estabilidad
de una proteina producido por una mutacién. En la imagen se
representa los pasos iniciales para introducir la secuencia de la
proteina, la posicién de la mutacién, el aminoacido alterado y otros
parametros. Grafica tomada de la pagina web de I-Mutant
(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant3.0/1-
Mutant3.0.cgi).
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4.6.8. Frecuencia de mutaciones conductoras o drivers del CP.

Un objetivo del presente estudio fue describir el paisaje mutacional en el CP e
identificar la frecuencia de aparicion de las mutaciones conductoras de esta
neoplasia en el grupo de estudio. Para ello, se elabordé una lista de mutaciones
conductoras del CP, disponibles en “Cancer Genome Interpreter” (CGI). Esta
herramienta emplea diferentes base de datos y recursos para el analisis
mutacional, asi como los resultados de varios ensayos experimentales publicados:
(i) DoCM, Una base de datos de mutaciones curadas en el cancer; (ii) ClinVar,
un archivo publico de interpretaciones de variantes clinicamente relevantes y (iii)
OncoK, un recurso que anota el efecto bioldgico y oncogeénico y la significancia

pronostica y predictiva de las alteraciones moleculares somaticas.

El primer paso fue ingresar a la pagina web de “Cancer Genome Interpreter” y se
ingres6 a la opcion “Datasets”, luego a la opcion “Validated Oncogenic
Mutations”. Se pudo visualizar un tabla con una lista de mutaciones oncogénicas
con multiples opciones de filtrado en la parte superior. Se ubicé la seccion
“Tumor Type” y se tiped “Prostate”. Automaticamente se filtraron los resultados
para las mutaciones conductoras de CP y con la opcién “Donwload” se pudo
descargar la informacion correspondiente a la mutacién, el nombre del gen
asociado, el tipo de mutacién, etc., y la informacidn anterior fue tabulada en una

hoja Excel (Figura 25).
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CHEK2 p.E230% ENST00000323354 somatic @ Prostate adenocarcinom
EGFR chr7:g.55242433G>A p.G7355 ENSTO0000! somatic @ Non-small cell lung, Pros
EPHB2 chr1:g.23188553G>T p.A2795 somatic € Prostate adenocarcinom
EPHB2 chri1:g.23233346G>A p.DE79N somatic € Prostate adenocarcinom
EPHB2 chr:g.23234473C=T p.Q723* somatic € Prostate adenocarcinom
KLF6 chr10:g.3824003A>G p.L169P ENST0000049757 somatic €} Prostate adenocarcinom
KLF6 chri0:g.3824099G>T p-5137% ENST00000497571 somatic € Prostate adenocarcinom
KLF6 chri0:g.3824141G>T p-A123D ENST00000497571 somatic € Prostate adenocarcinom
KLF6 chri0:g.38241634>G p-5116P ENST0000049757 somatic € Prostate adenocarcinom
KLF6 chri0:g.38243194>G p-W64R ENST00000497571 somatic € Prostate adenocarcinom
MAD1L1 chr7:g.2265161G>A p-R39C ENST00000406869 somatic € Prostate adenocarcinom
PIEN chr10:g.89711946T>A p.¥188% ENST00000371953 somatic @ Prostate adenocarcinom

Figura 25. Interfaz de CGI para la determinacion
de mutaciones conductoras del CP. Gréfica
tomada de la pagina web de CGI
(https://www.cancergenomeinterpreter.org/home).

Luego de haber obtenido las mutaciones conductoras, se procedié a estimar su
frecuencia de aparicion en los participantes de diversos estudios globales de CP,
albergados en CBioPortal, y que comprometen pacientes con CP de otros estudios
no TCGA. Para esto, se ingreso al recurso, se eligié “Prostate” como 6rgano de
estudio y se seleccionaron solo los estudios que contenian datos de mutaciones
genéticas. Después, se ingresd a “View Summary” (segin secciéon 4.6.1.) y en la
seccion “Cancer Type Detailed” se seleccion6 la opcion “Prostate
Adenocarcinoma”, luego en la categoria “Number of Samples Per Patient” se
eligid la opcion “1” (que hace referencia a una sola muestra donada por paciente,
para evitar repeticiones de muestras analizadas). Luego se ubicé la categoria

“Sample Type”, donde se escogio la subcategoria “Primary”.

60



Una vez delimitado los filtros anteriores, se procedié a tipear los nombres de cada
uno de los genes que albergaban una mutacion conductora, segun informé CGl, y
se corrid el analisis dando clic en “Query”. En los resultados devueltos se buscé la
mutacion conductora de interés por inspeccion visual o tipeando la misma en la

barra de busqueda.

Si la poblacion de estudio seleccionada presentaba la mutacién conductora, se
precisaba también la frecuencia de aparicion. De esta forma se obtuvo el nimero
de muestras que presentaron las mutaciones conductoras y se verificd que no
hubiese muestras duplicadas en el analisis. Se registré el nimero total de
muestras que presentaron la mutacion puntual y el numero total de
muestras/pacientes, con el fin de calcular las frecuencias por mutacion. La
informacién fue tabulada en una hoja de Excel. Aplicando el mismo protocolo, se
estimaron las frecuencias de aparicion de mutaciones conductoras en la poblacion
de pacientes con CPm (Fase IV de la enfermedad). En este caso, para seleccionar
el grupo de estudio, en el campo “Sample Type”, se escogid las subcategorias
“Metastasis” y “Metastasic”. El resto de pasos subsecuentes se siguié como antes

fue descrito.
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4.6.9. Frecuencias de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) de riesgo a
CP.

Se investigo la frecuencia de aparicion de SNPs en CPp y metastasico. Para ello,
se consulto el catdlogo de GWAS, ingresando el término “Prostate Carcinoma” en
el casillero de busqueda. La nueva ventana desplegd informacion de las
asociaciones  (entre  polimorfismos y neoplasia) halladas para CPp
(EFO_0001663) (Figura 26). En la parte inferior en “Trait information” se ubico
la opcion “Download Catalog data” que permitié descargar el nombre del gen
afectado, tipo de estudio, cddigo del SNP, tipo de variante, entro otros datos
adicionales. Luego se filtraron solo aquellos polimorfismos que fueron del tipo
pérdida de sentido (missense), ademas se verifico que no hubiesen polimorfismos
repetidos mediante el cddigo del SPN (rs#). EI mismo procedimiento se realizo
para descargar los polimorfismos asociados a cancer metastasico (EFO_0000196).
En este caso, se selecciond la alternativa Metastasic prostate cancer en la barra de
busqueda luego de tipear “Prostate Carcinoma” Yy el resto de pasos se siguieron

como anteriormente fueron descritos.

Una vez obtenidos los SNPs de susceptibilidad a CPp y metastasico, se procedio a
estimar la prevalencia de cada uno de ellos en cBioPortal. Se siguié de forma de
las mutaciones conductoras (seccion 4.5.3). Se calcularon dichas frecuencias para
cada estadio de la enfermedad y toda la informacion fue tabulada en una hoja de

Excel.

62



GWAS Catalog

The NHGRI-EBI Catalog of published genome-wide association studies

oma, 57328174, Yoo, 2087.1, HBS1L, 6:16000000-25000000

GWAS / Search / prostate carcinoma

Refine search resuits

Traits

Gatalog stats

Search results for prostate carcinoma

prostate carcinoma

Acarcinoma that arises from epitnelial cels of the prostate gland.One of the most common malignant tumars afficting men. The majority of
carc) arise in e peripheral zone and a minority oceu...  Show more >

D @

metastatic prostate cancer
Acarcinoma that arises from the prostate gland and has spread to other anatomic sites.

Associstions @) Studies @)

Figura 26. Interfaz de GWAS para la determinacion de
SNPs de riesgo a CPp y CPm. Se muestran los resultados
obtenidos para el término “Prostate Carcinoma”. Grafica
tomada de la pagina web de GWAS
(https://lwww.ebi.ac.uk/gwas/).
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5. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo de investigacion no presento ningun riesgo para la salud de los
participantes. Los datos obtenidos de los recursos en linea no permitieron
identificar a ningun participante. El proyecto fue aprobado por Comité
Institucional de Etica en Investigacion (CIEI), constancia N° 234-10-18, con fecha

25 de abril de 2018.
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6. Resultados

6.1.  Poblacion de estudio

Los sujetos de estudio fueron pacientes con CPp y metastasico cuyos datos estan
disponibles en cBioPortal. Este recurso contiene datos gendmicos de 15 estudios
ejecutados a nivel mundial, con un total de 3891 pacientes con CP. La mayoria de
los sujetos (45%) presentaron CPp (n=1739) (Tabla 5) mientras que una parte de
la cohorte (20%) presentd CPm (n=794) y el 35% no tuvieron precisada dicha
informacién (n=1358). Tal como se esperaba, la mayoria de individuos
presentaron  adenocarcinoma de prostata (85%), observandose con menos
frecuencia otros subtipos histologicos como el CP del tipo neuroendocrino (n=28)
y el de células pequefias (n=4), estos dos Ultimos subtipos de CP no fueron

considerados en la presente tesis.

En la Tabla 5 se presentan las principales caracteristicas demograficas y clinicas
de los sujetos de estudio, segun si presentaban CPp. La edad promedio al
momento del diagndstico para los individuos con CPp fue de 61 afios, mientras
que para el grupo de pacientes con CPm fue de 66 afios (dato no mostrado). El
84% de los individuos con CPp no tuvo disponible la raza, mientras que en
aquellos sujetos que presentaron este dato predominé la raza blanca (14.7%),
seguido por africanos y asiaticos. De forma similar para la categoria etnia, el 85%
de los individuos no registraron dato para esta variable, y el 15% de la poblacién
que si presentd informacion se precisé que eran no hispanos (no latinos). En
cuanto a las variables de sobrevida como la SG, de los sujetos con registro de
seguimiento, el 34% mostré una SG de hasta 5 afos, el 9% una SG entre 5y 10

afios; mientras que solo el 1% mostro una sobrevida mayor a 10 afios. De los
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pacientes con registro de seguimiento para el tiempo libre de enfermedad, el 18%
mostro una sobrevida libre de enfermedad de hasta 3 afios, el 10% entre 3y 5
afos, y seguido por un 9% con una SLE mayor a 5 afios. Dentro de las variables
clinico-patologicas, se evaluo el puntaje de Gleason para el cual el 85.7% de los
sujetos no presentaron la informacion. De los hombres para los cuales se registro
el puntaje, el 6.7% mostro un Gleason alto (9), el 2.4% un Gleason 8 y seguido
por un 4.8% con un Gleason de 7. El 74.6% de los hombres no tuvieron el valor
de PSA, de los sujetos con el PSA disponible el 18.4% mostro un valor < 4
ng/ml, mientras que el 7% tuvieron un PSA >4 ng/ml. Cabe precisar que la
mayoria de los profesionales de la salud toman como referencia un valor de 4,0
ng/ml o menos como valor normal del PSA, aunque no necesariamente es

concluyente para diagnosticar la enfermedad.

Sobre el estatus patoldgico de la enfermedad, aproximadamente la mitad de la
poblacién no tuvo la calificacion T para el tumor, de los datos disponibles el 25%
de sujetos tuvo un T2, indicativo que el tumor se encontr6 en la prostata 'y no en
otras partes del cuerpo, seguido por un 21% con categoria T3 y un 1% con
categoria T4. Para la categoria N, mas de los tres cuartos de los individuos no
tuvieron el dato registrado, de los que tuvieron la calificacion el 20% mostro un
NO, lo que indico que el cancer no se disemino a los ganglios linfaticos regionales.
El 4.5% de los sujetos tuvo un N2, donde el cancer ya habia invadido los ganglios

linfaticos.
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Tabla 5. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de pacientes con
CPp albergados en los 15 estudios reportados en cBioPortal.

Tipo de Primario
Variable. Caracteristicas N= 1739
N (%)
Edad promedio al momento del diagnostico 61 (+7.58)
Raza
Blanco 255 14.7%
a Negro o Africano 12 0.7%
©
5] Asiético 4 0.2%
g
= ND 1468 84.4%
[a}
Categoria de Etnia
NO HISPANO O LATINO 265 15.2%
ND 1474 84.8%
Tiempo de SG
0-5 afios 595 34.2%
>5 afios-10 afios 160 9.2%
K >10 afios 25 1.4%
3 ND 959 55.2%
§ Tiempo de sobrevida libre de enfermedad
(5]
[a] 0-3 afios 311 17.9%
>3afios-5 afios 171 9.8%
>5 afios 166 9.5%
ND 1091 62.8%
Escala de Gleason
6 4 0.2%
7 83 4.8%
8 41 2.4%
9 117 6.7%
10 4 0.2%
ND 1490 85.7%
9 PSA (ng/ml)
(&)
k= <4 320 18.4%
g >4 122 7.0%
3 ND 1297 74.6%
£ Estadio T
o
T2 435 25.0%
T3 373 21.4%
T4 24 1.4%
ND 907 52.2%
Estadio N
NO 346 19.9%
N1 79 4.5%
ND 1314 75.6%

ND: Informacién no disponible

67



6.2. Paisaje de las alteraciones genomicas en el CP

6.2.1. Genes significativamente mutados

6.2.1.1. Genes mutados en CPp.

La firma mutacional del CPp se obtuvo por Firebrowse y se considerd para el
andlisis la informacién gendmica de 498 pacientes provenientes de la cohorte de
PRAD-TCGA. Se identificaron 35 GSMs en CPp (Tabla 6), aplicando MutSig
2CV v3. Los genes supresores de tumor SPOP y TP53 resultaron ser los dos genes
mas mutados, cada uno presente en el 11% de la cohorte TCGA. Curiosamente,
ambos genes se localizan en el cromosoma 17. MLL2 y MLL3, Histona-lisina N-
metiltransferasa 2D y 2C respectivamente, también fueron reconocidos como
SMGs en el 6% de la poblacion, cada uno. FOXAL, un factor transcripcion
involucrado en el desarrollo embrionario y diferenciacion de tejidos, present6
mutaciones en el 6% del grupo de estudio, mientras que ATM, que codifica la
proteina ATM serina/treonina quinasa que estd vinculada a la regulacion de
procesos de control de la division celular y en la reparacion de dafios al ADN,
estuvo mutado en el 4% de la poblacion. Otros genes como MED15, un cofactor
de transcripcion del complejo mediador involucrado en la transcripcion
dependiente de la ARN polimerasa Il, e IDH1, que codifica una isocitrato
deshidrogenasa 1 (NADP +) que cataliza la descarboxilacion oxidativa del
isocitrato a 2-oxoglutarato, tuvieron bajas frecuencias de aparicion (1%) en la

cohorte TCGA.
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Tabla 6. Genes significativamente mutados en CPp*

Simbolo 5 Frecuencia
Cromosoma del gen Nombre Funcién molecular d'e y p-valor g-valor
aparicion
. Este gen codifica una proteina que puede
Proteina modular las actividades de represion
17921.33 SPOP POZ tipo P . . 11% 1.00E-16 9.10E-13
mota transcripcional de la proteina 6 asociada a la
muerte.
?S;%?gf Erotel’na involuc’rada en la regulaci{)n del
17p13.1 TP53 celular ciclo celular, acttia como un transactivador 11% 1.00E-16 9.10E-13
que modula la division celular.
p53
Histona- . . .
lisina N- Proteina que funciona como un coactivador
12q13.12 MLL2 metiltransf P22 el receptor de estrdgeno, haciendo que 6% 3.50E-11  1.30E-07
se active la transcripcion.
erasa 2D
3{.3/5000 Histona metiltransferasa, acta metilando la
Histona- ‘Lys-4' de histona H3, que a su vez indica
7936.1 MLL3 lisina N- y 1 4 6% 3.90E-07  7.10E-04
- una sefial para activar un proceso
metiltransf transcripcional epigenético
erasa 2C P Pig '
Factor Es un factor de transcripcién que esta
14g21.1 FOXAL r;]uclear qel vinc_glado al desarrlo,llo embrionarig’, 6% 1.40E-07 2.80E-04
epatocito también a la regulacion de la expresion
3-alfa génica en tejidos diferenciados.
Serina / treonina proteina quinasa que
Serina- activa la sefializacion del punto de control
roteina en las roturas de doble cadena (DSB), la
11g22.3 ATM pro apoptosis y las tensiones genotdxicas como 4% 1.60E-04  8.40E-02
guinasa la luz ionizante ultravioleta A (UVA),
ATM p o
actuando asi como un sensor de dafio al
ADN.
fosfatidilin
ositol-
10023.31 PTEN 3,4,5- Es un supresor de tumor. 3% 1.80E-15 1.10E-11
trisfosfato
3-fosfatasa
Proteina
homeobox Regulador transcripcional que puede actuar
dedo de como activador o represor. Inhibe el
16022.2-q2  ZFHX3 zinc elemento potenciador del gen AFP al unirse 3% 1.10E-04  6.70E-02
homeobox a su secuencia central rica en AT.
proteina 3
Fosfatidili
nositol
4,5- El gen PIK3CA induce la produccion de la
3426.32 PIK3CA giqufato proteina p110 alfa (p110a), que es una 3% 150E-09 3.90E-06
-cinasa subunidad de la enzima llamada
subunidad fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K).
catalitica
alfa
CTNNB  Catenina  Esuna proteina que esta asociada a la via
3p22.1 1 beta-1 de sefalizacion Wnt 3% 2.30E-10  6.90E-07
KDM6 De;ﬁg}t&las Es una prqtel’na Histona desmetilasa que
Xpll.3 A especifica actlia Unicamente sobre Lys-27 de la 3% 8.30E-09 1.90E-05
. histona H3
de lisina
ZMYM Eg?jte\'(ﬁs Proteina que t[ene unronen la modu_lgcién
Xq13.1 3 dedo de de la morfologia celular y estructuracién del 2% 1.20E-04  7.10E-02
. citoesqueleto.
zinc
Difosfoino  Esta proteina rompe un beta-fosfato de los
NUDT1 sitol grupos difosfato en PP-InsP5
Xp11.22 1 polifosfato  (difosfosinositol pentakisfosfato), indicio 2% 7.20E-14  3.30E-10
fosfohidro que podria desempefiar un papel en la
lasa 3-beta transduccién de sefiales.
Repeticion
de
7p22.1 TNgCl trégzc(:izt' union a la cromatina 2% 1.10E-06  1.60E-03
contiene
18
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Proteina

Actla, con CNTNAP2, en la organizacion

17g21.2 CNI;I'lNA gf)(r)ﬁ;i(tji?]: radial y longitudinal de los axones 2% 5.30E-06  5.60E-03
1 mielinizados.
Esta proteina es miembro de las proteinas
Miembro de la familia del punto de ruptura del
1p36.13 NBPF1 1 del neuroblastoma, un grupo de proteinas que 2% 1.20E-05 1.10E-02
NBPF podrian estar involucradas en el desarrollo
del sistema nervioso.
Proteina Proteina involucrada en la desintegracion
1925.3 SMG7 SMG7 del ARNM sin sentido 2% 3.50E-06 4.00E-03
Mediador
dela
suki;n(;c;ad Esta protel’n% es un coactivgdo'r’ asociadq a
Xq131  MED12 transcripci  |aregulacion de la transcripcion de casi 2% 350E-05 2.80E-02
on de la todos los genes erendlentes de la ARN
ARN polimerasa Il.
polimerasa
1l
Mediador
dela
subunidad Componente del complejo mediador, un
2291121  MEDIS5 15de  coactivador involucrado en la transcripcion 1% 6.80E-05 4.80E-02
transcripci regulada de casi todos los genes
6n ARN dependientes de la ARN polimerasa Il.
polimerasa
1
Isocitrato
deshidroge
2q34 IDH1 [N"A""SSP] Actividad catalitica 1% 2.40E-06  3.10E-03
citoplasmi
ca
Inhibidor
de quinasa -
12p13.1 CDS N1 dependient Importante reg;zgocre?&;? progresion del 1% 5.50E-06 5.60E-03
ede ’
ciclina 1B
Leiomodin Media _Ia nucleacion de los filamentos de
7931.32 LMOD2 a2 actina y por lo tanto promueve la 1% 1.60E-05 1.40E-02
polimerizacién de actina
Este gen pertenece a una familia
. multigénica expresada en una gran variedad
Xpll1.23 GAAGEZ AnGvgzw de tumores, mientras que en los tejidos 1% 8.20E-07  1.40E-03
normales, la expresion esta restringida a las
células germinales.
Arf-GAP
con
GTPasa,
repeticion
10911.23 AGAPS AN[( y Protina que hipotéticamente activa la 1% 1.70E-06  2.40E-03
proteina 6 GTPasa.
que
contiene el
dominio
PH
HO"&ZIOQa Funciona como un activador transcripcional
3p24.1 EOMES comesoder que juega un papel crucial durante el 1% 7.60E-06  7.30E-03
. desarrollo.
min
Enzima
EHHAD bifunciona  Proteina que forma parte del conjunto de
3026.3-928 H | enzimas de la via de la oxidacion beta 1% 2.50E-05 2.10E-02
peroxisom peroxisomal.
al
Proteina Proteina hipotéticamente involucrada en la
19p13.2 ZNF709  dedo de - L 1% 3.90E-05 3.00E-02
- regulacion transcripcional.
zinc 709
ERF, Potente represor transcripcional que se une
19q13.2 ERF Factor de al elemento H1 del promotor Ets2. Puede 1% 8.20E-05  5.40E-02
transcripci regular otros genes implicados en la
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10p12.31

15¢15.3

18q11.2

1p36.11

17q23.3

15 ql13-ql4

14932.33

MLLT1

STRC

GATAG

TCEB3

ERN1

FMN1

AKT1

on que
contiene el
dominio
ETS

Proteina
AF-10

Estereocili
na

Factor de
transcripci
on GATA-

6

Elongina-
A

Serina/
treonina-
proteina
quinasa /
endoribon
ucleasa
IRE1

Formina-1

RAC-alfa
serina /
treonina-
proteina
cinasa

proliferacion celular.

Esta proteina asta vinculada en varios
reordenamientos cromosémicos ligados a
leucemias
Esencial para la formacidn de conectores
superiores horizontales entre los
estereocilios de las células ciliadas externas.

Activador transcripcional

Subuniddad A de elongina, un factor
general de elongacion de la transcripcion
que aumenta el alargamiento de la
transcripcion de la ARN polimerasa Il mas
alla de los sitios de detencion codificados
por la plantilla.

Serina / treonina-proteina cinasa y
endoribonucleasa que act(la como un sensor
clave para la respuesta de la proteina
desplegada del reticulo endoplasmico

Juega un papel en la formacion de la unién
adherente y en la polimerizacién de los
cables de actina lineales.

AKT1 es una de las 3 serina / treonina-
proteina quinasas (AKT1, AKT2 y AKT3)
llamada quinasa AKT, y que regula muchos
procesos, incluido el metabolismo, la
proliferacion, la sobrevida celular, el
crecimiento y la angiogénesis.

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

9.40E-05

1.70E-04

3.30E-06

5.00E-05

8.30E-05

1.30E-04

1.40E-04

5.90E-02

8.60E-02

4.00E-03

3.60E-02

5.40E-02

7.60E-02

7.60E-02

a: Extraido de Firebrowse, cohorte TCGA (N=498), los valores de p y g fueron descargados del andlisis de Mutsig.
b.: La funcién molecular se obtuvo de Uniprot.

La ontologia predicha sugirié que los productos de los GSMs en CPp participan

en procesos como la regulacion de la transcripcidn desde el promotor de la ARN

polimerasa Il, en la regulacion negativa del proceso apoptético y en vias de

sefializacion intracelular como la sefializacién del receptor del FGF (factor de

crecimiento de fibroblastos), en la ruta de sefializacion por fosfatidilinositol y en

la sefializacion en cascada de la proteina quinasa B (Tabla 7). Los productos de

estos genes son principalmente factores de union a DNA vy a proteinas, localizadas

en el ndcleo.
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Tabla 7. Los 5 principales términos de ontologia de genes (GO) segun
Genecodis para los genes significativamente mutados en CPp.

Categoria ~ Termino GO Descripcion Conteo p-valor Genes
Regulacién positiva MLL2,GATAG,EO
) de la transcripcion del MES, TP53,MLLT1
PB G0:0045944 promotor de ARN 9 2.30E-06 0,CTNNB1,AKT1,
polimerasa Il. FOXA1,MED12
Regulacion negativa GATAG6,PTEN,TP5
G0:0043066 del proceso 7 2.36E-06  3,CDKN1B,CTNN
apoptatico. B1,AKT1,ATM
via de sefializacion
. del receptor del factor PTEN,PIK3CA,CD
G0:0008543 de crecimiento de 4 1.42E-04 KN1B,AKT1
fibroblastos
) sefializacion mediada PTEN,PIK3CA,CD
GO:0048015 o fosfatidilinositol 4 L45E-04 K N1BAKTL
sefalizacion en
GO0:0043491  cascada de la proteina 3 2.58E-04 PTEN’PITK13CA’AK
quinasa B
Unién al ADN region MLL2,GATAG6,ZF
M G0:0044212 reguladora de la 6 1.99E-06 HX3,TP53,CTNNB
transcripcion 1,FOXA1l
) L . PTEN,ZFHX3,TP5
G0:0019899 union a enzimas 5 5.96E-05 3,CTNNBLAKTL
MLL2,TNRC18,E
OMES,TP53,MLL
GO0:0003677 Unién al ADN 11 6.37E-05 T10,CTNNB1,ML
L3, TCEB3,FOXA1l
LZMYM3 ATM
actividad de factor de GATAG6,EOMES,Z
. transcripcion de unién FHX3,TP53,MLLT
G0:0003700 a ADN especifica de 8 8.85E-05 10,CTNNB1,ERF,F
secuencia OXAl
SPOP,MLL2,MED
15,GATAG,PTEN,
PIK3CA,TP53,ML
G0:0005515 Union a proteinas 15 3.34E-04 LT10,CDKN1B,C
NTNAP1,CTNNB1
,MLL3,AKT1,SM
G7,ATM
SPOP,MLL2,KDM
6A,MED15,GATA
6,PTEN,EOMES,Z
FHX3,TP53,MLLT
. . 10,CDKN1B,CTN
cc G0:0005634 nucleo 23 3.90E-09 NBLMLL3 AKTL,

ERF,TCEB3,FOX
Al,SMG7,EHHAD
H,FMN1,MED12,Z

MYM3,ATM
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G0:0005654

G0:0005667

G0:0030027

G0:0035097

nucleoplasma

complejo de factor de
transcripcion

Lamelipodio

complejo de histona
metiltransferasa

8 1.05E-04
4 1.98E-03
3 2.47E-03
2 2.77E-03

MED15,GATAG, T

P53,CDKN1B,AK

T1,TCEB3,MED12
ATM

GATAG6,ZFHX3,C
TNNB1,FOXAl

PIK3CA,CTNNB1,
AKT1

MLL2,MLL3

GO Ontologia de genes, PB Proceso bioldgico, FM Funcién molecular, CC Componente celular.

El analisis de enriquecimiento de vias mostro que algunos GSMs, incluidos TP53

y PIK3CA, estan vinculados no sélo con las rutas del desarrollo del CP sino

también con otras neoplasias como el cancer endometrial, cancer de pulmoén de

células pequefias y leucemia mieloide cronica (Tabla 8).

Tabla 8. Las 5 primeras categorias mas significativamente enriquecidas para

los GSM en CPp.
Termino Nombre de la
KEGG ruta Conteo p-valor Genes
Kegg:05215 CP 6 2.72E-08 PIK3CA,PTEN,CDKN1B,AKT1,CTNNB1,TP53
Cancer
Kegg:05213 . 5 7.62E-08 PIK3CA,PTEN,AKT1,CTNNB1,TP53
endometrial
Cancer de
Kegg:05222 p“:glj’lr;sde 5 5.90E-07 PIK3CA,PTEN,CDKN1B,AKTL,TP53
pequefias
Kegg:05214 Glioma 4 7.65E-06 PIK3CA,PTEN,AKT1,TP53
Leucemia
Kegg:05220 mieloide 4 8.67E-06 PIK3CA,CDKN1B,AKT1,TP53
cronica
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Se investigaron los dos genes mas mutados en CPp, con el fin de observar las
zonas proteicas afectadas por el cambio aminoacidico. Segun el analisis de
mutaciones obtenido de cBioPortal para la cohorte TCGA (n=498), SPOP albergd
gran parte de las mutaciones de cambio sentido (missense) en el dominio MATH,
el cual media la interaccion con sustratos de la proteina ubiquitina ligasa. (Figura

27). S6lo una mutacion se encontro en el dominio BTB que media la dimerizacion

y la interaccion con CUL3.

I 1 I
50 100

Longitud de la proteina (aa)
|

|
150

200

|
250

|
300

|
350

MATH |

[

|

Y87N F102vV F104S F1251 K129E D130E

Y875 F102C F125L
Y87C F102S W131G
w131C
W131R
w131s
w131l

F133Vv
F133L
F133C
F133S
F1331

BTB

l

A227V

A302V

R368H

Figura 27. Distribucion de mutaciones de cambio aminoacidico en la
proteina SPOP en la cohorte TCGA(n=498), obtenido a través de
Los numeros
corresponden a la posicion del aminoacido en el polipéptido, en
naranja los dominios MATH y BTB. La linea horizontal superior
indica la longitud de la proteina dada en aminoé&cidos (aa).

cBioPortal para cancer de proéstata primario.

TP53 presentd mutaciones missense principalmente en el dominio de unién al

ADN asi como en otros dominos de interaccion intermolecular con proteinas

como HIPK1, FBXO42, ZNF385A, CCAR2, AXIN1, E4F1, HRMTI1L2 y

WWOX. Solo una alteracion (R337C) ocurrio en la regiéon de oligomerizacion

(Figura 28).
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Longitud de la proteina (aa)
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| INFIBEA | HiPK2
| AXINT | |
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|
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T
| | |
| 1 | J. |
[ \ |

A74T P82L C135F V157F V173M M2371  T256l E271V R337C
C135Y Y163H R175H N239D G266V R273C
C135W C176R G245D G279E
(1416 P177R 62455 R282W
R181C R248Q E285K

H193R R248W

H193N R2496G
G199V

Figura 28. Distribucion de mutaciones de cambio aminoacidico en la
proteina TP53 en la cohorte TCGA(n=498), obtenido a través de
cBioPortal para cancer de prostata primario. Los niUmeros corresponden
a la posicion del aminoacido en el polipéptido. En amarillo, CCAR2,
HRMT1L2, HIPK1, WWOX, FBX042, HIPK2, ZNF385A, CARMI,
AXIN1 y E4F1 indican las regiones en las cuales TP53 interactla con
dichas proteinas, regién para la oligomerizacion (O), activacion de la
transcripcion (AT), zona de interaccion con el dominio 53BP2 SH3 (ID),
zona de interaccion con el DNA (ICD) y region de interaccion con la
proteina USP7 (U). En rosado los motivos de secuencia corta, TADI y
TADII, sefial de localizacién nuclear bipartita (SLN), sefial de exportacion
nuclear (SEN), motivo KR-STA-K (M). En morado el sitio de unién a
DNA. La linea horizontal superior indica la longitud de la proteina dada
en aminoacidos (aa).
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6.2.1.2. Genes mutados en CPm

Empleando la base de datos de cBioPortal, se identificaron 79 GSMs en CPm. El
analisis se condujo en la cohorte del estudio “The Metastatic Prostate Cancer
Project”, considerando a 19 participantes con CPm. Cabe precisar que el estudio
en mencién no pertenece al grupo de estudios TCGA. Los resultados mostraron
que TP53, al igual que en CPp, es el gen mas mutado en pacientes con CPm,
estando presente en el 53% del grupo de estudio. Los genes ZKSCANL,
codificante para una proteina hipotéticamente involucrada en la regulacion de la
transcripcion 'y NBPF10, un miembro de la familia del punto de ruptura del
neuroblastoma, estuvieron presentes en el 42% del grupo de estudio, cada uno de

ellos (Tabla 9). SPOP, tal como en estadio primario (mutado en el 11% de la

poblacién), también estuvo presente en tumores metastadsico pero en una

frecuencia mayor (16%). Ningun otro GSM fe comin a CPp y CPm.

Tabla 9. Los 20 genes mas significativamente mutados en CPm*

Citobanda Gene Nombre Funcion biolégica Frecuencia ~ Q-valor
Actla como supresor de tumores en muchos
Antigeno tumoral  tipos de neoplasias; induce la detencién del o )
17p13.1 P53 celular p53 crecimiento o la apoptosis segun las 53% 1.028-12
condiciones fisiologicas y el tipo de célula.
Proteina de dedo
de zinc con Proteina hipotéticamente involucrada en la o
9221 ZKSCANL dominios KRAB  regulacion transcripcional. 42% 1.028-12
ySCAN 1
. Este gen es un miembro de la familia del
xgmgrzio %itlg punto de ruptura del neuroblastoma (NBPF),
1g21.1 NBPF10 de uiebrep del Codificado por una de las numerosas copias 42% 9.27E-09
neurgblastoma de los genes NBPF agrupados en las regiones
p36, p12 y g21 del cromosoma 1.
Proteina de dedo  Hipotéticamente puede tener una actividad o )
19p13.11 ZNF253 de zinc 253 de represion transcripcional. 42% 8.33£-08
Antigeno €1 L B mores que. pueden s
Xq27.2 MAGEC1  asociado al GSpecitic fés que pueden 32% 3.42E-05
reconocidos por los linfocitos T citoliticos
melanoma !
autologos.
. proteina glucosiltransferasa que cataliza la
Proteina o- transferencia de glucosa desde UDP-glucosa
13g33.1  POGLUT2  glucosiltransferas : g glucosa  »ge, 1.24E-08
a2 a un residuo de serina dentro de la secuencia

de consenso péptido C-X-N-T-X-G-S-F-X-C
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13¢13.1

6913

7p1l.2

1p22.1

16022.2

2p22.3

18922.1

12921.2

1p36.12

19q13.43

19p12

1q42.13

19q13.43

8q21.2

BRCA2

MTO1

ZNF716

EVI5

ZNF19

YIPF4

CCDC102
B

GLIPR1L2

NBPF3

ZNF776

ZNF708

ZNF678

ZNF814

CA3

Proteina de
susceptibilidad al
cancer de mama
tipo 2

Homologa de la
proteina  MTO1
h, mitocondrial

Proteina de dedo
de zinc 716

Homologa de la
proteina del Sitio
de integracion
viral ecotropico 5

Proteina de dedo
de zinc 19

Proteina YIPF4

Proteina  102B
que contiene el
dominio de

bobina en espiral

Proteina 2 tipo
GLIPR1

Miembro 3 del
NBPF

Proteina de dedo
de zinc 776

Proteina de dedo
de zinc 708

Proteina de dedo
de zinc 678

Proteina de dedo
de zinc 814

Anhidrasa
carbonica 3

Participa en la reparacion de roturas de ADN
de doble hebra y / o en la recombinacion
homéloga. Se une a RAD51 y potencia la
reparacion del ADN recombinante al
promover el ensamblaje de RAD51 en el
ADN de una sola cadena.

Participa en la  modificacion  5-
carboximetilaminometilo (mnm5s2U34) de
la base de uridina oscilante en los ARNt
mitocondriales.

Hipotéticamente asociada a la regulacion
transcripcional

Esta proteina puede actuar como un
regulador del ciclo celular al actuar sobre
FBXO5.

Hipotéticamente esta proteina est4 asociada a
la regulacién transcripcional.

Participa en el mantenimiento de la
estructura de Golgi.

La hernia diafragmética, congénita esta
asociada a esta proteina

Este gen codifica un miembro la superfamlia
1 relacionada con la patogénesis, la proteina
secretora rica en cisteina y el antigeno 5.

Esta proteina es miembro de las proteinas de
la familia del punto de ruptura del
neuroblastoma, un grupo de proteinas que
podrian estar involucradas en el desarrollo
del sistema nervioso.

Proteina involucrada en la regulacion
transcripcional
Proteina involucrada en la regulacion
transcripcional
Proteina involucrada en la regulacion
transcripcional
Proteina involucrada en la regulacion

transcripcional

Proteina motora de microttbulos que se une
a los microtdbulos con alta afinidad a través
de cada heterodimero de tubulina y tiene una
actividad ATPasa.

26%

26%

26%

21%

21%

21%

21%

21%

21%

21%

21%

21%

21%

16%

2.82E-07

1.98E-05

1.20E-03

1.75E-08

9.84E-08

1.40E-07

3.24E-04

5.53E-04

1.12E-03

1.95E-03

8.21E-02

8.21E-02

8.29E-02

1.60E-06

a: Extraido de cBioPortal, The Metastatic Prostate Cancer Project (n=19)

b.: La funcién molecular se obtuvo de Uniprot.

La ontologia predicha para el grupo de GSMs en CPm mostro que los productos

de estos genes se involucran mayoritariamente a la regulacion de la transcripcion,

mecanismos de reparacion al dafio del ADN y en la regulacion de la actividad de
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la fosfoproteina fosfatasa. Siendo principalmente proteinas de union tanto a ADN,

como a otras proteinas y a iones metalicos, localizadas tanto intracelularmente

como nucleo (Tabla 10). Tanto en CPp como en CPm se han identificado genes

que estan vinculados a procesos de regulacion de la transcripcion, sin embargo en

CPp adicionalmente se han determinado genes como PTEN, PIK3CA, CDKN1B

y AKT1 implicados en proliferacion y supervivencia, mientras que en CPm TP53

y BRAC2 destacan por su participacion en procesos de respuesta al dafio del

ADN.

Tabla 10. Los 5 principales términos de ontologia de genes (GO) segun
Genecodis para los genes significativamente mutado en CPm.

. Termino L
Categoria GO Descripcion Conteo p-valor Genes
ZNF814,RCANL1,TP
53,ZNF776,EZH1,S
Regulacion de la transcripcion OX30,ASCCL,ZNF7
o GO:0006355 9 e AD,\‘;’ ’ 15 6.71E-04  08,ZKSCAN1,ZNF6
P ' 78,ZNF615, ZNF253,
ZNF254,ZNF716,ZN
F19
G0:0043666 Regulacion de a actividad 2 181E02  RCANLHSP90BL
fosfoproteina fosfatasa.
Regulacion negativa de la
G0:0045947 oL . 2 2.36E-02 FMR1,RBM4
iniciacion traslacional.
Respuesta al dafio del ADN,
transduccion de sefiales por
G0:0006978  mediador de clase p53 que resulta 2 2.50E-02 BRCAZ2,TP53
en la transcripcion de mediador de
clase p21
Respuesta al dafio del ADN,
transduccion de sefiales por
G0:0042771 mediador de la clase p53 que 2 3.33E-02 BRCAZ2,TP53
resulta en la induccion de la
apoptosis
BRCA2,DEAF1,H1F
0,STRBP,RCANL1,T
P53,ZNF776,EZH1,
. L, SOX30,ZNF708,ZK
EM G0:0003677 Unién al ADN 18 8.30E-06 SCANL ZNF678.ZN
F615,ZNF253,ZNF2
54,ZNF716,ZNF19,
NUP153
G0:0008270 Unién a iones de zinc 17 7.34E-05 DEAF1,ZNF814,TP
53,ZNF776,CA3,ZN
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G0:0046872

G0:0005515

G0:0003676

Uniodn a iones metalicos

Unién a proteinas

unién a acido nucleico

20

o]

1.70E-04

8.88E-04

1.21E-02

F708,ZKSCAN1,ZN

F678,ZNF615,ZNF2

53,ZNF254, ANKM

Y2,ZNF716,ZNF19,

TRIM60,NUP153,R
BM4

DEAF1,ATP9B,ZNF
814,TP53,ZNF776,C
A3,ZNF708,ZKSCA
N1,HECTD1,ZNF67
8,ZNF615,ZNF253,
ME1,ZNF254, ANK
MY2,ZNF716,ZNF1
9,TRIM60,NUP153,
RBM4

BRCA2,MAGEC1,S
POP,DEAF1,MUC?,
RHOBTB3,TNIK,A
RF4,KIF14,RCANL1,
TP53,EVI5,RP1L1,

MPHOSPH10,HECT
D1,COIL,EIF3H,FM
R1,NUP153,SLC24

Al1,GOLGA4,RBM4

,HSP90B1,NIN

ZNF814,ZNF776,D
DX60L,ZKSCAN1,
ZNF678,ZNF615,ZN
F254,RBM4

: 22
ce G0:00056

G0:0005634

G0:0005737

intracelular

nicleo

citoplasma

17

28

1.14E-04

4.27E-04

1.20E-02

GNL2,ARF4,ZNF81
4,STRBP,ZNF776,E
VI15,ZNF708,ZKSC
AN1,HECTD1,ZNF
678,ZNF615,ZNF25
3,ZNF254,ZNF716,
ZNF19,TRIM60,NU
P153

BRCA2,SPOP,DEA
F1,TNIK,SESN3,GN
L2,H1F0,KIF14,STR

BP,RCANL1,TP53,Z

NF776,EVI5,EZH1,
MPHOSPH10,SOX3
0,ZNF708,ZKSCAN

1,ZNF678,ZNF615,
ZNF253,COIL,ZNF2
54,ZNF716,ZNF19,F

MR1,NUP153,RBM

4

BRCAZ2,NBPF3,INP
P5J,DEAFL,TNIK,A
RF4,KIF14,KLHL1,
STRBP,RCAN1,TP5
3,CA3,EVI5RP1L1,
BFSP1,ASCC1,ME1
,EIF3H,FMR1,NUP1
53,GOLGA4,PPP1R
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9A,RBM4,NIN

BRCA2,TNIK,GNL
2,TP53,EZH1,MPH

G0:0005730 nucléolo 10 3.38E-02 OSPH10,COIL FMR
1,NUP153,RBM4
G0:0033593 Complejo BRCA2-MAGE-D1 1 3.83E-02 BRCA2

La evaluacion de vias enriquecidas mostré que tanto la biogénesis del ribosoma
como la fototransduccion estan vinculadas con algunos GSMs en CP

metastasicos, tal como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Resultados del anélisis de enriquecimiento de vias para los GSM

en CPm.
Termino
KEGG Nombre de la ruta Conteo p-valor Genes
Kegg:03008 Biogénesis de! ribosoma 3 3.17E-02 GNL2,RIOK2,MPHOSPH
en eucariotas. 10
Kegg:04744 Fototransduccion 2 4.40E-02 SLC24A1,CNGA1

En la cohorte de CPm, las mutaciones missense de TP53 estuvieron presentes
unicamente en el dominio de unién al ADN (figura 29). La mutacion R248Q
estuvo presente tanto en cancer de préstata primario como metastasico,
ubicandose en la regiones de interaccion con las proteinas CCAR2, HIPK1,
ZNF385A, AXIN1 y con el dominio 53BP2 SH3. De las cuatro mutaciones
encontradas en TP53 para Cpm, solo la variante R248Q fue identificada como

una variante probablemente dafiina y desestabilizadora.
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Figura 29. Distribucion de mutaciones de cambio aminoacidico en la
proteina TP53 en la cohorte The Metastatic Prostate Cancer Project (n=19),
obtenido a través de cBioPortal para cancer de prostata metastasico. Los
nameros corresponden a la posicion del aminoacido en el polipéptido. En
amarillo, CCAR2, HRMTI1L2, HIPK1l, WWOX, FBXO042, HIPK2,
ZNF385A, CARM1, AXIN1 y E4F1 indican las regiones en las cuales TP53
interactla con dichas proteinas, region para la oligomerizacion (O),
activacion de la transcripcion (AT), zona de interaccion con el dominio
53BP2 SH3 (ID), zona de interaccién con el DNA (ICD) y region de
interaccion con la proteina USP7 (U). En rosado los motivos de secuencia
corta, TADI y TADII, sefial de localizacion nuclear bipartita (SLN), sefial
de exportacion nuclear (SEN), motivo KR-STA-K (M). En morado el sitio
de union a DNA. La linea horizontal superior indica la longitud de la
proteina dada en aminoacidos (aa).

En el caso de SPOP, las 3 mutaciones identificadas para CPm se localizaron en el
domino MATH. Las mutaciones F102V y F133V estuvieron presentes tanto en el
CPp como en el estadio de metastasis. La variante Y87C fue la Unica mutacion

propia para CPm que fue encontrada en la cohorte analizada (Figura 30).
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Figura 30. Distribucion de mutaciones de cambio aminoacidico en la
proteina SPOP obtenido a través de cBioPortal para CPm. Los
nameros corresponden a la posicion del aminoacido en el polipéptido,
en naranja los dominios MATH y BTB. La linea horizontal superior
indica la longitud de la proteina dada en aminoacidos (aa).

6.2.2. Genes con alteracion en el nimero de copias.

6.2.2.1 Genes delecionados

Se utilizd cBioPortal para estimar la frecuencia de aparicion de genes
amplificados y delecionados, tanto en el CPp como el CPm, a través del analisis

de 12 estudios globales (Tabla 12).

Tabla 12. Estudios empleados en la identificacion de genes frecuentemente
amplificados y delecionados en CP, disponibles en cBioPortal.

Estudio NUmero de Pacientes Numero de
Muestras

MSK-IMPACT Clinical Sequencing Cohort in Prostate Cancer (MSK, 451 504
JCO Precision Oncology 2017)
Prostate Adenocarcinoma (Broad/Cornell, Cell 2013) 57 57
Prostate Adenocarcinoma (Broad/Cornell, Nat Genet 2012) 112 112
Prostate Adenocarcinoma (EurUrol, 2017) 65 65
Prostate Adenocarcinoma (Fred Hutchinson CRC, Nat Med 2016) 63 176
Prostate Adenocarcinoma (MSKCC, Cancer Cell 2010) 216 216
Prostate Adenocarcinoma (MSKCC/DFCI, Nature Genetics 2018) 1013 1013
Prostate Adenocarcinoma (TCGA, Provisional) 498 499
Prostate Adenocarcinoma CNA study (MSKCC, PNAS 2014) 104 104
Metastatic Prostate Cancer, SU2C/PCF Dream Team (Robinson et al., Cell

150 150
2015)
Metastatic Prostate Adenocarcinoma (MCTP, Nature 2012) 59 61
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Un total de 1575 pacientes tuvieron la informacion gendmica de ANC para CPp.
Para tumores primarios, el gen mas frecuentemente delecionado fue el supresor de
tumor PTEN, que también resulté ser un GSM, estando presente en el 11% de la
poblacién. A continuacién, los genes MAP3K7, cuyo producto es una enzima de
la via de transduccidn de sefiales de mitogeno MAP quinasa, y EPHA7, codante
para un receptor tirosina quinasa involucrado en la comunicacion celular,
presentes ambos en el 10% de la poblacion, respectivamente (Tabla 13).
Interesantemente, un total de 11 genes delecionados se localizaron en el

cromosoma 11 brazo q.

Tabla 13. Genes frecuentemente delecionados en CPp

Simbolo

Nombre Funcién molecular Frecuencia
del gen

Citobanda

fosfatidilinositol-3,4,5-

10923.31 PTEN trisfosfato 3-fosfatasa

Supresor de tumor. 11%

Es una proteina Serina / treonina

Proteina quinasa quinasa quinasa asociada a la via de o
6q15 MAP3K7 quinasa 7 activada por mitégeno transduccion de sefiales de la MAP 10%
quinasa.

El receptor tirosina quinasa se une
a los ligandos de la familia Ephrin-
A anclados en GPI que residen en
6916.1 EPHA7 Efrina tipo A receptor 7 células adyacentes, lo que lleva a la 10%
sefializacion bidireccional
dependiente del contacto hacia las
células vecinas.
Coactivador del receptor

6915 PNRC1 - - Coactivador del receptor nuclear 10%
nuclear 1 rico en prolina
Factor de transcripcion que media
. . un programa transcripcional en
6021 PRDM1 Proteina de Qe_do de zinc 1 varios tipos de linfocitos T 8%
Dominio PR . R .
residentes de tejido inmune innato
y adaptativo

Activador transcripcional que
desencadena la apoptosis en
6921 FOXO03 Proteina O3 de caja de horquilla ausencia de factores de sobrevida, 8%
incluida la muerte de células
neuronales por estrés oxidativo.
Proteina que actua como un sensor
6021 SESN1 Sestrin-1 de leucina intracelular, regulando 8%
la via de sefializacion TORCL.
Participa en el mantenimiento de la
homeostasis de los nucleétidos
6921 AK9 Adenilato quinasa 9 celulares mediante la catalizacion 8%
de la interconversion de los
fosfatos de nucledsidos.
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6q21 FYN
6q21 HDAC2
6q21 WISP3
8p21.3 EGR3
5q15-q21.1  CHD1
1g42.13  OBSCN
13q14.2 RB1
6q22.1 GOPC
13¢14.13  LCP1
8p21.1 ESCO2
2922.1-g22.2 LRP1B
10023.31 FAS

Tirosina-proteina quinasa Fyn

Histona desacetilasa 2

Proteina 3 de la via de
sefializacion inducible por
WNT1

Proteina 3 de respuesta
temprana de crecimiento

Proteina 1 de unién a ADN-
cromodominio-helicasa

Obscurin

Proteina asociada al
retinoblastoma

Proteina que contiene el motivo
de bobina enrollada y PDZ
asociada al aparato de Golgi

Plastin-2

N-acetiltransferasa ESCO2

Proteina 1B relacionada con el
receptor de lipoproteinas de
baja densidad

Miembro 6 de la superfamilia
del receptor del factor de
necrosis tumoral

Tirosina-proteina quinasa no
receptora que desempefia un papel
en muchos procesos bioldgicos,
incluida la regulacion del
crecimiento y la sobrevida celular,
la adhesion celular, la sefializacion
mediada por integrinas, la
remodelacion del citoesqueleto, la
motilidad celular, la respuesta
inmune y la guia de los axones.
Responsable de la desacetilacién de
los residuos de lisina en la parte N-
terminal de las histonas centrales
(H2A, H2B, H3 y H4).

Hipotéticamente esencial para
desarrollo esquelético postnatal.

Factor de transcripcién probable
involucrado en el desarrollo del
huso muscular.

Es un proteina que actia como
factor de modelacion de la
cromatina dependiente de ATP.
Proteina que forma parte del
componente estructural de los
musculos estriados.

Es una proteina que regula la
division celular y actua como un
supresor de tumores.

Juega un papel en el trafico de
proteinas intracelulares y la
degradacion.

Proteina de unidn a la actina. Juega
un papel en la activacion de las
células T en respuesta a la
coestimulacion a través de TCR /
CD3yCD2 o0 CD28
Acetiltransferasa requerida para el
establecimiento de cohesion
crométida hermana
Proteinas potenciales de la
superficie celular que se unen e
internalizan ligandos en el proceso
de endocitosis mediada por
receptores.

Este receptor contiene un dominio
de muerte. Hipotéticamente regula
la fisioldgica de la muerte celular
programada.

8%

8%

8%

8%

7%

7%

67%

7%

6%

6%

6%

6%

En el CP metastasico, el nimero de pacientes con informacion de ANC fue de 705
individuos. Al igual que en CPp,
delecionado, estando presente en el 11% de los pacientes. También estuvieron

delecionados los genes RB1, regulador de la division celular y FAS, una proteina
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de membrana tipo Il miembro de la familia del factor de necrosis tumoral,

presentes en 9% y 8% de la poblacién, respectivamente (Tabla 14). Los genes

TP53 y BRCA2, que resultaron GSM en CPm, también presentaron deleciones en

CPm.

Tabla 14. Genes frecuentemente delecionados en CPm.

Citobanda %'QZZLO Nombre Funcién molecular Frecuencia
fosfatidilinositol-3,4,5-
10g23.31 PTEN trisfosfato 3-fosfatasa Supresor de tumor. 25%
Proteina asociada al Regulgdpr clave de la entrada en
13914.2 RB1 retinoblastoma la division celular que actia 9%
como un supresor de tumores.
Miembro 6 de la
superfamilia del Receptor para TNFSF6 /
10923.31 FAS receptor del factor de FASLG. 8%
necrosis tumoral
Las enfermedades asociadas con
Miembro 2A de la NUTM2A incluyen el sarcoma
10g23.2 NUTM2A familia NUT del estroma endometrial y el 8%
nodulo del estroma endometrial.
Factor de remodelacion de la
cromatina dependiente de ATP
5q15- Proteina 1 de uni_c’m a que funcio_na_ como componente
4211 CHD1 ADN-cromodomlnlo- de reconocimiento d_e sustrato del 6%
' helicasa complejo de acetilacion de
histonas reguladoras de la
transcripcion (HAT) SAGA.
En la unidn del ligando, forma un
Receptor de proteina complejo receptor que consiste
10g23.2 BMPR1A morfogenética 6seatipo  en dos serina / treonina quinasas 5%
12 transmembrana de tipo 11 y dos
de tipo I.
. . . Serina / treonina quinasa que
Proteina quinasa quinasa act(ia como un componente
5911.2 MAP3K1 quinasa quinasa 7 - . . 5%
activada por mitogeno esencwll de la via de transd_ucmon
de sefales de la MAP quinasa.
Proteina 3 de respuesta . Factor de transcripcion
8p21.3 EGR3 . involucrado en el desarrollo del 5%
temprana de crecimiento h
uso muscular.
Factor de transcripcion, que se
une preferentemente a la
Proteina Homeobox secuencia de consenso 5'-
8p212 NKX3-1 Nkx-3.1 TAAGT [AG] -3y puede 5%
comportarse COMo un represor
transcripcional.
Proteina de Participa en la reparacion de
13913.1 BRCA2  susceptibilidad tipo 2 al roturas de doble cadenay /o 5%
cancer de mama recombinacion homéloga
proteina 16 dedo de Actlia como represor
11923.2 ZBTB16 zinc que contiene el P 4%

dominio BTB

transcripcional.
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17p13.1

5q11.2

5q11.2

8p22

8p21.1

6021

522.2

8p22

16424.3

TP53

PLK2

IL6ST

TUSC3

ESCO2

SESN1

APC

PCM1

FANCA

Antigeno tumoral
celular p53

Serina / treonina-
proteina quinasa PLK2

Subunidad beta del
receptor de Interleucina
6

Candidato 3 de supresor
d tumores

N-acetiltransferasa
ESCO2

Sestrin-1

APC, Regulador de la
via de sefializacion
WNT

Proteina de material
pericentriolar 1

Grupo Ade
Complementacion de
anemia Fanconi

Actla como supresor de tumores
en muchos tipos de tumores;
induce la detencion del
crecimiento o la apoptosis segin
las circunstancias fisioldgicas y
el tipo de célula.

Supresor de tumores serina /
treonina-proteina quinasa
involucrada en la plasticidad
sinaptica, la duplicacion del
centriolo y la transicién de fase
Gl/S.

La proteina codificada por este
gen actuaria como un transductor
de sefial de muchas citoquinas.

Esta proteina se localiza en el
reticulo endoplasmico y actiia
como un componente del
complejo de oligosaccaril
transferasa que es responsable de
la glicosilacién de la proteina
unidaa N
Acetiltransferasa requerida para
el establecimiento de cohesion
cromatida hermana
Funciona como un sensor de
leucina intracelular que regula
negativamente la via de
sefializacion TORCL1 a través del
complejo GATOR.

Supresor de tumor.

Proteina necesaria para el
ensamblaje y la funcion del
centrosoma.

Puede estar involucrado en la
reparacion de enlaces cruzados
de ADN entre cadenas y en el
mantenimiento de la estabilidad
cromosémica normal.

4%

4%

4%

4%

4%

4%

4%

3%

3%
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A continuacién, se compararon los genes delecionados de los grupos de CPp y
CPm. Se observdé que 7 genes estan comunmente delecionados en ambas
poblaciones de estudio incluyendo PTEN, SESN1, EGR3, CHD1, RB1, ESCO2,
FAS. El andlisis de ontologia (GO) mostr6 que los productos de estos genes estan
involucrados en la via de sefializacion de p53 y vias del cancer, siendo
principalmente productos de unién a otras proteinas y de localizacion nuclear
(figura 31). Por otro lado, 12 genes resultaron tnicos a CPp involucrandose en el
desarrollo de organismos multicelulares, siendo proteinas de unién a ATP,
nucleotidos y con actividad quinasa. De igual forma, 12 genes fueron Unicos a
CPm; los cuales se asocian a mecanismos de regulacién de la transcripcion y de la

proliferacion celular, siendo factores de unién a proteinas principalmente (figura

31).

Primario Metastasico

12 genes:NUTIVI2A, BMPR1A
MAP3K1, NKX3-1, BRCA2, BTB16,
TP53, PLK2, IL6ST, TUSC3, APC
PCM1, FANCA.

12 genes:MAP3K7,
EPHA7, PNRC1,
PRDM1, FOXO3, AK9
FYN, HDAC2, WISP3,
OBSCN, GOPC, LCP1,
LRP1B.

7 Genes: PTEN,
SESN1, EGR3,
CHD1, RB1, ESCO2,
FAS.

-Regulacion de la
transcripcion, dependiente
ADN (PB).

-Union a proteinas (FM)
-Vias en el cancer
-Regulacion negativa de la
transcripcion, dependiente
del ADN (PB).

-Regulacion negativa de la
proliferacion celular (PB).
-Regulacioén positiva de la
transcripcion, dependiente
del ADN (PB).

-Enlace de ATP (FM)
-Uniéna
nucleétidos (FM)
-Desarrollo de organismos
multicelulares (PB)

- Actividad de la proteina
tirosina quinasa (FM)

-Via de senalizacion p53
-Unioén a proteinas (FM)
-Vias en el cancer

Figura 31. Diagrama de Venn que representa el numero de
genes frecuentemente delecionados y términos GO comunes
a CPp y CPm. GO Ontologia de genes, PB Proceso
biologico, FM Funcion molecular, CC Componente celular.
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6.2.2.2. Genes Amplificados

La frecuencia de aparicion de genes amplificados fue evaluada de igual forma que
la de los genes delecionados. Para CPp, el gen mas frecuentemente amplificado
fue NDRGL, una proteina que participa en las respuestas hormonales, crecimiento
y diferenciacion celular; presente en el 6.03% de la poblacion. Seguido por
AGO2, una proteina involucrada en el silenciamiento génico mediado por ARN,
y PTK2, una proteina que desempefia un papel importante en procesos como la
regulacién de la migracion, adhesion y diseminacion celular, ambos genes
presentes en el 5.14% de los pacientes (Tabla 15). Se observé que un total de 14

genes amplificados estaban localizados en el cromosoma 8 brazo g.

Tabla 15. Genes frecuentemente amplificados en CPp

Citobanda Slmgc;Irc]) del Nombre Funcion bioldgica Frecuencia

Proteina sensible al estrés involucrada en
8g24.22 NDRG1 Proteina NDRG1 las respuestas hormonales, el crecimiento 6%
celular y la diferenciacion.

Requerido para el silenciamiento génico
mediado por ARN.
Proteina tirosina quinasa no receptora
que desempefia un papel esencial en
muchos procesos bioldgicos como la 5%
regulacion de la migracion celular, la
adhesion, la diseminacion, etc.

8g24.3 AGO2 Proteina argonauta-2 5%

Quinasa 1 de adherencia

8924.3 PTK2 focal

Factor de transcripcion de
la familia BHLH,
relacionado a Hes, con el
motivo 1 YRPW

8021.13 HEY1 Represor transcripcional 5%

Regula negativamente la sefializacion
Fosfoproteina asociada ~ mediada por TCR (receptor de antigeno

con microdominios de células T) en células T y la 0
82113 PAGL enriquecidos en sefializacion mediada por FCER1 5%
glicosfingolipidos 1 (receptor de inmunoglobulina de alta
afinidad épsilon) en mastocitos.
8q24.21 MYC Proteina protooncogénica  Proteina que actia como un factor de 50

myc transcripcion uniéndose al ADN.
Es un factor de alargamiento de la
transcripcion general que aumenta el
8021.11 ELOC Elongin-c alargamiento de la transcripcion de la 5%
ARN polimerasa Il més all& de los sitios
de detencion codificados por plantilla
Helicasa Q4 dependiente ATPasa dependiente de ADN 4%

89243  RECQL4 & ATP
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1p21.1

COL11A1 Cadena de colageno alfa-

Puede jugar un papel importante en la
fibrilogénesis al controlar el crecimiento

4%

LX) lateral de las fibrillas de colageno I1.
Proteina que une los filamentos
8924.3 PLEC Plectina intermedios con microtGbulos y 4%
microfilamentos.
. Factor de transcripcion que tiene roles
8013.3 PRDM14 Prqtelna 14 d? d.EdO de tanto positivos como negativos de 4%
zinc de dominio PR L
transcripcion.
Coactivador 2 de Es una proteina coactivadora de la
8913.3 NCOA2 expresion de genes receptores de 4%
receptores nucleares >
esteroides y receptores nucleares.
Proteina enlazadora del citoesqueleto
824.3 EPPK1 Epiplakin _Que se conectaa los filamentos 4%
intermedios y controla su reorganizacion
en respuesta al estrés
Factor 2 de intercambio Funciona como un factor de intercambio
. de nucledtidos de guanina RAC1 (GEF),
de Rac dependiente de - .
8013.2 PREX2 N que activa las proteinas Rac al 4%
Fosfatidilinositol 3,4,5 . . .
. intercambiar el PIB unido por el GTP
trisfosfato .
libre.
Es una proteina que forma parte del
8q21.3 NBN Nibrina _componente del complejo MFSN, 4%
involucrado en respuestas a dafio al
ADN.
Histone Cluster 1C
6p22.2 HIST1IH2BC Miembro C de la familia Componente central del nucleosoma. 4%
H2B
6p22.2 HIST1IH2AC  Histona H2A tipo 1-C Componente central del nucleosoma. 4%
La proteina histona H1 se une al ADN
6p22.2 HISTIHLE Histona H1.4 enlazador entre los nucleosomas que 4%
forman la estructura macromolecular
conocida como la fibra de cromatina.
6p22.2 HIST1H3D Histona H3.1 Componente central del nucleosoma 4%
Proteina 1 regulador de la
3g25.1 WWTR1  transcripcion que contiene Coactivador transcripcional 4%

el dominio WW

En CP metéastasico, el receptor de androgeno fue el gen mas frecuentemente
amplificado, con un presencia en el 39.72% de los pacientes. Seguido por los
factores de transcripcion ELOC y MYC, presentes en el 14.33% y 12.20% de la
poblacion respectivamente (Tabla 16). Nuevamente, la mayoria de genes
amplificados pertenecian al cromosoma 8 brazo g, adicionalmente se pudo
observar que el CPm presento frecuencias mas altas de genes amplificados y

delecionados comparado a las frecuencias reportadas en CPp.
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Tabla 16. Genes frecuentemente amplificados en CPm.

Simbolo del

Citobanda Gen Nombre Funcidn bioldgica Frecuencia
Los receptores de hormonas esteroides
son factores de transcripcion activados
. por ligando que regulan la expresion o
Xql2 AR Receptor de andrdgeno de genes eucaridticos y afectan la 40%
proliferacién y diferenciacién celular
en los tejidos diana.
Es un factor de alargamiento de la
transcripcién general que aumenta el
L alargamiento de la transcripcion de la 0
8g21.11 ELOC Elongin-c ARN polimerasa Il més alla de los 14%
sitios de detencion codificados por
plantilla
Proteina Es un factor de transcripcién que se
8024.21 MYC [Ot0ONCOaRNICa Mye afiade el ADN de una manera no 12%
P 9 Y especifica.
Coactivador 2 de Coactivador transcripcional para
i 0,
8013.3 NCOA2 receptores nucleares receptores de esteroides y receptores 12%
nucleares.
. Factor de transcripcién que tiene roles
8q13.3 PRDM14 Proteina 14 d? d_edo de tanto positivos como negativos de 12%
zinc de dominio PR L
transcripcion.
Regula negativamente la sefializacion
Fosfoproteina asociada mediada por TCR (receptor de
con microdominios antigeno de células T) en células Ty 0
8921.13 PAGL enriquecidos en la sefializacion mediada por FCER1 11%
glicosfingolipidos 1 (receptor de inmunoglobulina de alta
afinidad épsilon) en mastocitos.
Factor de transcripcion
8021.13 HEY1 rgég?ofnaggglg 5;"?0‘n Represor transcripcional 11%
el motivo 1 YRPW
Proteina sensible al estrés involucrada
8024.22 NDRG1 Proteina NDRG1 en las respuestas hormonales, el 11%
crecimiento celular y la diferenciacion.
8q22.2 COX6C C'tc;ﬁi)ounr:? dg doglgasa Actividad de la citocromo-c oxidasa 11%
Componente del MRE11-RAD50-
NBN (complejo MRN) que
i desempefia un papel fundamental en la 0
8q21.3 NBN Nibrina respuesta celular al dafio del ADN y al 11%
mantenimiento de la integridad del
cromosoma.
Helicasa Q4 ; o
8q24.3 RECQL4 dependiente de ATP ATPasa dependiente de ADN 10%
Factor 2 de intercambio Funciona como un factor de
de Rac dependiente de intercambio de nucledtidos de guanina
8q13.2 PREX2 Fosfatidili%ositol 345 RACL(GEF), que activa las proteinas 10%
trisfosfato o Rac al intercambiar el PIB unido por
el GTP libre.
Corepresor transcripcional que facilita
la represion transcripcional a través de
. su asociacion con factores de o
8g21.3 RUNX1T1 Proteina CBFA2T1 transcripcion que se unen al ADN y el 10%
reclutamiento de otros corepresores y
enzimas modificadoras de histonas.
8q24.3 AGO?2 Proteina argonauta-2 Requerido para el silenciamiento 10%

génico mediado por ARN.
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Proteina tirosina quinasa no receptora
que desempefia un papel esencial en
muchos procesos bioldgicos como la 9%
regulacion de la migracion celular, la
adhesion, la diseminacion, etc.
Probablemente esté involucrado en las
Xq12 MSN Moesin .conexion(’es. de Ias. esFructuras
citoesqueléticas principales a la
membrana plasmatica.
Proteina enlazadora del citoesqueleto
. . que se conecta a los filamentos
8q24.3 EPPK1 Epiplakin intermedios y controla su 9%
reorganizacion en respuesta al estrés
Proteina que une los filamentos

Quinasa 1 de adherencia
8024.3 PTK2 focal

9%

8g24.3 PLEC Plectina intermedios con microttbulos y 9%
microfilamentos. .
. Proteina que activa la via de 0
8023.1 RSPO2 R-espondina-2 serializacion Wt 9%
8q24.11 EXT1 Exostosina-1 Glicosiltransferasa requerida para la 9%

biosintesis de sulfato de heparano.

Se hallaron 11 genes comunmente amplificados tanto en CPp como en CPm,
incluyendo a NDRG1, PTK2, HEY1, PAG1, MYC, PLEC, PRDM14, NCOA2,
EPPK1, PREX2, NBN (Fig. 32). Segun la ontologia predicha, los productos de
estos genes participan en la regulacién de la transcripcion desde el promotor de la
ARN polimerasa Il, siendo factores de union a DNA y proteinas, principalmente

nucleares (figura 16).

Primario Metastasico

6 genes: COL11A1,

14 genes:NDRGL, 6 genes: AR,
HIST1H2BC, AGO2, PTK2, COXEC
HIST1H2AC, HEY1, PAG1, MYC, ’

HIST1H1E, ELOC, RECQL4, RUNX1T1,

HIST1H3D,WWTR1 PLEC, PRDM14, MSN, RSPO2,

NCOA2, EPPK1,
PREX2, NBN.

- Unién a proteinas (FM)
- Unién al ADN (FM)

- Regulacion negativa de la
transcripcion del RNA
polimerasa Il promotor (PB)

EXT1.

- Union al ADN (FM)
- Ensamblaje del
nucleosoma (PB)

- Unién a proteinas (FM)

Figura 32. Diagrama de Venn que representa el nimero de genes
frecuentemente amplificados y términos GO comunes a CPpy
metastasico. GO Ontologia de genes, PB Proceso biolégico, FM
Funciéon molecular. CC Comnonente celular.
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6.2.3. Genes con expresion alterada.

El tercer tipo de aberracion genética investigada en CP fue la expresion
diferencial de genes. Para ello, se utilizd Gepia, recurso que alberga 492 muestra
de pacientes con CP de TCGA, Yy bajo los parametros establecidos en la seccion
4.6.3., se identificaron genes sobre-expresados y sub-expresados para CPp. No se
Ilevd a cabo el analisis en CPm debido a que no hubo informacion disponible de

la expresion genética para ningun gen.

6.2.3.1. Genes sobreexpresados

Empleando Gepia se identificaron 227 genes sobre-expresados en CPp, los cuales
presentaron un log FC>1.5 (Tabla 17). EIl gen mas sobre-expresado fue PCA3
con un log FC > 5, cuyo producto es un ARN largo no codificante que
anteriormente ha sido reportado como altamente expresado en este tipo de
neoplasia (49). Seguido por AMACR, un gen involucrado en la racemizacion de
ésteres de CoA de &cidos grasos y DLX1, cuyo producto esta asociado a la
activacion o represion transcripcional. También se identificaron pseudogenes
altamente expresados como RP11-40C6.2, MTND4P12 y PCAT14; algunos de

ellos hipotéticamente generan ARNSs largos no codificantes.

Tabla 17. Los 20 genes mas significativamente sobre-expresados en CPp.

Slml;(;lno del Nombre del Gen Funcion del gen log2(FC) Q- valor
PCA3* Asociado a CP 3 Este gen produce un ARN largo no cofificante. 5.596 1'3;%5
Alfa-metilacil- Proteina involucrada en la racemizacion de ésteres 1.53E-
AMACR CoA racemase de CoA. 4.686 74
Proteina Juega un papel como activador o represor 4.92E-
DLX1  Homeobox DLX- ga un pap ) ac P 4.159 :
transcripcional 56

1
Probable receptor acoplado a la proteina G que se

OR51E2 Receptor olfativo activa por el acetato de propionato y acidos grasos 4.115 4.178-
51E2 45
de cadena corta
PCAT14* Trar)scrlto 14 Esta afiliado a la clase de ARN no codificante. 4.095 5.02E-
asociado al CP 38
GOLM1 Proteina 1 de la Proteina de respuesta celular a la infeccion viral. 3.286 4.23E-

92



membrana de 84

Golgi
HPN Serina p(oteasa Es una enzima que rompe los sustratos 3925 1.99E-
hepsina extracelulares. 90
Proteina 1 similar . . .
GLYATLL a Glicina N- Es una enzima Aciltransferasa que proporciona un 3993 4.92E-
. grupo acilo al extremo N de la glutamina. 48
aciltransferasa
Acil-coenzima A . . . .
ACSM1  sintetasa ACSML, Enzima activadora de lipoato dep_en_dlente de GTP 3153 3.03E-
. - que genera el sustrato para la lipiltransferasa 34
mitocondrial
Receptor de Region constante de la cadena gamma del receptor 1.20E-
TRGC1 células T gamma de células T (TR) que participa en el reconocimiento 2.99 .60
constante 1 del antigeno
TMEFE2 Tomoregulina-2 Puede ser un factor de sobrevida para las neuronas 2984 1.13E-
hipocampales y mesencefalicas. 21
Una unién de brecha consiste en un grupo de pares
Proteina beta-1 de  de canales transmembrana muy compactos a través 4.16E-
GJB1 o h ; 2.917
unioén a brecha de los cuales los materiales de bajo peso molecular 68
se difunden de una celda a otra.
Subunidad Y de
fosfatidilinositol ~ Es parte de un complejo que cataliza la transferencia 5 34E-
PIGY N- de GIcNAc de UDP-GIcNAC a un aceptor 2.893 '21
acetilglucosaminil fosfatidilinositol.
transferasa
Regulador de
crecimiento
celular con Media la adhesion célula-célula de una manera 3.95E-
CGREFL proteina 1nde dependiente del calcio (por similitud). 2.889 88
dominio de mano
EF
. Este gen se expresa en el tracto reproductivo )
CRISP3 Pro.telna se.cret,ora masculino, donde desempefia un papel en la funciéon ~ 2.785 2.378
3rica en cisteina St 10
del esperma y la fertilizacion.
Proteina 4
asociada a la . - . -
ABCC4 resistencia a Podria constituir una bomba dg aniones organicos 275 1.77E-
s relevante para la desintoxicacién celular. 62
multiples
farmacos
Puede actuar como una molécula de interaccion
. hemofilica fisica entre las células epiteliales
Molec_ula de intestinales (IEC) y los linfocitos intraepiteliales 1.54E-
EPCAM adhesion de L - 2.691 '
, L (IEL) en el epitelio de la mucosa para proporcionar 79
células epiteliales . . - ;
una barrera inmunoldgica como primera linea de
defensa contra la infeccion de la mucosa
Juega un papel importante en la organizacion del
TMSB15A Timosina beta-15a citoesqueleto. Se une y secuestra monémeros de 2677 S94E-
actina (actina G) y, por lo tanto, inhibe la 59
polimerizacion de actina (por similitud).
Proteina involucrada en la regulacion de la
TFE3 Factor de trébol 3 reparacion de la mucosa mtegtmal. Promueve la 2 609 6.34E-
movilidad de las células epiteliales en los procesos 21
de curacion.
. - S 1.34E-
SIM2 Homélogo 2 unico Es un factor de transcripcion. 2.579 58

* IncRNA (Genes largos no codificantes)

Segun el andlisis de la ontologia resultante (tabla 18), los productos de los genes

sobre-expresados en CPp estan asociados a procesos como la adhesion celular y
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metabolismo de acidos grasos y lipoproteinas, siendo principalmente proteinas de

unién a otras moléculas e iones calcio, estando localizados en citoplasma,

membrana y en ambiente extracelular.

Tabla 18. Los 5 principales términos de ontologia de genes (GO) predicho por
Genecodis para los genes significativamente sobre-expresados en CPp.

Categoria Termino Descripcion Conteo p-valor Genes
THBS4,EMB,CADM1,
DSC2,
L SDK1,SPON2,NME2,C
PB GO0:0007155 Adhesion celular 14 1.17E-04 NTNAP2
,PODXL2,SPOCK1,F5,
CGREF1,DSG2,COMP
Proceso biosintético
G0:0035338  de acilo graso de 3 1.30E-02 ELOVLZ’FL'?SN’ELOV
cadena larga.
adherencia celular-
G0:0016338  celular independiente 3 1.46E-02 CADMl’CléDNS’CLDN
del calcio
alargamiento del
G0:0034626 acido graso, acido 2 1.72E-02 ELOVL2,ELOVLY7
graso poliinsaturado
Aclaramiento de
GO:0034447 . particulas de 2 1.73E-02 APOC1,APOE
ipoproteinas de muy
baja densidad
THBS4,GALNT3,DSC2,
CAMKK2,MMP10,TG
union de iones de M3,SPOCK1,CANT1,C
FM G0:0005509 calcio 15 6.89E-05 ALR,REPS2,PPP3CA,C
GREF1,DSG2,TPD52,C
OMP
DHRS7,PDIA5,FASN,R
actividad DH11,SCD,ALDH3B2,
G0:0016491 oxidorreductasa 12 7.79E-05 UGDH,PYCR1,STEAP1
,PRDX4,TM7SF2,STEA
P4
G0:0002163 Union a alfa- 2 1.63E-03 AGR2,AGR3
distroglicano
MYO06,CAMKK2,IQGA
G0:0005516  uniodn a calmodulina 6 3.33E-03 P2, TRPM4,PPP3CA MA
RCKSL1
GALNT3,SFTPA2,COL
G0:0005529 Unién a azlcar 6 5.10E-03 EC12,GALNT7,CALR,Z
P3
THBS4,PRSS8,GDF15,S
FTPA2,MMP10,PLA2G
7,CRISP3,APOE,CHIT1
. ,ST14,CCL18,SPOCK1,
CcC G0:0005615 espacio extracelular 23 4.95E-11 SMPDL3B.CXCL11,CA

LR,F5,PRDX4,NPY,ZP3
,MMP9,FAM3B,PCSKB6,
COMP
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APOC1,AGR2,THBS4,T
FF3,PRSS8,AGR3,GDF
15,TMEFF2,APOF,SPO
N2,SFTPA2,MMP10,PL
A2G7,CRISP3,APOE,C
HIT1,5T14,CCL18,SPO
CK1,SMPDL3B,LUZP2,
CXCL11,CALR,F5,PRD
X4,COL10A1,NPY,DN
ASE2B,CGREF1,ZP3,M
MP9,FAM3B,PCSK®6,C
OMP,CST2

APOC1,AGR2,GJB1,SE
Z6L2,ELOVL2,ERGIC1
,PDIA5,PDIA3,RDH11,
reticulo CLDNS8,SCD,CANT1,E

G0:0005783 endoplasmico 22 2.64E-08 NTPD5,TRPM4,CALR,
ELOVL7,CYP2J2,DHC

R24,ZP3, TM7SF2,TPD5

2,PCSK6

OR51E1,HPN,GJB1,SE

Z6L2,ELOVL2,GALNT

3,EMB,EPCAM,ST6GA

LNAC1,PRSS8,CADM1

,B3GAT1,NKAIN1,DSC

2,ERGIC1,SDK1,TMEF

F2,RDH11,MAL2,CLD

N8,CLDN3,PMEPA1,T

integral a la MEM45B,TSPAN1,SCD
membrana a7 1.158-07 ,CNTNAP2,0R51E2,M
ANEAL,TLCD1,NAAL
ADL2,ABCC4,GABRB
3,ABHD2,COLEC12,G
ALNT7,CANT1,TRGC1
,TRPM4,GCNT1,ELOV
L7,GPR160,TRPM8,DH
CR24,F2RL1,DSG2,ZP3

,STEAP4
GALNT3,ST6GALNAC
1,B3GAT1,ERGIC1,FA
SN,MYO6,CNTNAP2,A
POE,MANEAL,GALNT
7,CANT1,TRPM4,GCN
T1,RAP1GAP,CALR,G
OLM1,DHCR24,F2RL1,
ZP3,STEAP4

G0:0005576 region extracelular 35 5.97E-11

G0:0016021

G0:0005794 Aparato de Golgi 20 2.46E-07

En el analisis de rutas enriquecidas se aprecio que los genes sobreexpresados de
CPp se asocian tanto con la biosintesis de mucin tipo O-glicano y a la via del

fagosoma (Tabla 19).
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Tabla 19. Resultados del analisis de enriquecimiento de vias para los genes
sobre-expresados en CPp.

Termino Nombre de la ruta Conteo p-valor Genes
Kegg:0051  Biosintesis de mucin 4 8.23E-04 GALNT3,GCNT1,
2 tipo O-glicano ' ST6GALNACI1,GALNT?7
Kegg:0414 COMP,CALR,TUBB2AT
5 Fagosoma 5 1.65E-02 HBS4.COLEC12

KEGG, Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas

6.2.3.2. Genes subexpresados

Se identificaron un total de 755 genes sub-expresados en CPp, que presentaron un
log FC<-1.5. EI gen ADAM33, codante para una enzima metaloendopeptidasa,
resulté el mas sub-expresado con un log FC <-4 (Tabla 20). También se observd
que los genes GSTM2 (Glutation S-transferasa Mu 2) y GABRE (Receptor de
acido gamma-aminobutirico) estan subexpresados, ambos con un log FC <-3.8. Al
igual que en el grupo de genes sobre-expresados, se hallaron pseudogenes sub-
expresados, tales como RP11-39404.5, MEG3 y ACTA2-AS1, siendo todos ARN
no codificantes de cadena larga (IncRNA de sus siglas en inglés), como se

muestra en la Tabla 20.

Tabla 20. Lista de los 20 genes mas significativamente sub-expresados en CPp

Simbolo del gen  Nombre del gen Funcién del gen log2(FC) Q-Value
ARN no
codificante . q inad
asociado al Funcion no _fatermlna a, con una
RP11-39404.5* - alta expresion en endometrio y -4.65 1.19E-72
potenciador del .
prostata.
mesodermo
cardiaco
Desintegrina y
proteina 33 que
ADAM33 contiene el actividad metaloendopeptidasa y -4.438 2 80E-82
dominio unién a iones de zinc ' '
metaloproteinas
a
Es un supresor de tumor, también
MEG3* Expresado interactta con el supresor 4108 6.43E-74

maternalmente 3 tumoral p53 y regula la expresion
del gen diana p53.
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GSTM2

GABRE

ACTA2-AS1*

CYP3A5

CORO6

GOLGASBA

DIO30S*

SLC26A10

HIF3A

FAM153A

KRT13

COL27A1

GSTM1

COL7A1

LCAT

Glutation S-

transferasa Mu 2

Receptor de
acido gamma-
aminobutirico,

subunidad
épsilon

ACTA2 ARN
antisentido 1

Citocromo P450

3AS5

Coronina-6

Miembro de la
subfamilia A de

Golgi 8A

DIO3 filamento

opuesto ARN
aguas arriba

Miembro 10 de

la familia de
portadores de
solutos 26

Factor inducible

por hipoxia 3-
alfa
Miembro A de
la Familia con
similitud de
secuencia 153
Queratina,
citoesqueleto
tipo 113
Cadena de

coldgeno alfa-1

(XXVII)
Glutation S-

transferasa Mu 1

Cadena de

colageno alfa-1

V)

Fosfatidilcolina-

esterol
aciltransferasa

Proteina que se encarga de
mediar la conjugacion de
glutation.

Esta proteina pertenece a la
familia de canales i6nicos
activados por ligando.

Funcion no determinada. Las
enfermedades asociadas con este
gen incluyen la susceptibilidad al

cancer de pulmon 3y el
carcinoma hepatocelular.
Esta proteina esta asociada a la
via de transporte de electrones
dependiente de NADPH.
Esta proteina esta asociada a la
unién a filamentos de actina
Esta proteina esta vinculada a la
regulacién del mantenimiento
del aparato de Golgi.
Puede tener un rol en la
regulacion de la expresion
monoalélica de DIO3, un gen que
alavezregula la inactivacion de
la hormona tiroidea durante el
desarrollo embriol6gico.

Proteina que intercambia iones de
cloruro / bicarbonato

Proteina que regula la
transcripcional bajo condiciones
de estrés por oxigeno.

Funcién no determinada

Actividad de molécula estructural

Juega un papel durante la
calcificacion del cartilago y la
transicidn del cartilago al hueso.
Proteina asociada a la
conjugacion de glutation.
Proteina estratificada de la
membrana basal epitelial
escamosa que forma fibrillas de
anclaje que pueden contribuir a la
organizacion y adherencia de la
membrana basal epitelial al
interactuar con proteinas de la
matriz extracelular (MEC), como
el colageno de tipo 1V.
Proteina importante en el
metabolismo extracelular de
lipoproteinas
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-3.894

-3.834

-3.715

-3.556

-3.419

-3.368

-3.342

-3.195

-3.161

-3.118

-3.105

-3.08

-3.028

-3.003

5.07E-85

1.52E-59

4.56E-74

8.12E-61

2.72E-59

1.16E-39

1.18E-71

9.55E-72

1.78E-75

1.56E-26

3.65E-66

3.76E-07

1.48E-56

2.44E-78



MIR143HG*

CFD

Gen huésped
MIR 143

Factor de

complemento D

Funcién no determinada.

El factor D escinde el factor B
cuando este Ultimo esta en
complejo con el factor C3b,
activando el complejo C3bbb,
que luego se convierte en la
convertasa C3 de la ruta

-2.998

-2.975

2.72E-76

1.51E-43

* IncRNA (Genes largos no codificantes)

El analisis de ontologia predicho mostro que la transduccion de sefiales y procesos

de regulacion de la proliferacion, adhesion y diferenciacion celular estan

principalmente ligado a los genes subexpresados. Sus productos proteicos unen a

iones y otras moléculas y son constituyentes de la matriz extracelular, citoplasma

y membrana (Tabla 21).

Tabla 21. Las 5 principales términos de ontologia de genes (GO) con el p-
valor mas bajo para los genes sub-expresados en CPp.

Categori
a

Termin
0

Descripcion

Conteo

p-valor

Genes

PB

GO:000
7165

transduccion
de sefiales

64

98

2.57E-15

P2RX1,NPR2,L
YVE1,MAP3K
6,ASB2,WISP2
,CDK18,KCNI
P3,5100A6,TN
FRSF25,ANKD
D1A,MPP2,TR
AF5,GRASP,P
ENK,MIB2,CN
TFR,ACVRL1,
CCK,RASSF4,
RAPGEFL1,SF
RPS5,ARAP3,S
YNGAP1,FGF
17,ACAP3,CY
TL1,GAS6,PG
F.RAPGEF3,G
NRH1,IL11RA,



desarrollo de

G0:000 organismos 46 5.36E-09
7275 .
multicelulares
GO:000 Regulacion o5 7 41E-08

8285 negativa de la

99

PLEKHG5,AD
CY3,IGFBP6,K
CNIP2,ROR2, T
RIP10,S100A9,
MPP3,SYDE1,
GPR173,PDE2
A,CAPN3,IRA
K3,RIN1, TRAF
1,PLXNB1,FG
F7,ARHGAP23
STAC,TLEZ,
MICAL1,NDR
G2,ARHGAP3
3,DLG4,SCGB
1A1,SMOC1,R
ASL12,EDN3,S
TARDS,LAT,G
ATA3,PDGFR
B
FES,ROBOS,B
MP1,FHL1,TB
X2,L1CAM,PD
LIM7,HOXB3,
SEMAGD, TBX
4,DPY19L2 FG
F17,DZIP1,HO
XB2,HOXD13,
HOXD10,NOT
CH4,NUMBL,
PGF,GNRH1,N
TRK3,HOXDS9,
ROR2,DLL1,IS
L1,PLXNAZ,ID
1,ITGB4,PLXN
B1,SERPINF1,
OBSCN,EBF4,
GPMG6B,NDRG
2, TWIST2,SN
Al2,ID3,EYA4,
SMOC1,ADA
MTS9,MEIS1,P
DGFRA,EDNS3,
HIC1,COL13A
1,PDGFRB
FGFR2,WISP2,
RARRESL,PT



proliferacion

celular.
G0:000 Adhesion
o il 30 1.05E-06
GO:003 diferenciacion 29 1.15E-06

0154 celular

H1R,ALDH1A
2,ACVRLL,SF
RP5,GABBRI,
BCL6,BNIPL,
DPT,GNRHL,
GFBP6,ROR2,

COL18A1,PMP

22,SPEG,TGFB
3, TWIST2,PO
DN,MEG3,TG
FB1I1,COL4A
3,RARG,GAT

A3

MUC4,LYVEL,
EFS,WISP2,L1

CAM,COL9AL,
COL7AL,NFA
SC,TRO,HAPL
N2,ITGA7,FLR
T2,COL4A6,D
PT,ITGA5 TH
BS3,NID2,NC
AM1,COL18A
1,NID1,COL5A
3,ITGB4,COL1
6A1,STABL,C
OL27A1,TGFB
111,COL4A3,C
OL6A1,COL5

A1,DST

ROBO3,BMP1,
FHL1,L1CAM,
LAMAGS,PDLI
M7,SFRP5,SE
MA6D,DPY19
L2,DZIP1,0SR
1,NOTCH4,PG
F,SRD5A2,NT
RK3,ROR2,DL
L1,S0X15,MA
L,PMP22,0BS
CN,GPM6B,N
DRG2,SMOCI,
MEG3,NFATC
4,TGFB1I1,CA
PRIN2,COL13

100



Al

FM

constituyente
GO:000 estructural de
5201 la matriz

extracelular

GO:000 Uniodn aiones
5509 de calcio

GO:000 Union a
5515 proteinas

13

36

120

101

1.63E-08

1.92E-08

5.94E-08

MUC4,COL4A
6,COLSA3,TIN
AGL1,COL6A
2,FBLNL,ELN,
COL27A1,LA
MA4,EFEMP2,
COL4A3,COLS
Al,COL13A1
BMP1,KCNIP3
,S100A6,5100
A4,RASGRP2,J
MJD7-
PLA2G4B,PLC
H2,LPCAT4,R
GN,MASP1,N
OTCH4,GASS,
EGFLS,NINL,S
100A8,S1008B,
KCNIP2,DLL1,
DUOX2,THBS
3,NID2,S100A
9,S100A14,PL
CD4,NID1,ME
GF6,DUOX1,C
APN3,S100P,F
BLN1,SMOC1,
SGCA,S100A1
6,EFEMP2,DS
T,EFHD1
HSPB7,FGFR2,
FHL1,CRYAB,
S100A6,S100A
4,COL7ALTR
AF5,PDLIM7,S
HANKS3,STK3
6,HBA2,FGFR
1,ACVRL1,PIL
RB,RASSF4,FS
TL3,SFI1,HSP
B6,METTL17,
LCAT,LENGS,
CCDC130,DZI
P1,ZNF219,D
MPK,SMARC
D3,SYNM,MA



102

SP1,HBB,BCL
6,NUMBL,PPP
1R12C, TPCN1,
SOX10,AGER,
BNIPL,HSPBS,
S100A8,ITGA5
,KSR1,MYOT,
LDB3,S100B,A
CACB,PKD1,L
3MBTL1,NPH
P3,KCNIP2,KR
T15,DLL1,APB
B3,TNS1,LPA
R1,NID2,S100
A9,DNM1,DES
,ID1,PDE2A,C
OL18A1,MAL,
TP63,FLNA,IR
AK3,RIN1,TR
AF1,ITGB4,PL
XNB1,COL16
Al TGFB3,TN
S4,SORBS1,SI
N3B,0BSCN,G
PRASP1,S100P
JAKAPSL, TLE
2,MICAL1,FB
X017,MRVI1,
COL6A2,NDR
G2,ARHGAP3
3,TWIST2,AD
CY4,DLG4,ZN
F655,ELN,WS
B1,ADAMTSL
4,MEIS1,MAP
3K12,NLRP1,K
RT5,EFEMP2,
GAS1,1D4,RBP
MS,JPH2,GST
P1,TGFB1I1,C
DK11A,COL4
A3,5TX16,SN
AP25,RSPO1,H
IC1, TRIM29,V
AMP1,DST,CO
L13A1,ACTAlL



GO0:000

5524

GO0:000
0166

Unién a ATP

Union a
nucleétidos

52

65

4.47E-06

7.15E-06

,DOC2A,RAR
G,LAT,GATA3
,PDGFRB,BEG

AIN
FES,P2RX1,SG

K1,NPR2,FGF
R2,ACTC1,MA
P3K6,RIMKLB
,CDK18,STK36
,P2RX2,FGFR1

,ATAD3C,AC
VRL1,PDK4,M
YH3,DMPK,IP
6K3,MYO15B,
ADCY3,KSR1,
NTRK3,TRAN

K1,ACACB,C
HKB,ROR2,N
AV2,NRBP2, T
TLL3,IRAK3,S
PEG,0BSCN,A
TP1A2,PNCK,
FBXO17,ADC
Y5,ADCY4,M
AP3K12,NLRP
1,ABCC3,PDG
FRA,ACSF2,S
TARD9,ABCA
8,CDK11A,CK
M,UBA7,DST,
KIFC3,ACTAL,
ATAD3B,PDG

FRB

RNPC3,FES,S
GK1,NPR2,FG
FR2,ACTCL,T
UBG2,MAP3K
6,RIMKLB,CD
K18,RBMG6,CE
LF6,ISYNAL,S
TK36,TDRD10
,FGFR1,ATAD
3C,ACVRL1,P
DK4,MYH3,R
BFOX3,DMPK
,IP6K3,RDHS5,
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RAPGEF3,AD
CY3,NTRK3A
CACB,CHKB,
ROR2,NAV2,D
NM1,RBMS3,
NRBP2,HSD11
B1,LTB4R,PD
E2A,PABPC1L
,IRAKS3,SPEG,
OBSCN,ATP1
A2,BDH2,PNC
K,FBXO017,AD
H1B,ADCY5,A
DCY4,GNAQOL,
MAP3K12,NL
RP1,ABCC3,P
DGFRA,ACSF
2,RASL12,STA
RD9,RBPMS,A
BCA8,CDK11
A,CKM,UBA7,
KIFC3,ACTAL,
ATAD3B,PDG
FRB

CC

GO0:000
5737

citoplasma

185

6.62E-27

HSPB7,PRSS5
0,PLA2G6,FES
,SGK1,FGFR2,
ACTC1,C9orf3,
TUBG2,AMT,F
HL1,EFS,WISP
2,CRYAB,RIM
KLB,KCNIP3,
S100A6,ITIH4,
CELF6,JMJD7-
PLA2G4B,ISY
NA1,TRAFS5,P
DLIM7,SHAN
K3,GRASP,ST
K36,PTHIR,T
RO,CDC25B,D
MTF1,MIB2,F
GFR1,PERL,A
LDH1A2,PLC
H2,SFI1,HSPB
6,SFRP5,SMT
N,ARAP3,RGN
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,MYH3,GABB
R1,SEMAGD,R
BFOX3,ENGA
SE,SNCG,SYN
GAP1,PLIN4,G
STM5,GPX2,D
ZIP1,SLC18A2
,HAAO,EPB41
L2,DMPK,SM
ARCD3,SYNM
,IP6K3,LMOD
1,MYO15B,SE
C31B,NUMBL,
PPP1R12C,SO
X10,AGER,PL
EKHGS5,TSPY
L2,ADCY3,HS
PB8,IGFBP6,N
INL,S100A8,S
RD5A2,KSR1,
MYOT,LDB3,P
PP1R14ANTR
K3,5100B,AC
ACB,CHKB,M
APKB8IP3,AHS
A2,KCNIP2,GS
TM2,APBB3,C
RIP3,TNS1,ISL
1,LPAR1,TRIP
10,S0X15,S10
0A9,DNM1,S1
00A14,GFPT2,
DES,RBMS3,N
RBP2,ID1,PLC
D4,PDE2ATT
LL3,AOX1,NI
D1,TP63,FLNA
,DDIT4,CAPN
3,IRAKS,RIN1,
TRAF1,TGFB3
,PAN2,TNS4,S
ORBS1,SIN3B,
OBSCN,TINA
GL1,ATP1AZ2,
GSTM1,STAC,
ARHGEF25,G
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GO:000
5576

region
extracelular

89

7.35E-19

PRASP1,S100P
,GSDMB,BDH
2,SAP25 AKA
P8L,PLEKHH2
,PRCD,PNCK,
BHMT2,ENO2,
MICAL1,CLIP
3,FBX017,MR
VI1,ADH1B,N
DRG2,KCNAB
3,TWIST2,ALS
2CL,ADCY4,B
ZRAP1,CSDC2
,DLG4,XAF1,S
NAI2,ID3,SCG
B1A1,AKRI1C2
,ZNF655,EYA4
,PODN,PTGDS
,SGCA,MAP3
K12,NLRP1,P
DGFRA,ARHG
EF40,S100A16,
MEG3,NFATC
4,1D4, TRIM22,
RBPMS,GSTP
1, TGFB111,CD
K11A,STX16,T
AZ SNAP25,C
KM,CMAHP, T
RIM29,HIF3A,
ATGI16L2,DST
,CAPRIN2,KIF
C3,ACTA1,PD
GFRB,BEGAI
N
MUC4,FGFR2,
BMP1,A1BG,
WISP2,COL9A
1,LAMAS5,ITIH
4,PROK1,JMJ
D7-
PLA2G4B,TNF
RSF25,COL7A
1,C20rf40,HAP
LN2,PENK,FG
FR1,LGI4,PLA
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GO:000 membrana de

5886

plasma

110

6.65E-11

C9,GPX3,LCN
10,CCK,FSTL3
,SFRP5,LCAT,
SERPINAS,FG
F17,MASP1,C
YTL1,COL4A6
,AGER,GASG,
PGF,DPT,CPA
MD8,GNRH1,1
GFBP6,S100A
8,CES4A,S100
B,WFDC2,C7,
LCN6,PCOLC
E2,DLL1,DEF
B1,THBS3,PI1
6,N1D2,S100A
9,NCAM1,AD
AMTS10,AMY
2B,SCGB3A1,
COL18A1,NID
1,MEGF6,FLN
A,COL5A3,PL
XNB1,COL16
Al,SERPINF1,
TGFB3,FGF7,
NTF4, TINAGL
1,DMKN,PRSS
1,PAPLN,COL
6A2,SCGB1A1
,FBLN1,SMOC
1,ELN,COL27
A1, ADAMTSY,
PODN,PTGDS,
ADAMTSLA,C
1QTNF1,LAM
A4, EFEMP2,E
DN3,RARRES
2,ABO,COL4A
3,LYNX1,COL
6A1,RSPO1,C
OL5A1
FES,P2RX1,M
UC4,SGK1,NP
R2,FGFR2,LY
VEL1,FHL1,WI
SP2,L1CAM,C
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RYAB,KCNIP
3,GNB3,S100A
6,LGR6,GPR17
ITIH4,FXYD1,
TNFRSF25,SH
ANKS3,GRASP,
PTH1R,NFAS
C,TRO,FGFR1,
CNTFR,COL23
AlPLCH2,LI
ME1,SFRP5,GI
PR,ARAP3,SE
MAGD,ITGA7,
CLEC2D,TCIR
G1,PLIN4,SLC
12A4,SLC18A
2,EPB41L2,D
MPK,AGER,M
PZ,CPAMDS8,R
APGEF3,PLEK
HG5,TSPYL2,
ADCY3,S100A
8,LIMS2,ITGA
5,NTRK3,PKD
1,SLC2A5,MA
PK8IP3,KCNIP
2,LMBR1L,DL
L1,DUOX2,LP
AR1,JPH4,TRI
P10,S100A9,N
CAM1,FXYDS6,
S100A14,SLC4
TAL1,PLXNAZ,
LTB4R,SLC16
AS5,GPR173,PD
E2A,GABRE,D
UOX1,FLNAR
IN1,ITGB4,PL
XNB1,TGFB3,
SORBS1,PRIM
Al ATP1A2,A
RHGEF25,EN
02,CLIP3,ADC
Y5,KCNAB3,A
DCY4,DLG4,G
NAO1,SLC7A6
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G0:000

5581 colageno 14

GO:003 la matriz

1012 extracelular 17

7.61E-09

8.01E-09

,MRGPRF,MA
P3K12,ABCC3,
PDGFRA,S100
Al6,PEARL,G
AS1,JPH2,GST
P1,ABCA8,LY
NX1,TAZ,SNA
P25,CPLX3,HI
F3A,COL13A1,
SLC14A1,LAT,
PDGFRB
COL9A1,COL7
Al,COL23A1,
COL4A6,COL1
8A1,COL5SAS,
COL16A1,COL
6A2,COL27A1,
C1QTNF1,CO
L4A3,COL6A1
,COL5A1,COL
13A1
FGFR2,LAMA
5,DPT,MMP23
B,NID2,COL18
Al1,NID1,SERP
INF1, TGFB3, T
INAGL1,COL6
A2,FBLN1,AD
AMTSL4,RAR
RES2, TGFB1I1
,COL6A1,COL
5A1

Los genes sub-expresados se vinculan principalmente a las vias de digestion y

absorcion de proteinas, a la interaccion receptor-Matriz Extracelular (ECM), a la

via de sefializacion MAPK y adhesién focal asi como a la ruta de miocardiopatia

dilatada (Tabla 22).

109



Tabla 22. Resultados del analisis de enriquecimiento de vias para los genes
sub-expresados en CPp. Se muestran solo los 5 primeros términos KEGG
mas significativos.

Nombre de la

Termino ruta Conteo p-valor Genes
L COL4A6,COL5A3,ELN,PGAS,
Digestion y
Kegg:0497 absorcion de 1 4.66E-06 COL18A1,COL6A2,COL5AL,P
4 . RSS1,COL9A1,COL6AL,ATP1
proteinas.
A2
COL4A6,COL5A3,LAMAS,IT
Kegg:0451 Interaccion 1 5 12E-06 GA5,LAMA4,COL6A2,COLSA
2 ECM-receptor 1,ITGB4,COL6A1,THBS3,ITG
A7
JMID7-
PLA2G4B,CACNB1,TGFB3,FL
Kegg:0401 ~Vi_a de_ ’ NA,PDGFRA,FGF17,NFATCA4,
0 sefializacion 18 5.80E-06 MAP3K12,MAP3K6,PLA2G6,
MAPK CDC25B,FGFR1,PDGFRB,MA
PK8IP3,RASGRP2,FGF7,NTF4,
FGFR2
. . . ACTC1,ADCY5,CACNBL,TGF
Kegg40541 M'O;"’Il;f&'lgza“a 11 6.27E-06  B3,ITGA5,ADCY3,ADCY4,IT
GB4,SGCA,DES,ITGA7
PGF,COL4A6,COL5A3,LAMA
Kegg:0451 5 5,FLNA,PDGFRAITGA5 LAM
0 Adhesién focal 15 1.37E-05 A4,COL6A2,PDGFRB,COL5A
1,ITGB4,COL6A1, THBS3,ITG
A7

6.3.  Asociacion del genotipo con el fenotipo del CP.

6.3.1. Correlacién de las mutaciones puntuales en GSMs y fenotipo.

Se evalud la correlacién de la presencia de mutaciones puntuales, en los 35 GSMs
del CPp, con variables fenotipicas de la enfermedad. Empleando cBioPortal se
observd que mutaciones en tres genes se correlacionaban con al menos a una
variable fenotipica (Tabla 23). Las asociaciones se evaluaron empleando
diferentes pruebas estadisticas, dependiendo de la naturaleza de las variables

clinicas y/o genéticas. Asi se aplico la prueba de Chi-cuadrado para las variables
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estadio T y N y escala de Gleason. En tanto que el trazado de la Kaplan Meier se

aplico para la variable de SG.

Tabla 23. Correlaciones entre el genotipo y fenotipo (variables clinicas) en
CPp.

Variable clinica Prueba estadistica P-valor Gen
mutado
SG Kaplan-Meier 8.251e-5 ZFP36L2
Estadio T Chi-squared Test 5.153e-3 TP53
Estadio N Chi-squared Test 1.595e-5 TP53
Escala de Gleason Chi-squared Test 2.05¢-9 TPS3

5.805e-3 ZMYM3

Mutaciones en el gen ZFP36L2, que regula la respuesta a factores de crecimiento,
se asociaron a la SG de los pacientes con CPp. (P<0.05). La gréafica de Kaplan-
Meier mostr6 que los individuos con mutaciones en el gen ZFP36L2 tuvieron una
sobrevida menor en comparacion con pacientes sin mutaciones en dicho gen
(figura 33).

ZFP36L2

L ]

++ +

Logrank Test P-Value: 8.251e-5

20% M 4 casos con el gen mutado

Probabilidad de Supervivencia

M 493 casos con el gen normal

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Tiempo (meses)
Figura 33. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la

sobrevida global de pacientes con y sin mutaciones en
el gen ZFP36L2. Cohorte TCGA (N=497) para CPp.
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El gen TP53, un supresor de tumor, se correlacioné al estadio patoldgico (T y N)
de CPp. La categoria T, que mide la extension del tumor, se asoci¢ al estatus
mutacional de TP53 con un p<0.05, empleando la prueba de Fisher. Asi, los
pacientes con categorias méas bajas en el estadio T (T1 y T2), lo que significa que
el tumor adn se encontraba localizado presentaron tp53 normal (figura 34). De
igual forma para la categoria N, parametro clinico que mide si el tumor ha
invadido a los ganglios linfaticos cercanos. La mayoria de pacientes quienes
mostraron categoria NO (n=309), lo que significa que no hubo expansion del

tumor a los nddulos linfaticos, presentaron tp53 normal (Prueba de Fisher,

P<0.05) (figura 35).
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Figura 34. Grafica de barras mostrando el
estadio patologico T de pacientes con y sin
mutaciones en el gen TP53 con. Cohorte TCGA
(N= 497) para CPp. (A) Muestras con el gen
normal. (B) Muestras con el gen mutado.
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Figura 35. Gréafica de barras mostrando el
estadio patolégico N de pacientes con y sin
mutaciones en el gen TP53 con. Cohorte TCGA
(N= 497) para CPp. (A) Muestras con el gen
normal. (B) Muestras con el gen mutado.

Por otro lado, mutaciones en los genes ZMYM3 y TP53 estuvieron asociadas con
la escala de Gleason (P<0.05) (figuras 36 y 37). ZMYM3 codifica una proteina
de dedos de Zinc que se piensa es un componente del complejo histona
desacetilasa, modificadoras de la estructura de la cromatina y responsables del
silenciamiento génico. El grupo de pacientes con ZMYM3 y TP53 mutados
tuvieron una escala de Gleason promedio de 8.5 (DS 0.9) y 8.4 (DS 0.9)
respectivamente, mientras que el grupo de pacientes sin mutaciones en el gen,
tuvieron una escala de Gleason promedio de 7.6 (DS 1.0) para el gen ZMYM 3y
de 7.5 (DS 1.0) para TP53. Ya que la escala de Gleason mide el grado de
agresividad del tumor basandose en las caracteristicas que presentan las células de
una biopsia, una mayor escala, indica un cancer mas agresivo. Es decir, aquellos
pacientes con mutaciones en ZMYM3 y TP53, mostraron un cancer mas

avanzado en comparacion con aquellos pacientes sin mutaciones.
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Figura 36. Grafica de barras mostrando el puntaje de
Gleason de pacientes con y sin mutaciones en el gen TP53
con. Cohorte TCGA (N= 497) para CPp. (A) Muestras con
el gen normal. (B) Muestras con el gen mutado.
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Figura 37. Grafica de barras mostrando el puntaje de
Gleason de pacientes con y sin mutaciones en el gen
ZMYM3 con. Cohorte TCGA (N= 498) para CPp. (A)
Muestras con el gen normal. (B) Muestras con el gen mutado
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6.3.2. Correlacion entre la mutacion puntual de los GFMs y el fenotipo.

Se evaluo la correlacion de mutaciones puntuales en los 20 GFMs del CPp con
rasgos fenotipicos de los pacientes. Se encontré que mutaciones en dos GFMs
estuvieron asociadas a la SG de los pacientes. Individuos con mutaciones en los
genes LRP1B, proteina 1B relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad y CSMD3, proteina 3 que contiene dominios CUB y sushi, presentaron
una menor sobrevida (hasta 110 meses para los pacientes con el gen LRP1B
mutado y hasta 90 meses para pacientes con el gen CSMD3 mutado) en
comparacion a los pacientes que no presentaron mutaciones en dichos genes

(hasta 170 meses aproximadamente) (figuras 38 y 39, respectivamente).

e

Logrank Test P-Valye: 0.0341

Probabilidad de Supervivencia

® 73 casos con el gen mutado

W 639 casos con el gen normal

Tiempo (meses)

Figura 38. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando
la sobrevida global de pacientes con y sin mutaciones
en el gen LRP1B. Estudios de cBioPortal para CPp
(N=712).
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Figura 39. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la
sobrevida global de pacientes con y sin mutaciones en el
gen CSMD3. Estudios de cBioPortal para CPp (N=
712).

Por otro lado, 6 GFMs resultaron asociados al SLE pacientes con CPp.
Individuos con mutaciones puntuales en los genes TP53, SPOP, PTEN, CSMD3,
SPTA1y HMCNL1 tuvieron un menor tiempo de progresion libre de la enfermedad
en comparacion con aquellos pacientes que presentaron dichos genes normales.
Pacientes con el gen CSMD3 mutado vivieron 85 meses libres de progresion de la
enfermedad en comparacion a los 150 meses que tuvieron los pacientes con el gen

normal (Figura 40).
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Figura 40. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando
la sobrevida libre de enfermedad de pacientes con y
sin mutaciones en el gen CSMD3. Estudios de
cBioPortal para CPp (N= 893).

Asi mismo, individuos con mutaciones del gen TP53 tuvieron una SLE de hasta

150 meses, menor en comparacion a los pacientes con el gen normal (170 meses)
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Figura 41. Grafica de KAPLAN-MEIER
mostrando la sobrevida libre de enfermedad de
pacientes con y sin mutaciones en el gen TP53.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=893).
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Por otro lado, pacientes con mutaciones en los genes SPTA1 y HMCNL1
fallecieron antes de cumplir los 80 meses libres de progresion de la enfermedad,
mientras que individuos con el gen normal lograron sobrevivir mas de 160 meses

(Figuras 42 y 43).
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Figura 42. Grafica de KAPLAN-MEIER
mostrando la sobrevida libre de enfermedad de
pacientes con y sin mutaciones en el gen SPTAL.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=893).
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Figura 43. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la
sobrevida libre de enfermedad de pacientes con y sin mutaciones
en el gen HMCNL. Estudios de cBioPortal para CPp (N=893).
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En el caso de pacientes con el gen TTN mutado lograron tener aproximadamente
120 meses libre de progresion mientras que los pacientes con el gen normal

superaron los 170 meses (Figura 44).
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B 789 casos con el gen normal
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Figura 44. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida
libre de enfermedad de pacientes con y sin mutaciones en el gen
TTN. Estudios de cBioPortal para CPp (N= 883).

En pacientes con PTEN mutado la SLE fue cerca de 140 meses, tiempo menor en
comparacion a los 170 meses que sobrevivieron libre de enfermedad los

individuos con el gen no mutado (Figura 45).
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Figura 45. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando
la sobrevida libre de enfermedad de pacientes con y
sin  mutaciones en el gen PTEN. Estudios de
cBioPortal pnara CPo (N=893).

En CPm, mutaciones puntuales en tres GFMs resultaron asociadas a la SG. Asi,

pacientes con mutaciones en el gen TMPRSS2, una serina proteasa que facilita las

fusiones de virus-membrana celular, tuvieron una SG mayor (de hasta 220

meses) que los pacientes sin mutaciones en este gen (hasta 180 meses) (Figura

46).

TMPRSS2
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Figura 46. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la
sobrevida global de pacientes con y sin mutaciones en el gen
TMPRSS2. Estudios de cBioPortal para CPm (N=94).
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De forma similar ocurri6 para los genes KMT2C, Histona-lisina N-
metiltransferasa 2C y ZFHX3, proteina homeobox dedo de zinc 3. Aquellos
pacientes con mutaciones en KMT2C o ZFHX3 mostraron un prondstico mas
favorable en cuanto al tiempo de sobrevida, en comparacion con aquellos
individuos que no presentaban mutaciones en dichos genes (Figura 47 y 48).
Adicionalmente, el tiempo maximo de SG en sujetos con mutaciones en
TMPRSS2, KMT2C o ZFHX3 fue de 220 meses, siendo 40 meses mas en

comparacion con los pacientes sin mutacion en dichos genes.

KMT2C

W 10 casos con el gen mutado

B 84 casos con el gen normal
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Figura 47. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la
sobrevida global de pacientes con y sin mutaciones en el
gen KMT2C. Estudios de cBioPortal para CPm (N=94).
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Figura 48. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la
sobrevida global de pacientes con y sin mutaciones en el
gen ZFHX3. Estudios de cBioPortal para CPm (N= 94).
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6.3.3. Correlacion entre los genes con alteracion en el
numero de copias y el fenotipo

6.3.3.1 Genes Delecionados en cancer de prostata primario

Se investigd, a través de cBioPortal, si deleciones en los 10 genes mas
frecuentemente delecionados en CPp se asociaban con variables clinicas en la
cohorte TCGA (Tabla 24). El gen PTEN, quien fue el gen mas frecuentemente
delecionado en la poblacion, estuvo asociado con el estadio patolégico T
(P=0.012) y con la escala de Gleason (P<0.01). Los pacientes que tuvieron la
delecion de gen PTEN mostraron una categoria mas alta en el estadio T (T2, T3y
T4) y un puntaje de Gleason méas elevado (>8) en comparacion a los individuos
sin el gen delecionado. Por otro lado, deleciones en los genes GTF2F2, TPT1 y
GPALPP1 se asociaron con un mayor estadio patolégico T, mostrando categorias

T3y T4 principalmente.

El Gen GTF2F2, factor de transcripcion general IIF subunidad 2, codifica una
subunidad del TFIIF, que es un factor de iniciacion de la transcripcion general que
se une a la ARN polimerasa Il y ayuda a reclutarlo para el complejo de iniciacion
en colaboracién con TFIIB. TPT1, proteina tumoral controlada traslacionalmente,
es una proteina involucrada en la unién a calcio y la estabilizacion de
microtubulos; mientras que GPALPP1, también conocida como LSR7, proteina de

respuesta especifica de lipopolisacarido no tiene una funcién claramente definida.
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Tabla 24. Genes delecionados en cancer de prostata primario asociados a
variables clinicas.

Variable clinica Gen P-valor prueba estadistica
PTEN 1.20E-02
GTF2F2 3.60E-02

Estadio patologico T Chi-squared Test
TPT1 3.60E-02
GPALPP1 3.60E-02

Escala de Gleason PTEN 1.92E-04  Chi-squared Test

6.3.3.2. Genes amplificados en cancer de préstata primario

También se investigd si amplificaciones de los 10 genes mas frecuentemente
amplificados en CPp estuvieron asociadas a ciertas variables clinicas (Tabla 25).
Asi, la amplificacion de los genes CASC8, MYC, POU5F1B, CCAT1, PCATL,
PCAT2, ZBTB10, ZNF704, RN7SL107P y FABP4 estuvo asociada a la SG y al
estadio patoldgico T. Los pacientes con CPp que tenian amplificacién en alguno
de los nueve genes mencionados anteriormente, mostraron una sobrevida menor,
de aproximadamente 110 meses, en comparacion a aquellos individuos que no
mostraron amplificacion de dichos genes, quienes tuvieron una sobrevida de hasta
165 meses. Similarmente, las categorias de estadio patolégico T3 y T4 fueron méas
frecuentes en aquellos pacientes con amplificacion en alguno de los 9 genes en
cuestion. CASC8, candidato a susceptibilidad al cancer 8, produce un ARN no
codificante, mientras que MYC es un factor de transcripcion que tiende a la union
al ADN activando la expresion de genes asociados al crecimiento. POU5F1B es
un gen puede codificar una proteina funcional similar al factor de transcripcion
homeobox 1 de POU clase 5, siendo un activador transcripcional débil que puede
desempefiar un papel en la carcinogénesis y el desarrollo ocular. CCAT1, es un

gen produce un ARN largo no codificante que promueve la formacion de tumores
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y esta sobre regulado en el cancer de colon y otros tipos de células cancerosas.

PCAT 1y 2, son igualmente genes productores de ARN no codificantes asociados

a cancer de prostata, PCATL1 regula negativamente la proteina supresora de

tumores BRCA2 y regula positivamente la oncoproteina Myc. ZBTB10, proteina

10 conteniendo dominio BTB y dedo de zinc, hipotéticamente estaria involucrado

en la regulacién transcripcional. ZNF704, proteina de dedo de zinc 704, es un

factor de transcripcion que se adhiere a elementos de secuencia RE2. Mientras

que RN7SL107P, pseudogen citoplasmatico 107 ARN, 7SL, produce un ARN

largo no codificante.

Tabla 25. Genes amplificados en cancer de préstata primario asociados a

variables clinicas.

Variable Gen P-valor prueba estadistica
CASC8 3.61E-04
MYC 2.47E-04
POUSF1B 3.48E-04
CCAT1 2.61E-04
SG PCAT1 1.35E-04 Kaplan Meier
PCAT2 1.35E-04
ZBTB10 2.98E-02
ZNF704 2.98E-02
RN7SL107P* 2.98E-02
CASCS8 2.36E-02
MYC 1.17E-02
POU5SF1B 0.0249
CCAT1 0.0169
Estadio patol6gico T PCAT1 0.0117 Chi-squared Test
PCAT2 0.0117
ZBTB10 0.0141
ZNF704 0.0141
RN7SL107P* 0.0141
CASC8 0.003939
MYC 0.001799
Estadio patol6gico N POUSFB 0.0337 Chi-squared Test
CCAT1 0.00877
PCAT1 0.001799
PCAT2 0.001799
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CASCS8 0.0001317

MYC 0.0000615
POUSF1B 0.0003097 )
Escala de Gleason CCATL 0.0001107 Chi-squared Test
PCAT1 0.00003355
PCAT2 0.00003355
CASCS 0.0003377
MYC 0.0003381
POU5F1B 0.0003377 _
PSA CCATL 0.0003387 Kruskal Wallis Test
PCAT1 0.0001657
PCAT2 0.0001657

Por otro lado, la amplificacion de los genes CASC8, MYC, POU5F1B, CCAT1,
PCAT1, PCAT?2 estuvo asociado al estadio patolégico N, donde la ganancia del
namero de copias en aquellos genes estuvo asociada a una categoria mayor de este
estadio (N1), indicativo de un estado méas avanzado de la enfermedad. Asi mismo,
un puntaje de Gleason alto (>8) y un valor de PSA alto estuvieron asociados a la

amplificacion en estos seis ultimos genes (Figura 49).
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Figura 49. Genes frecuentemente amplificados en CPp que
comparten asociaciones en comun con variables clinicas.

6.3.4. Genes con expresion diferencial

Se evalud la correlacion de la expresion génica diferencial con las variables
fenotipicas (demografica y clinico-patolégica) del cancer prostata primario. Se
emplearon los recursos GEPIA y XENA para sondear dicha correlacién en los 20
primeros GDEs. En primer lugar se investigaron los GDEs subexpresados (Tabla
26). Se identificaron 8 genes correlacionados a la variable PSA de los cuales
ADAM33, GSTM2, HIF3A, FAM153A, LCAT y FAM153B se correlacionaron
negativamente con esta variable, es decir, cuanto menor era la expresion de estos
genes, mayores eran los valores del PSA. En tanto que la subexpresion de
GOLGAS8A y GOLGAS8B se correlaciono positivamente con PSA, es decir,
cuanto menor era la expresion de dichos genes, menores eran los valores de PSA.

Con esta variable se hallaron correlaciones débiles con rangos de coeficientes de
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Pearson desde -0.09 a -0.17 para las correlaciones negativas; y entre 0.11 y 0.12
para las correlaciones positivas. ADAMS33, desintegrina y proteina que contiene el
dominio metaloproteinasa 33, es una proteina que forma parte de la familia
ADAM (un dominio de desintegrina y metaloproteasa). Esta familia alberga
proteinas que se relacionan a procesos de interacciones célula-célula y matriz-
célula. GSTM2, Glutation S-transferasa Mu 2, produce una glutation S-transferasa
perteneciente a la clase mu. Las proteinas perteneciente a la clase mu estan
involucradas en procesos de desintoxicacion de compuestos electrofilicos, ademas

de sustancias toxicas medioambientales y desechos por estrés oxidativo.

Los genes GOLGABA y GOLGAS8B, miembros de la subfamilia A de Golgi,
hipotéticamente estan involucrados en el mantenimiento de la estructura de Golgi.
HIF3A, factor inducible por hipoxia 3-alfa, esta vinculado a la regulacion de la
transcripcion bajo condiciones de estrés por oxigeno. Los genes FAM153A y
FAM153B, codante para la proteina FAM153A y FAM153B respectivamente,
estan asociados al carcinoma renal, mientras que LCAT, una fosfatidilcolina-
esterol aciltransferasa, codifica para una enzima central en el metabolismo

extracelular de las lipoproteinas plasmaticas.
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Tabla 26. Asociacion de genes subexpresados con variables clinicas en CPp.

Variable Gene p-valor* prueba estadistica
ADAM33 7.17E-04 (-1.61E-01)
GSTM2 7.81E-04 (-1.60E-01)
GOLGASA 9.00E-03 (0.1244)
PSA HIF3A 3.75E-04 (-1.69E-01) Correlacion de Spearman
FAM153A 2.52E-04 (-1.74E-01)
LCAT 4.75E-02 (-9.46E-02)
GOLGASB 1.69E-02 (0.1139)
FAM153B 5.16E-02 (-9.28E-02)
GSTM2 4.58E-04
CYP3A5 4.34E-08
GOLGAS8A 5.06E-06
Escala de Gleason HIF3A 1.306e-7 Anova
FAM153A 2.97E-02
CFD 3.73E-03
GOLGASB 0.0001597
GSTM2 0.01434
. CYP3A5 2.95E-04
Estadio T HIE3A 9.14E-04 Anova
CFD 1.69E-02
CYP3A5 4.80E-03
. GOLGAS8A 0.009499
Estadio N HIF3A 0.00005175 Anova
CFD 1.15E-04

*Se indica el p-valor asociado a la prueba estadistica y entre paréntesis el coeficiente de
correlacion de Spearman.

También se observd que la subexpresion de siete genes estuvo asociado a la
escala de Gleason (Tabla 26). Asi, cuanto menor era la expresion de los genes
GSTM2, CYP3A5, GOLGAS8A, HIF3A, FAM153A, CFD y GOLGASB, los
puntajes de Gleason eran mayores (>8). El gen CYP3A5 codifica la
monooxigenasa del citocromo P450 involucrada en el metabolismo de las
hormonas esteroides y las vitaminas. CFD, factor de complemento D, codifica un

miembro de la familia de serina peptidasas S1, o quimotripsina. Esta proteasa
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cataliza la escision del factor B, también funciona como una adipocina que regula
la secrecion de insulina en ratones.

En tanto que la subexpresion de los genes GSTM2, CYP3A5, HIF3A y CFD se
asocio a estadios patologicos T altos, principalmente T3y T4 y a la categoria N1
del estadio patologico N. De tal forma que una menor expresion en cualquier de

estos 4 genes se encontraria vinculada a un estadio mas avanzado de la

4

enfermedad (Figura 50).

EstadioT EstadioN

ADAMS33

FAM1538 FAMIS3A  GOLGASB

Puntaje de
Gleason

Figura 50. Genes subexpresados en CPp que comparten
asociaciones en comun con variables clinicas.

A continuacidn se investigo la correlacién de los GDEs sobreexpresados con el
fenotipo en CPp (Tabla 27). Resultd que la sobreexpresion de seis GDEs se
correlacion0 negativamente a la variable PSA. Con ello, una mayor expresion en
cualquiera de los genes incluyendo PCA3, OR51E2, GOLM1, ACSM1, GJBl y

ABCC4 se correlacionaron a valores altos de PSA (>4 ng/ml). Se hallaron
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correlaciones débiles, donde el rango del coeficiente de correlacion de Pearson fue
de -0.13 a -0.2. EIl receptor olfativo 51E2, OR51E2, que es activado por el
odorante, la beta-ionona, un terpenoide sintético, fue el gen cuya sobreexpresion
tuvo la correlacién negativa mas fuerte con un coeficiente de correlaciéon de -
0.2074. La funcion de este receptor estd regulada por las proteinas G, que a su
vez modulan la concentracion intracelular de Ca2+, cAMP y activan a las
enzimas quinasas PKA y MAPK3 / MAPK1. PCA3, que produce un ARN
empalmado, largo y no codificante que se sobreexpresa en la mayoria de los tipos
de células de cancer de proéstata, fue el segundo gen cuyos niveles altos de
expresion tuvieron la segunda correlacion mas fuerte con un coeficiente de
correlacion de -0.19. Mientras que los niveles de expresion de los otros genes

tuvieron correlaciones mas débiles con el PSA.

GOLM1, proteina de membrana de Golgi 1, es codante de una proteina de
respuesta celular a infeccion viral. EI gen ACSM1, acil-coenzima A sintetasa
ACSML1, mitocondrial, es codante para la enzima que cataliza la activacién de
acidos grasos por CoA para producir un acil-CoA, el primer paso en el
metabolismo de los acidos grasos. GJB1, proteina beta-1 de unién de brecha,
codifica una proteina que forma parte de un grupo de pares de canales
transmembrana, a través de los cuales los materiales de bajo peso molecular se
difunden de una célula a una célula vecina. ABCC4, proteina 4 asociada a
resistencia a maltiples farmacos, hipotéticamente puede conformar una bomba de

aniones organicos relevante para la desintoxicacion celular.
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Tabla 27. Asociacion de genes sobrexpresados con variables clinicas en CPp

Variable Gene p-valor prueba estadistica*
PCA3 6.05E-05 (-0.1900)
OR51E2 1.16E-05 (-0.2074)
PSA GOLM1 1.72E-03 (-0.1491)  Correlacion de Pearson
ACSM1 4.15E-03 (-0.1364)
GJB1 0.0009485 (-0.157)
ABCC4 0.005953 (-0.1309)
PCA3 5.82E-11
AMACR 2.64E-02
OR51E2 6.01E-13
GOLM1 7.50E-05
HPN 1.61E-06
GLYATL1 1.49E-08
Escala de Gleason TMEEE2 0.02019 Anova
GJB1 7.78E-10
PIGY 9.73E-03
ABCC4 0.0004481
TFF3 2.45E-05
PODXL?2 0.0002682
PCA3 1.07E-05
AMACR 0.005673
DLX1 0.01863
OR51E2 3.791E-07
GOLM1 0.001536
. GLYATL1 0.000002724
Estadio T TMEFF2 0.0001398 Anova
GJB1 2.114E-09
CRISP3 4.65E-02
ABCC4 9.13E-04
TFF3 1.15E-07
PODXL?2 0.01213

*Se indica el p-valor asociado a la prueba estadistica y entre paréntesis el

coeficiente de correlacion de Pearson.

Por otro lado, se hallé que la sobreexpresion de 12 genes se asociad con la escala

de Gleason. Asi, la sobreexpresion de PCA3, AMACR, OR51E2, GOLM1, HPN,

GLYATL1, TMEFF2, GJB1, PIGY, ABCC4, TFF3 y PODXL2, se asocio

significativamente a puntajes altos de Gleason (8, 9 y 10). El gen AMACR, alfa-

metilacil-CoA racemasa, codifica una enzima que cataliza la interconversion de
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estereoisomeros (R) y (S) de ésteres de acil-CoA grasos de cadena ramificada de
alfa-metilo. HPN, serina proteasa hepsina, que codifica para una enzima que rompe
sustratos dele exterior de la célula y que regula la actividad proteolitica de
factores de crecimiento, como HGF y MST1 / HGFL. El gen GLYATLL1 codifica
la proteina de tipo glicina N-aciltransferasa 1 que transfiere un grupo acilo al
extremo N de glutamina. TMEFF2, tomoregulina-2, hipotéticamente puede
funcionar como un factor de sobrevida para las neuronas hipocampales y
mesencefalicas, también podria regular la proliferacion de células cancerosas al

promover la fosforilacion de ERK1/ 2.

El gen PIGY, fosfatidilinositol N-acetilglucosaminiltransferasa subunidad Y,
codifica una proteina que es parte del complejo GPI-N-
acetilglucosaminiltransferasa que inicia la biosintesis de glicosilfosfatidilinositol
(GPI). GPI se forma en el reticulo endoplasmatico y funciona como un anclaje
para diversas proteinas, que podrian estar asociados a interacciones célula-célula.
TFF3, factor 3 del trébol, participa en el mantenimiento y reparacion de la mucosa
intestinal; ademéas de promover la movilidad de las células epiteliales en los
procesos de curacion. El gen PODXL2, proteina 2 tipo podocalixina, produce un
ligando para selectinas vasculares. Media la rodadura répida de los leucocitos
sobre las superficies vasculares a través de interacciones dependientes de cationes

divalentes de alta afinidad con las selectinas E, Py L.

También se observd que categorias altas del estadio T estuvieron asociadas a la

sobreexpresion de 12 genes: PCA3, AMACR, DLX1, OR51E2, GOLM1,
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GLYATL1, TMEFF2, GJB1, CRISP3, ABCC4, TFF3 y PODXL2. Ello mostraba
que la sobreexpresion de dichos genes se vincul6 a categorias T3 y T4 (Figura
51). EIl gen DLX1, proteina Homeobox DLX-1, codifica una proteina que
desempefia un papel como activador o represor transcripcional. Por otro lado
CRISP3, proteina secretora rica en cisteina 3, es codificante para a un miembro
de la familia de proteinas secretoras ricas en cisteina, que estan vinculadas con la
patogénesis 1. En cuanto al estadio N, se identificaron 6 genes asociados a esta
variable clinica: PCA3, GLYATL1, GJB1, CGREF1, ABCC4 y TFF3, cuyos
niveles de sobreexpresion se asocid a una alta frecuencia de la categoria N1. El
gen CGREF1, regulador del crecimiento celular con proteina 1 de dominio mano
EF, modula la union célula-célula en dependencia de la concentracion de calcio.

De manera tal que una mayor expresion en cualquier de estos 6 genes se

EstadioT

encontraria vinculada a un estadio mas avanzado del tumor (Figura 51).
EstadioN
AMACR

PCA3
TEMFF2
GJB1

PODXL2
ABCCA

Figura 51. Genes sobreexpresados en CPp que
comparten asociaciones en comun con
variables clinicas.

Puntaje de
Gleason
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6.3.5. GDEs asociados a la supervivencia

A través de GEPIA se identificaron GDEs asociados a la SG y a la SLE (Tabla
28). UBE2SP2, un gen codante para una enzima conjugadora de ubiquitina, fue el
unico gen sobreexpresado asociado a la SG. EI gen SNHG12, gen que produce un
ARN largo no codificante, fue el Unico gen subexpresado asociado a la SG. En
tanto que 12 genes subexpresados se asociaron a la SLE, incluyendo a YJEFNS3,
que hipotéticamente podria desempefiar un papel en la espermatogénesis y la

ovogénesis. Dicho gen tuvo el p-valor mas significativo asociado a la SLE.

Tabla 28. Evaluacion de la asociacion de GDEs en CPp con variables
pronosticas.

Patron_Qe Varla_ble de? Gen Nombre del gen P-valor
expresion supervivencia
sobreexpresados sG UBE2SP Enzima conjugadora de ubigituina E2 S, 1.01E-03
2 pseudogen 2
SG SNHG12  Gen 12 del huésped del ARN nuclear pequefio  2.88E-03
VIEEN3  Froteina3que contle\r;;:eelzzl dominio N-terminal 977E-08
Activador putativo de la proteina de choque
AHSA2 térmico de 90 kDa ATPasa homologo 2 2.398-07
AT%ML Proteina 16-2 relacionada con la autofagia 1.18E-06
EGFL8 Proteina 8 tipo Factor de crecimiento epidérmico 1.19E-06
TTLL3 Tubulina monoglicilasa TTLL3 6.55E-07
Antigeno de linfocitos 6, miembro de la familia
Subexpresados SLE LY6GSB G5B 2.21E-06
SMG1P7 Pseudogen SMG1 2.38E-06
ATHL1 Protelna-gluc05|Igalgctosnhldroxn|sma 2 42E-06
glucosidasa
TAZ Tafazzina 2.08E-07
FAZ‘ASlfA FAM13A ARN antisentido 1 2.00E-06
LIN4C2003 ARN 342 intergénico largo no codificante 2.07E-06
ccDCsa Proteina 84 que contiene el dominio de bobina 1.97E-06

enrollada
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6.4. Interactomas

Empleando STRING, se esquematizaron las redes de contacto (PPI) o
interactomas para los GDEs en cancer de prostata primario. Considerando los 50
genes mas sobre-expresados en CP se obtuvo una red de PPl compuesta de siete
proteinas: AMACR, CRISP3, OR51E1, OR51E2, GOLM1, F5 y HPN (Figura
52). Las otras 43 proteinas no mostraron interaccion mutua en el diagrama de

contactos.

CRISP3

£
b HPN
Y
P AMACR
GOLM1 L
s £\ (2 \/\onsmz
f—"\_/ NG
b \ J
/A\ORSIEJ.
A \
W
Ry

Figura 52. Red de interaccion proteina-proteina (PPI)
mediante STRING para genes sobreexpresados en CPp. Se
muestra la red resultante al ingresar los 50 genes mas
sobreexpresados en CP. Se obtuvieron 29 nodos, de los
cuales solo 7 mostraron conexién, con un grado medio de
nodo de 0.483, un coeficiente promedio de agrupacién local
de 0.176 y un p-valor de enriquecimiento de 4.74x10-5.
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Para los 7 genes sobre-expresados y conectados entre si, STRING no arrojo
alguna categoria estadisticamente significativa en el andlisis GO ni en
enriquecimiento de rutas KEGG, sin embargo se llevd el analisis a través de
Genecodis, para los siete genes de la Fig. 52. Los procesos biologicos
enriquecidos fueron la regulacion de respuesta a la hormona tiroidea, el reflejo
pilomotor, desmontaje de la membrana y regulacién en la proliferacion de
hepatocitos, todos ellos vinculados al gen HPN. En cuanto a funciones bioldgicas
enriquecidas, destacan actividades cataliticas del tipo racemasa y exopeptidasa, asi

como actividad de canales de potasio y receptores olfativos (Tabla 29).

Tabla 29. Los 5 principales términos de ontologia de genes (GO) con el p-
valor mas bajo para los siete genes sobreexpresados presentes en la red PPI

Categoria Termino GO Descripcion Conteo p-valor Genes

PB GO0:0097195  reflejo pilomotor 1 0.00218273 HPN

respuesta al
G0:0097066 estimulo de la 1 0.00218273 HPN
hormona tiroidea

desmontaje de la

1 0.00218273 HPN
membrana basal

G0:0034769

regulacién
positiva de la
generacion de
hormona tiroidea

G0:2000611 1 0.00392822 HPN

regulacién
positiva de la
proliferacion de
hepatocitos

G0:2000347 1 0.00392822 HPN

actividad de la
G0:0008111 alfa-metilacil-CoA 1 0.00327409 AMACR
racemasa

FM

actividad
G0:0070008 exopeptidasa de 1 0.00491027 HPN
tipo serina
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actividad del canal

G0:0015269 de potasio 0.0114463 HPN
activada por calcio
GO0004ges  actividad del 00130799  ORSLELOR51E2
receptor olfativo
enlace de iones de
G0:0005507 0.022403 F5
cobre
) membrana OR51E1,0R51E2,
cc G0:0005886 plasmtica 0.0305175 HPN. F5
GO:0005615 espacto 0.0387808 CRISP3, F5
extracelular '
G0:0005782 matriz 0.038781 AMACR
peroxisomal
GO0:0042581  granulo especifico 0.0388491 CRIPS3
luz de granulado
G0:0031093 0.0454999 F5
alfa de plaquetas
Cascadas de
KEGG Kegg:04610 coagulaciony 0.0176354 F5
complemento
Kegg:04740 | ransduccion 0.00955577  OR51E2,0R51EL
olfativa
Kegg:04146 Peroxisoma 0.01545 AMACR
Biosintesis
Kegg:00120  primaria de acidos 0.00653957 AMACR
biliares

Al evaluar los 50 primeros genes sub-expresados, se obtuvo una red PPI con 17

genes (figura 53). Se observo una red formada por GSTM1, GSTM2, CYP3A5 y

GPX2,

vinculados a procesos de desintoxicacion celular,

metabolismo de

xenobiotico y proceso catabdlico del nitrobenceno. También destaca la red
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formada entre COL27A1, COL7Al y COL5AS3, involucradas en la formacion de
trimeros de coldgeno y componentes de matriz extracelular. También se identificd
la red formada por NFATC4, ADCY4 y GNB3 vinculadas a la adiccién a morfina,
a la sinapsis GABAérgica y a la sefalizacion endocannabinoide retrograda.
Ademas se gener6 una conexion entre dos genes, KRT15 y KRT13 asociados a la
ruta de sefializacion de estrogeno. Por otra parte se generd la red con los genes
FAM153A, FAM153B y FAM153C, pertenecientes a la familia FAM con funcion
aun desconocida y la red GOLGAS8A y GOLGAS8B ambos asociados a la familia

de proteinas que se encuentran en el aparato de Golgi de eucariotas.

FAM153A

[

KRT13
KRT15 :

\ fp,\ B 4 O
FAM1538

/_\NFATCA
\Y COLTAL COLS5A3

/\ GOLGASB

A

FAM153C GOLGA

>_\\AD€:Y4 /
Y

Figura 53. Red de interaccion proteina-proteina (PPI) mediante STRING
para genes subexpresados en CPp. Se muestra la red resultante al ingresar
los 50 genes mas subexpresados en CP. Se obtuvieron 39 nodos, de los cuales
solo 77 mostraron conexion, con un grado medio de nodo de 0.718, un
coeficiente promedio de agrupacion local de 0.368 y un p-valor de
enriauecimiento de 1.92x10-6.
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6.5. Prediccion del dafo de estructura y funcion

Se investigo el dafio a nivel de la estructura y funcién de las proteinas codificadas
por los genes mas significativamente mutados en CPp. Se evaluaron los 5
primeros GSMs, que incluyeron a SPOP, TP53, FOXAL, MLL2 y MLL3 para
CPp. De 31 mutaciones puntuales de SPOP reportadas en CPp, se predijo que 19
de ellas (61%) serian probablemente dafiinas,en término de funcion proteica. Los
residuos F102, F104 y W131 tuvieron las mas altas frecuencias de alteraciones
dafinas (Tabla 30). La mayoria de mutantes predichas dafiinas (90%) mostraron
tener un efecto energéticamente desestabilizador basandose en un computo tedrico
de la energia libre (Tabla 30). Sélo las mutaciones S119N y K134N mostraron
tener un posible efecto neutral sobre la estabilidad energética de la proteina
mutante.

Tabla 30. Prediccién funcional y energética de las mutaciones puntuales
probablemente dafiinas en SPOP.

. N Prediccion de Valo_r de
Residuo . Prediccion . cambio de
Wild-  Posicion Residuo funcional camb_lc_) de energia
alterado estabilidad .
Type (Polyphen) (I-Mutant 3.0) libre(CEL)
(Kcal/mol)
Y 83 C 1 Desestabilizadora -0.78
Y 87 N 0.995 Desestabilizadora -1.06
F 102 C 1 Desestabilizadora -1.74
F 102 S 1 Desestabilizadora -1.81
F 102 | 0.998 Desestabilizadora -0.94
F 102 Vv 0.998 Desestabilizadora -1.77
F 104 C 1 Desestabilizadora -1.69
F 104 \/ 0.993 Desestabilizadora -1.78
F 104 S 1 Desestabilizadora -1.81
S 119 N 1 Neutral -0.13
F 125 L 1 Desestabilizadora -0.84
w 131 R 1 Desestabilizadora -1.27
w 131 S 0.999 Desestabilizadora -1.8
w 131 C 1 Desestabilizadora -1.71
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F 133 S 0.995 Desestabilizadora -1.87
F 133 C 1 Desestabilizadora -1.84
K 134 N 1 Neutral -0.24
F 136 L 0.995 Desestabilizadora -1.32
D 153 N 0.997 Desestabilizadora -0.82

La seleccion de mutantes probablemente dafiinas se realiz6 con Biomuta v4.0. Para la prediccion
en el cambio de estabilidad de la proteina se empled I-Mutant 3.0, donde el valor del cambio de
energia libre (CEL) predice el cambio de estabilidad segun lo siguiente: CEL<-0.5, cambio
desestabilizador, CEL>0.5, un incremento en la estabilizacién, -0.5<CEL<0.5, cambio neutral.

Todas las mutaciones que se predijeron dafiinas en SPOP se albergaron en el
domino MATH, que esté involucrado en la interaccion con sustratos de proteina-
ubiquitina ligasa, como H2AFY y BMI1. Asimismo, las 17 mutaciones
desestabilizadoras se ubicaron en la region requerida para la localizacion nuclear
de SPOP. Asi mismo, seis mutaciones dafiinas se encontraron en la zona de union

al sustrato (Figura 54)
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Figura 54. Localizacion de mutaciones “con pérdida de sentido" en SPOP.
(A) Estructura tridimensional de los dominios proteicos MATH y BTB de
SPOP, la flecha roja indica la posicién F102 donde se ubicaron la mayor
cantidad de mutaciones predichas dafinas y desestabilizadoras; se precisan
los cambios aminoacidicos. La linea horizontal superior indica la longitud de
la proteina dada en aminoacidos (aa). (B) Representacion planar de los
dominios y regiones de SPOP albergando mutaciones predichas dafinas y
desestabilizadoras. En naranja los dominios MATH y BTB, en amarillo la
region requerida para la localizacién nuclear (LN), regiones importantes
para la Homodimerizacion (H) y la zona para Unién a Sustrato (US).

De las 43 mutaciones puntales en TP53 reportadas para CPp, 33 (77%) fueron
predichas como probablemente dafiinas y, de estas ultimas, mas de la mitad

(67%) mostraron tener un efecto desestabilizador para la estructura proteica

(Tabla 31).
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Tabla 31. Prediccion funcional y energética de las mutaciones puntuales
probablemente dafiinas en TP53.

. . Prediccion Prediccion de Valo_r de
Residuo . Residuo . . cambio de
) Posicién funcional cambio de o
Wild-Type alterado (Polyphen) estabilidad energia libre
(Kcal/mol)
G 105 Vv 1 Neutral -0.27
T 125 M 1 Neutral -0.23
K 132 T 1 Neutral -0.28
Q 136 H 1 Desestabilizadora -0.77
C 141 G 0.998 Desestabilizadora -0.77
P 151 A 0.98 Desestabilizadora -1.26
P 152 L 0.982 Neutral -0.37
\Y 157 D 1 Desestabilizadora -1.42
A 159 D 0.984 Desestabilizadora -0.55
Y 163 N 1 Desestabilizadora -1.12
\/ 172 A 0.993 Desestabilizadora -1.17
R 174 G 0.968 Desestabilizadora -1.34
C 176 R 1 Neutral -0.29
C 176 w 1 Neutral -0.13
Y 205 D 0.999 Desestabilizadora -1.41
R 213 L 1 Desestabilizadora -0.69
Y 220 N 0.999 Desestabilizadora -1.20
Y 220 C 1 Desestabilizadora -1.02
\Y/ 225 D 0.958 Desestabilizadora -1.48
N 235 H 1 Desestabilizadora -0.55
M 237 | 1 Desestabilizadora -0.84
C 238 w 1 Neutral -0.28
R 248 Q 1 Desestabilizadora -1.18
I 251 N 0.995 Desestabilizadora -1.99
T 253 S 0.998 Desestabilizadora -0.77
E 258 G 1 Desestabilizadora -1.19
G 262 D 0.999 Desestabilizadora -1.11
S 269 R 0.998 Neutral -0.40
A 276 D 1 Desestabilizadora -0.76
C 277 Y 1 Desestabilizadora -0.51
P 278 L 1 Neutral -0.37
D 281 Y 1 Neutral -0.23
K 291 T 0.991 Neutral -0.37

La seleccion de mutantes probablemente dafiinas se realizé con Biomuta v4.0. Para la prediccion
en el cambio de estabilidad de la proteina se empled 1-Mutant 3.0, donde el valor del cambio de
energia libre (CEL) predice el cambio de estabilidad segin lo siguiente: CEL<-0.5, cambio
desestabilizador, CEL>0.5, un incremento en la estabilizacién, -0.5<CEL<0.5, cambio neutral.
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Todas las mutaciones se albergaron en el sitio de union al ADN que es también
sitio de interaccion intermolecular con otras proteinas como HIPK1, FBX042,
ZNF385A, CCAR?2, entre otras (Figura 55). Una Unica mutacion, R248Q, afecto

la zona de interaccion con el dominio 53BP2 SH3 (Figura 55).
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Figura 55. Localizacion de mutaciones “con pérdida de sentido" en TP53. (A)
Representacion planar de los dominios y regiones deTP53 albergando mutaciones
predichas dafiinas y desestabilizadoras. En amarillo, CCAR2, HRMTI1LZ2,
HIPK1, WWOX, FBX042, HIPK2, ZNF385A, CARM1, AXIN1 y E4F1 indican
las regiones en las cuales TP53 interactlia con dichas proteinas, regién para la
oligomerizacion (O), activacion de la transcripcion (AT), zona de interaccion con
el dominio 53BP2 SH3 (ID), zona de interaccion con el DNA (ICD) y regién de
interaccién con la proteina USP7 (U). En rosado los motivos de secuencia corta,
TADI y TADII, sefial de localizacion nuclear bipartita (SLN), sefial de
exportacion nuclear (SEN), motivo KR-STA-K (M). En morado el sitio de unién
a DNA. (B) Estructura tridimensional de la region de unién a DNA mostrando la
posicién Y220, que puede albergar dos variantes predichas dafiinas (Y220N vy
Y220C). La linea horizontal superior indica la longitud de la proteina dada en
aminodcidos (aa).
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31 mutaciones puntuales fueron reportadas en FOXAL para CPp, 26 de ellas

(84%) fueron predichas como probablemente dafiinas, de las cuales 19 (73%)

fueron desestabilizadoras, seis neutrales y una incrementaba la estabilidad de la

proteina (Tabla32). Los residuos M253 y F266 fueron los que tuvieron una mayor

frecuencia de variantes dafiinas (tres en cada uno).

Tabla 32. Prediccion funcional y energética de las mutaciones puntuales

probablemente dafiinas en FOXA1

. . . Prediccion N . Valo_r de
Residuo Wild- Posicion Residuo funcional Prediccion d_e_ cambio de camplo.de
Type alterado estabilidad energia libre
(Polyphen) (Kcal/mol)
M 66 I 0.963 Desestabilizadora -0.80
S 217 A 0.976 Neutral -0.48
R 219 S 1 Desestabilizadora -1.17
F 224 L 1 Desestabilizadora -1.61
D 226 N 0.978 Desestabilizadora -1.60
D 226 Y 0.999 Desestabilizadora -0.77
C 227 R 1 Desestabilizadora -0.74
A 232 \ 0.994 Neutral -0.3
P 248 L 1 Neutral -0.50
D 249 \Y/ 0.998 Incrementada 0.04
S 250 Y 1 Neutral -0.07
M 253 R 0.998 Desestabilizadora -1.05
M 253 T 0.998 Desestabilizadora -1.31
M 253 K 0.996 Desestabilizadora -1.72
F 254 S 1 Desestabilizadora -2.02
F 254 \Y/ 0.999 Desestabilizadora -1.61
E 255 K 1 Desestabilizadora -0.87
Y 259 C 1 Desestabilizadora -1.29
R 261 G 1 Desestabilizadora -1.56
R 261 S 1 Desestabilizadora -1.30
R 262 L 1 Neutral -0.35
F 266 C 1 Desestabilizadora -1.42
F 266 S 1 Desestabilizadora -1.50
F 266 L 1 Desestabilizadora -0.87
D 391 E 0.996 Neutral -0.13
S 395 C 0.983 Desestabilizadora -0.81

La seleccion de mutantes probablemente dafiinas se realizé con Biomuta v4.0. Para la prediccion
en el cambio de estabilidad de la proteina se emple6 I-Mutant 3.0, donde el valor del cambio de
energia libre (CEL) predice el cambio de estabilidad segin lo siguiente: CEL<-0.5, cambio
desestabilizador, CEL>0.5, un incremento en la estabilizacion, -0.5<CEL<0.5, cambio neutral.

145



De dichas variantes desestabilizantes en FOXAL, 12 se localizaron en el sitio de
unién al ADN, siendo la posicion M253 la que mas mutaciones contuvo (M253R,
M253T y M253K) (Figura 56). Otras siete variantes se localizaron en regiones no

reconocidas como dominios o regiones funcionales de la proteina.
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Figura 56. Localizacion de mutaciones “con pérdida de sentido™ en FOXAL.
(A) Estructura tridimensional de la region de union a DNA mostrando la
posicion M253, que puede albergar hasta tres variantes predichas dafinas
(M253R, M253T y M253K). La linea horizontal superior indica la longitud de
la proteina dada en aminoacidos (aa). (B) Representacion planar de la region
de unién a DNA de FOXAL (en morado) albergando mutaciones predichas
dafiinas y desestabilizadoras.
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Para el gen MLL2, también conocido como KMT2D, se reportaron 28 mutaciones
puntuales en CPp, de las cuales 16 mutaciones (57%) fueron predichas como
probablemente dafinas. Menos de la mitad (43%) de las mutaciones catalogadas
como dafinas resultaron ser desestabilizantes (Tabla 33), siendo el residuo R3547
el unico que contuvo dos variantes desestabilizadoras.

Tabla 33. Prediccion funcional y energética de las mutaciones puntuales
probablemente dafiinas en MLL2

Valor de
. . Prediccion Prediccion de cambio de
R_e5|duo Posicién Residuo funcional cambio de energia
Wild-Type alterado po\vohen)  estabilidad libre
(Kcal/mol)
D 1121 Y 0.998 neutral -0.06
P 1232 L 0.998 neutral -0.39
R 1290 w 0.999 neutral -0.49
G 1384 \Y/ 1 neutral -0.24
G 1387 A 1 Desestabilizadora -0.64
N 1602 D 0.979 neutral -0.08
D 2056 G 1 neutral -0.38
R 2460 L 0.995 neutral -0.33
L 2981 \Y/ 0.97 Desestabilizadora -1.51
R 3547 C 1 Desestabilizadora -0.88
R 3547 H 1 Desestabilizadora -0.57
A 4862 T 0.97 Desestabilizadora -0.60
C 5109 F 0.999 neutral -0.21
R 5174 w 1 neutral -0.40
R 5214 H 1 Desestabilizadora -1.51
E 5484 K 1 Desestabilizadora -1.23

La seleccion de mutantes probablemente dafiinas se realiz6 con Biomuta v4.0. Para la prediccion
en el cambio de estabilidad de la proteina se empled I-Mutant 3.0, donde el valor del cambio de
energia libre (CEL) predice el cambio de estabilidad segun lo siguiente: CEL<-0.5, cambio
desestabilizador, CEL>0.5, un incremento en la estabilizacién, -0.5<CEL<0.5, cambio neutral.

La variante de MLL2, G1387A, predicha dafiina y deseatabilizadora afectdé una

region que alberga dedos de Zinc, importantes para la asociacion con ADN.

Mientras que la mutante R5214H se ubicd en el dominio FYR N-terminal,
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involucrado en la asociacion con mddulos que reconocen modificaciones de
histonas de proteinas de varios eucariotas. La mutacion E5484K se encontré en el
dominio SET 8, que asociado con las proteinas relacionadas con la miotubularina
modulan el control del crecimiento (Figura 57). Otras cuatro variantes se
localizaron en regiones no reconocidas como dominios o regiones funcionales de

la proteina.
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Figura 57. Localizacion de mutaciones “con pérdida de sentido" en
MLL2. (A) Estructura tridimensional del dominio SET mostrando la
mutacion E5484K. La linea horizontal superior indica la longitud de la
proteina dada en aminoéacidos (aa). (B) Representacion planar de la
regiones y dominios de MLL2 albergando mutaciones predichas
dafinas y desestabilizadoras. En anaranjado los dominios FYR N-
terminal (1), FYR C-terminal (2), SET (3) y Post-SET (4). En color
plomo las regiones que albergan dedos de Zinc (DZ), en particular la
region PHD-tipo 4 que contiene la mutacion G1387A.
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En el caso del gen MLL3 (KMT2C) se reportaron 33 mutaciones puntuales para
CPp, de las cuales 15 (45%) fueron identificadas como probablemente dafiinas. La
gran mayoria (73%) de variantes dafiinas tuvieron un comportamiento
desestabilizante para el producto proteico y solos 4 mutaciones resultaron con un

efecto neutro (Tabla 34).

Tabla 34. Prediccion funcional y energética de las mutaciones puntuales probablemente
dafiinas en MLL3.

Prediccion Prediccién de Valor de cambio

V\I;{i?;l?rt;/?ne Posicion Z?:II’SI(L;S funcional cambio de de energia libre
(Polyphen) estabilidad (Kcal/mol)
H 330 N 0.997 Desestabilizadora -0.52
D 372 N 0.997 Neutral -0.35
R 1104 T 0.999 Desestabilizadora -0.66
Y 2145 C 0.998 Desestabilizadora -1.18
R 2384 G 1 Desestabilizadora -0.76
Q 2397 H 0.998 Neutral -0.29
I 3107 \Y/ 0.988 Desestabilizadora -0.75
V 4115 I 0.999 Desestabilizadora -0.65
C 4198 W 1 Neutral 0.06
R 4418 S 0.997 Desestabilizadora -0.83
C 4432 R 1 Neutral -0.25
Y 4440 C 0.988 Desestabilizadora -0.84
Y 4526 C 0.999 Desestabilizadora -1.22
R 4549 C 1 Desestabilizadora -1.07
R 4875 K 0.997 Desestabilizadora -0.74

La seleccion de mutantes probablemente dafiinas se realiz6 con Biomuta v4.0. Para la prediccion
en el cambio de estabilidad de la proteina se emple6 I-Mutant 3.0, donde el valor del cambio de
energia libre (CEL) predice el cambio de estabilidad segin lo siguiente: CEL<-0.5, cambio
desestabilizador, CEL>0.5, un incremento en la estabilizacion, -0.5<CEL<0.5, cambio neutral.

Las variantes predichas dafiinas y desestabilizadoras de KMT2C, H330N, R1104T
y Y4526C, se ubicaron en regiones que albergan dedos de Zinc (Figura 58). La
mutacion R4549C se ubicd en el dominio FYR N-terminal, mientras que la
R4875K en el domino SET (Figura 58). Otras seis variantes se localizaron en

regiones no reconocidas como dominios o regiones funcionales de la proteina.
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Figura 58. Localizacion de mutaciones “con pérdida de sentido" en
MLL3. (A) Estructura tridimensional del dominio SET. La linea
horizontal superior indica la longitud de la proteina dada en
aminoacidos (aa). (B) Representacion planar de las regiones y dominios
de MLL3 albergando  mutaciones predichas dafinas vy
desestabilizadoras. En anaranjado los dominios DHHC (1), FYR N-
terminal (2), FYR C-terminal (3), SET (4) y Post-SET (5). En color
plomo las regiones que albergan dedos de Zinc (DZ), en particular las
regiones PHD-tipol y PHD-tipo7 que contienen las mutaciones H330N y
R1104T respectivamente.
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6.6. Determinacién de la frecuencia de las mutaciones conductoras en

subgrupos divididos por fenotipo.

La evaluacion de la frecuencia de mutaciones conductoras en CP se hizo a través
de cBioPortal en la cohorte TCGA. Se identificaron 16 mutaciones conductoras
caracterizadas en CP obtenidas de “Cancer Genome Interpreter” (Tabla 35) (50).
Las mutaciones conductoras comprometieron ocho genes incluyendo KLF6, AR y
EPHB2, con al menos tres mutaciones cada uno. La mayoria de mutaciones
conductoras del CP (75%) fueron del tipo missense, mientras que solo el 15%
fueron del tipo trunco. EI cromosoma 10 alberga la mayor cantidad de

mutaciones conductoras del CP.

Tabla 35. Mutaciones conductoras en CP extraidas de CGl

Cromosoma Gen Mutacion missense
14 AKT1 E17K
L702H
X AR F877L
T878A
22 CHEK2 E239*
7 EGFR G735S
A279S
1 EPHB2 D679N
Q723*
L169P
S137*
10 KLF6 A123D
S116P
W64R
7 MADI1L1 R59C
10 PTEN Y188*
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De dichas variantes, solo seis se encontraron presentes en la poblacion de estudio
de CP TCGA (Tabla 36). Dos mutaciones conductoras se observaron en la cohorte
de CPp. Una de ellas fue la mutacion E17K del gen AKT1, asociado a la
regulacion de la maquinaria apoptotica, presente en una frecuencia de 0.2% en la
poblacién. Mientras que la mutacion S137* del gen KLF6, un activador
transcripcional, estuvo presente en el 0.1% en los individuos. En CP metastasico
se identificaron cuatro mutaciones conductoras incluyendo L702H, T878A y
F877L del gen AR, que codifica para el receptor de androgeno, todas ellas
ausentes en CPp, y E17K de AKT1. Esta Gltima variante estuvo presente tanto en

CPp como metastasico siendo mas frecuente en CPm.

Tabla 36. Comparacién de mutaciones conductoras para Ca. Prostata
primario y metastasico presentes en la cohorte TCGA.

Tipo de tumor Gen Mutacion Frecuencia

o AKT1 E17K 0.23%
Primario
KLF6 S137* 0.06%
L702H 3.43%
o AR T878A 3.05%
Metastasico

F877L 0.13%
AKT1 E17K 0.38%
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6.7. SNPs deriesgo a CP

A través de GWAS vy cBioPortal se evaluaron los SNPs de riesgo a CPp y
metastasico. Para el estadio primario de la enfermedad se identificaron 9 SNPs
del tipo perdida de sentido (Tabla 37). Sin embargo, ninguno de ellos estuvo
presente en la cohorte TCGA evaluada en cBioPortal. Para CPm no se observo
ningln SNPs del tipo perdida de sentido, siendo todos del tipo variante de intrén

los cuales no fueron analizados en el presente estudio.

Tabla 37. SNPs de riesgo a CPp del tipo perdida de sentido.

Gen cédigo del SNP Camb[o _de Camb,|o_ de Referencia

aminoacido nucledtido

SH2B3 rs3184504 W262R TGG/IAGG (51)

KLK3 rs17632542 1179T ATT/ACT (52)

CCHCR1 rs130067 E275D GAA/GAC (53)
MLPH rs2292884 H347R CAT/CGT
HOXB13 rs138213197 G84E GGA/GAA

INCENP rs2277283 M506T ATG/ACG (54)
ATM rs1800057 P1054H CCTICAT
CDKN1B rs2066827 V109D GTCIGAC
RFX7 rs33984059 L1256P CTG/CCG
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7. Discusion

EL CP es un problema de salud pablica a nivel mundial y en los Gltimos afios los
esfuerzos por mejorar la comprension de esta enfermedad se han centrado en la
identificacion de marcadores diagnosticos y pronosticos, asi como en el
reconocimiento de dianas terapéuticas que permitan hacer frente a esta neoplasia.
Las tecnologias de alto rendimiento han puesto a disposicién una gran cantidad de
datos émicos que permiten evaluar los patrones de alteraciones genéticas que
albergan los tumores. Toda esta informacion en gran parte estd disponible
publicamente gracias a proyectos genomas en cancer como TCGA, que facultan a
los investigadores contar con datos no solo genémicos, sino también clinicos que
permiten una evaluacion integral del perfil de la enfermedad (10,55,56). Para el
CP y otras neoplasias se han conducido estudios secundarios utilizando datos de
cohortes de TCGA, donde se describen tanto el panorama mutacional asi como la
correlacion de algunas variantes genotipicas con el fenotipo (57,58). Asi también
algunos investigadores han empleado TCGA para explorar posibles candidatos a
marcadores para el CP (59) y otros para entender mejor la oncogénesis de esta
neoplasia (47). TCGA también ha ayudado a identificar marcadores pronosticos

para otros tipos de neoplasia como el cancer de ovario y el de pulmoén (11,12).

En el presente trabajo de investigacion, mediante el andlisis de datos gendmicos e
informacién clinica, se identificaron alteraciones genéticas frecuentemente
presentes en CP y se establecieron asociaciones de dichos caracteres con el

fenotipo de la enfermedad incluyendo el pronostico. El presente estudio detalla el
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panorama de mutaciones genéticas del CP, algunas de las cuales podrian en un
futuro ser validadas como marcadores de esta enfermedad para beneficio de los
pacientes. Se han identificado genes cuyas alteraciones genéticas, incluyendo
mutaciones puntuales, ANCs y expresion diferencial en CPp, estan asociadas al
estadio patoldégico T y N, al puntaje de Gleason, al PSA y a variables de
supervivencia como la SG y SLE. En tanto que, para CPm se han identificado

principalmente mutaciones puntuales asociadas a la SG.

La poblacion del presente estudio se caracterizé por ser pacientes con CPp, con
una edad promedio al momento del diagnéstico de 61 afios, mientras que para el
grupo de pacientes con CPm fue de 67 afios, lo cual esta en concordancia con lo
previamente reportado por Armenia en relacion a la diferencia de edades entre
pacientes con CPp y CPm (60). La raza blanca fue principalmente predominante
en la poblacion de estudios albergados en cBioPortal, siendo una minoria la raza
negra y asiatica. Ello podria representar un sesgo importante en estudios
genomicos donde la variabilidad genética ligada a la raza no se ve representada
por los sujetos enrolados en estudios del cancer a nivel mundial, lo que
finalmente se traduce en diferencias perjudiciales al momento de la toma de
decisiones clinicas en poblaciones menos favorecidas (61). La SG de entre O-
5afios y la SLE de entre 0-3 afios fueron predominantes en los individuos
enrolados, lo que refleja que este tipo de neoplasia, en concordancia con lo
reportado por Globocan 2018, se sigue ubicando como una de las principales

causantes de muertes en hombres a nivel mundial. La escala de Gleason de 9
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estuvo mayoritariamente presente en la poblacion, lo que indica que la mayoria de

los casos aun son detectados en una etapa avanzada (62)

TP53 y SPOP fueron los Unicos dos genes significativamente mutados comunes a
CPp y CPm, sin embargo SPOP tuvo una frecuencia de mutacion en el estadio
temprano de la enfermedad mayor que en la fase avanzada lo que concuerda con
hallazgos previos (60,63,64). Lo contrario sucedié con TP53, estando presente en
una mayor frecuencia en CPm. El analisis de ontologia de GSMs confirmé que,
tanto en CPp como en CPm, el proceso de regulacion de la transcripcion esta
enriquecido. Sin embargo en CP primario adicionalmente se han determinado
genes significativamente mutados implicados en proliferacion y supervivencia
celular incluyendo a PTEN, PIK3CA, CDKN1B y AKT1. En tanto que en CP
metastasico sobresalen TP53 y BRAC2, ligados a procesos de respuesta al dafio
del ADN, tal como ha sido previamente reportado en CPm (60,65).
Adicionalmente en CP primario se han identificado que los reguladores
epigenéticos KMT2D y KMT2C poseen altas frecuencias de mutacion, lo cual
coincide con hallazgos anteriores (34,66). Se sabe que KMT2D modula la
expresion de genes vinculados a la via p53, a la sefializacion de colestasis y a la

sefializacion mediada por AMPc (67).

Trabajos previos han identificado multiples vias alteradas recurrentemente en CP,
incluyendo la sefalizacion de andrdgenos, reparacion de ADN vy las rutas de
sefializacion de PI3K y AKT) (34,68). En el presente trabajo se identificaron

genes significativamente mutados en CPp asociados a regulacion de la
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transcripcion desde el promotor de la ARN polimerasa Il, en la regulacion
negativa del proceso apoptético y en vias de sefializacion intracelular como la
mediada por el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos, la ruta de
sefializacion por fosfatidilinositol y la sefalizacion en cascada de la proteina
quinasa B. En contraste, para el estadio metastasico, los genes significativamente
mutados se involucraron mayoritariamente a la regulacién de la transcripcion,
mecanismos de reparacion al dafio del ADN y en la regulacion de la actividad de
la fosfoproteina fosfatasa. Estos hallazgos pueden sugerir que en el estadio
temprano de la enfermedad el tumor potencie vias que le permitan crecer y
proliferar, mientras que en etapas avanzadas se esperaria que los mecanismos de

invasion estén mas activos y le permitan a las células exacerbar el cancer.

Maés alld de una mera descripcion de las mutaciones puntuales, es importante
reconocer la asociacion de dicha huella genémica con la manifestacion clinica de
la enfermedad. Aplicando pruebas estadisticas de correlacion, se estableci6 la
asociacion de ciertos cambios en el genoma con los caracteres fenotipicos de los
sujetos. Se identificaron 3 genes significativamente mutados en CPp que al
encontrarse mutados se correlacionaban con al menos a una variable clinica.
Mutaciones en el gen ZFP36L2, que regula la respuesta a factores de crecimiento,
se asociaron a una menor SG de los pacientes. Anteriormente se ha reportado
que este gen promueve la agresividad de las células cancerosas en el
adenocarcinoma ductal pancreatico (69). Han et al también reportaron que
ZFP36L2 es un potencial indicador de prondstico del cancer de vejiga muscular

invasivo (70). Por otra parte, mutaciones puntuales del gen supresor de tumores
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TP53, se correlacionaron tanto a categorias altas del estadio patolégico T y N de
la enfermedad, asi mismo este gen fue reconocido como un GFM en CPp vy
mutaciones en él tuvieron que ver con una menor SLE. Tuna et al. describe que
algunas mutaciones en TP53 estan asociadas a una SG y SLE desfavorable en
pacientes con cancer de ovario seroso de alto grado (71). En particular se
remarcan las mutaciones en los residuos G266, Y163C y R282, todas vinculadas
al mal pronostico, las cuales se localizan en residuos también dafiados en CPp
identificados en esta tesis. Por otro lado, mutaciones en ZMYM3, un
componente del complejo multiproteico histona desacetilasa, el cual es un
silenciador génico, estuvieron asociadas con un mayor puntaje de Gleason. Leung
et al. describio que ZMYM3 regularia la localizacion de BRCAL en el ADN
dafado para promover su reparacion (72), y esto reflejaria la implicancia de este
gen en procesos de mantenimiento del material genético previo a acumulaciones
dafiinas que promueven el cancer. Sin embargo, ain no se ha establecido si su rol

en la neoplasia de prostata se limita solo a mecanismos de reparacion.

En la evaluacién de los genes frecuentemente mutados en CPp, se identificaron
dos genes asociados a la SG y seis genes asociados a la SLE de los pacientes. Se
encontrd que pacientes con mutaciones en el gen LRP1B, proteina 1B relacionada
con el receptor de lipoproteinas de baja densidad presentaron una menor SG en
comparacion a los pacientes que no presentaron mutaciones en dicho gene. Se
sabe que LRP1B promueve la proliferacion celular (73) y su estado mutacional ha
mostrado ser un marcador de buena respuesta a inmunoterapia en pacientes con

melanoma y cancer de pulmon de células no pequefias (74). Se postula que
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LRP1B seria un importante regulador de la respuesta inflamatoria y de la
progresion en cancer y que sus altas frecuencias de mutaciones en varias
neoplasias estarian vinculadas tanto al tamafio del gen (16 kbp) como a su
ubicacion cerca del sitio fragil FRA2F (75). CSMD3, la proteina 3 que contiene
dominios CUB vy sushi, fue otro gen cuyas mutaciones se asociaron a un menor
tiempo de sobrevida, ademas de estar asociado a una menor SLE en pacientes con
CPp. La familia CSMD alberga estructuras parecidas en la cual cada una se
caracteriza por contener catorce dominios CUB, cada dominio separado del otro
por un dominio de sushi, seguido de una matriz compacta de dominios de sushi,
un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica corta, en particular la
proteina CSMD1 se perfila como un supresor de tumores (73). Mutaciones en
CSMD3 se asociaron con un mejor pronostico en pacientes con carcinoma de
células escamosas esofagicas, lo cual es opuesto a los hallazgos de la presente
investigacion para CP (74). No sélo mutaciones en CSMD3 estarian asociadas
con el fenotipo del céancer sino también alteraciones en su expresion. Asi, la
expresion de CSMD3 esta correlacionada con la SG y la SLE en neuroblastoma

(75) asi como con la invasion linfatica en cancer colorrectal (76).

En CPm se identificaron tres genes asociados a la SG que incluyeron TMPRSS2,
KMT2C y ZFHX3. Los pacientes con mutaciones puntuales en cualquiera de
dichos genes presentaron una SG mayor en comparacion a los pacientes que
tuvieron el gen sin mutar. Contrariamente a lo encontrado en nuestro trabajo, un
estudio previo encontrd6 que mutaciones en KMT2C, se asocié a un peor

prondstico en cancer de pulmon temprano (77). Por otro lado, el gen ZFHX3 tuvo
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una alta frecuencia de mutacion en un estudio de cancer endometrial,
encontrandose que mutaciones en dicho gen se asociaron a tumores de alto grado,
a una invasion mas frecuente del espacio linfovascular y a una SG y SLE

desfavorables (78).

Otra de las alteraciones recurrentes en el CP son las ANCs, donde las deleciones
de segmentos cromosomicos son encontradas en la etapa inicial del tumor,
mientras que las amplificaciones son predominantes a medida que la enfermedad
se va desarrollando (79). Los cromosomas 6, 7, 8, 10, 13 y 17 son los mas
frecuentemente alterados en CP, siendo los brazos 8p, 1q, 10q, 13q, 169, 5q, 6q y
17p las regiones que albergan mayor numero deleciones (79,80), lo que esta en
concordancia con nuestros hallazgos como mas adelante se detallan. En contraste,
se ha reportado que los brazos 8q y Xg muestran principalmente amplificaciones y
los brazos 7p y 7g pueden mostrar tanto deleciones como amplificaciones (80). En
el presente estudio, encontramos que el supresor de tumor PTEN, ubicado en el
brazo 10q, fue el gen mas frecuentemente delecionado, tanto en CPp como CPm,
lo cual conduciria a la pérdida parcial o total de la funcion proteica. Ademas,
PTEN fue el Gnico gen cuya delecion se correlaciond a un estadio patolégico T
mayor y a puntajes de Gleason altos. Las ANCs afectan de forma distinta a
regiones cromosémicas, lo cual se evidencio en este estudio donde las deleciones
ocurrieron més frecuentemente en el brazo cromosémico 6p, en CPp, y en brazo
10g en CPm, lo que estd en concordancia con lo reportado para esta neoplasia

(79).
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Otro de los genes frecuentemente delecionados en CPp en la cohorte en estudio
fue MAP3K?7, ubicado en el brazo cromosomico 6q. Se ha reportado previamente
que deleciones en MPA3KY7 se asocian al CP de alto riesgo (81) y a la
agresividad del tumor en pacientes con CP ERG-negativo (82). MPA3K7Y
cumpliria un rol de supresor de tumor en CP y con la delecion conjunta de CHD1
promoveria la agresividad de esta neoplasia (83). CHD1, que codifica una
proteina asociada a histona que es requerida para la reparacion de la rotura del
ADN de doble cadena, también fue un gen frecuentemente delecionado hallado en
este trabajo. LRP1B también estuvo frecuentemente delecionado en la cohorte
evaluada, que fue ademas identificado como un GSM asociado a la SG como se

menciond anteriormente.

La delecion de los genes GTF2F2, TPT1 y GPALPP1 estuvo asociada con un
mayor estadio patolégico T. GTF2F2 es un factor de transcripcién que se une a la
ARN polimerasa Il, mientras que TPT1 participa en la fijacion de calcio y la
estabilizacion de microtibulos. La pérdida de estos genes podria promover la
supervivencia de las células tumorales o potenciar mecanismos de invasion. Chen
et al. evalu6 la regulacién de TPT1 por p53, donde este ultimo sobreregulaba a
TPT1, lo que resultaba en una reduccion de estrés oxidativo, de la apoptosis y
promocion de la supervivencia celular en respuesta a H,O, (84). En el caso de los
genes GTF2F2 y GPALPP1 no se ha reportado algun estudio previo que haya

vinculado algunos de estos genes con el CP.
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En el grupo de genes frecuentemente amplificados en CP, NDRG1 fue el gen mas
frecuentemente amplificado en CPp, el cual también estuvo amplificado en CPm
pero en una menor frecuencia. Se ha visto que la sobreexpresion de NDRG1 en
PC suprime el fenotipo metastasico y su expresion se correlaciona con una menor
progresion de la enfermedad (85). Ademas, la sobreexpresion de este gen modula
proteinas y vias importantes de sefializacion que incluyen las mediadas por TGFb,
WNT y PI3K/AKT (86). En el CPm el gen mas frecuentemente amplificado fue el
receptor de androgenos (AR) ubicado en el brazo Xq. EI AR media una ruta de
sefializacion central en la funcion normal de la prostata y se conoce que la
actividad constitutiva de esta proteina conduce la proliferacion celular, el
crecimiento y la pérdida de apoptosis lo que resulta en la tumorigénesis (87). Por
ello, la amplificacion de AR seria uno de los mecanismos promotores de la
carcinogénesis de prostata. La amplificacion de los genes CASC8, MYC,
POUSF1B, CCAT1, PCAT1 y PCAT2 estuvo asociada a una menor SG, a
categorias altas del estadio patolégico T y N, a una mayor escala de Gleason y a
un PSA alto. Liu et al. mostro la asociacion de CASCS, junto a otros 7 INCRNAs,
con la SG de pacientes con cancer de es6fago (88). Un reciente trabajo conducido
por Hongyan et al mostro que la sobreexpresion de MY C estuvo asociado a altos
puntajes de Gleason y correlacionado a un pronéstico desfavorable en paciente
chinos con CP (89) . MYC es un factor de transcripcion que activa la
transcripcion de genes asociados al crecimiento, la sobreexpresion de este gen se
ha asociado con alteraciones genéticas como amplificaciones y translocaciones en
varias enfermedades neoplésicas (90). La amplificacion de MYC ha sido

reportada como un marcador potencial para la progresion de la enfermedad vy el
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prondstico en CP (91), sin embargo la correlacion de la sobreexpresion y/o
amplificacion de este gen con variables clinico-patoldgicas sigue siendo
controversial (92-94). POU5SF1B, también conocido como OCT4-pg, es uno de
los pseudogenes de OCT4 y tiene un 95% de homologia con OCT4, que a su vez
juega un papel importante en el desarrollo y la reprogramacion de células
somaticas en células madre pluripotentes (95). Estudios previos han reportado a
POUSF1B como un gen de susceptibilidad en cancer colorrectal, en cancer de
vejiga y en leucemia linfocitica crénica (96-98). También se ha informado que
promueve la proliferacion, la tumorigenicidad y la angiogénesis en el cancer

gastrico en sinergia con MYC (99).

Un estudio llevado a cabo por Yaozhen et al. mostro que la sobreexpresion de
POUSF1B promovidé la proliferacion del hepatocarcinoma celular, ademas
encontraron que la expresion de POU5SF1B se correlaciond positivamente con la
activacion de la via AKT (95), via de transduccion de sefiales que promueve la
supervivencia y el crecimiento en respuesta sefiales extracelulares. CCAT es un
gen que produce un ARN largo no codificante asociado a la formacion de
tumores, cuya sobreexpresion se hayo que también estuvo asociado a un
pronostico desfavorable. Algunos estudios sugieren que CCAT1 fomenta la
proliferacion del CP actuando como un andamio para DDX5 y para el complejo
transcripcional del AR, facilitando la expresion de genes regulados por el AR y
estimulando asi la progresion de la enfermedad (100). Contrariamente a lo
encontrado en el presente trabajo, Chen et al. han sefialado que la subexpresion de

CCAT1 estaria asociada a una menor proliferacion celular del CP en una linea
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celular con alto potencial metastasico ( Células PC-3) (101). PCAT1 y PCAT2
son también genes productores de ARN no codificantes (IncRNA) vinculados al
CP. La expresion de PCATL1 se vincula a la progresion de CP resistente a
castracion. El INcRNA-PCAT1 desorganizaria el complejo
PHLPP/FKBP51/IKKa, proteinas reguladoras en la activacion de la rutas de

sefializacion AKT y NF-kB que contribuiria a la progresion de la neoplasia.

La variacion de la expresion génica en CPp también fue evaluada en el presente
estudio, encontrandose que PCA3 fue el gen mas sobreexpresado en la cohorte
TCGA. Se ha reportado que PCAS3 regula la supervivencia celular del CP a traves
de la modulacion de la sefializacion del receptor de androgenos, ademas regulando
la expresion de varios genes sensibles al andrdgeno y asociados con el cancer,
incluidos los marcadores de transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y genes
reguladores de la expresion y sefializacion celular (102). Se encontrdé que la
expresion de PCA3 se correlaciono negativamente al valor de PSA y se asocié a
puntajes altos de Gleason y a los estadios patoldgicos T y N mayores. Se ha
descrito que la expresion de PCAS3 se asocia con valores de la escala de Gleason
>7 asi como a un estadio patoldgico T3 y un volumen del tumor > 0.5mL (103).
De hecho, la prueba de PCA3 en orina ha sido aprobada por la FDA y es utilizada
para el diagndstico de CP. Sin embargo, su empleabilidad como prueba de
primera linea o para detectar un PC de alto grado sigue siendo controvertida ya
que se ha reportado una baja sensibilidad en biopsia, donde la puntuacion de la
prueba de PCAS3 no detecta el 36% de tumores avanzados en hombres con valores

bajos de PSA (104). GJB1 y ABCC4 fueron otros dos genes sobreexpresados y
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asociados a las cuatro variables clinicas al igual que PCA3. GJB1 es un tipo de
conexina de union gap, conocida también como Cx32. Se sabe que las conexinas y
sus canales de membrana celular aportan a la regulacion de la proliferacion celular
y su desregulacion estd asociada a la carcinogénesis (105), por ejemplo algunas
tienen funciones compartiméntales en las glandulas mamarias y estan asociadas al
prondstico en cancer de mama (106). En un estudio previo se ha reportado que
TLR9, uno de los receptores tipo Toll (TLR) que juegan un papel importante en
la tumorigénesis y el progreso del CP, regula la invasion y metastasis del CP al
alterar la expresion de ciertos genes, entre ellos GJB1 (107). ABCC4 es una
proteina asociada a resistencia a diversos farmacos, anteriormente se ha descrito
que la sobreexpresion de este gen reduce la eficacia del docetaxel, un agente
quimioterapéutico empleado en el tratamiento del CP, en células tumorales in
vitro (108). He et al. también encontraron que altos niveles de expresion de

ABCC4 se asociaron con una SG desfavorable en pacientes con CP (58).

Por otra parte se identificd la sobreexpresion de AMACR en CPp, una enzima
importante en la inversion quiral en el metabolismo de acidos grasos de cadena
ramificada y que también modula la entrada de A&cidos grasos de cadena
ramificada en la [B-oxidacion en peroxisomas y mitocondrias. La sobreexpresion
de este gen, junto a la sobreexpresion de NKX3-1, GOLM1y TRPMS, ha sido
reportada como un potencial marcador para CP de alto riesgo, teniendo una
asociacion con la extension extracapsular, el estadio tumoral y la invasion
seminal vesicular (109). Ademas se ha mostrado que la supresion de la expresion

de AMACR por siRNA (ARN de silenciamiento) reduce significativamente la
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proliferacion de una linea celular de cancer de prostata sensible a androgenos
(110). También se identificé que la sobreexpresion de TMEFF2, que codifica a
un miembro de la familia de tomoregulinas de proteinas transmembrana, estuvo
asociada al estadio patolégico T y a la escala de Gleason. Contrariamente a
nuestros hallazgos, Georgescu et al. indica que la subexpresion de TMEFF2 se
asocio a una menor SLE, teniendo un rol en la regulacion del ciclo celular, aunque
este patrén de expresion podria servir como marcador solo para una subclase de

PC (111).

Por otra parte, Gao et al. refieren que una alta expresion de TMEFF2 se asocia a
un prondstico desfavorable en pacientes con cancer endometrial, asi mismo,
indican que la subexpresion de este gen redujo la activacion de las vias de
sefializacion MAPK y PI3K y reprimi0 la transicion epitelial-mesenquimal (112).
PODXL2, que desempefia un papel como ligando para selectinas vasculares
mediando la rodadura de los leucocitos sobre las superficies vasculares, fue otro
gene cuya sobreexpresion se asocio con un estadio patolégico T avanzado y con la
escala de Gleason. En concordancia con lo hallado para PODXL2, Sizemore et al.
destacan que la sobreexpresion de podocalyxina se vincula a la migracion e
invasion celular en CP y cancer de mama. Se postula que esta sobreexpresion
ademas activaria las vias MAPK y PI3K y que las podocalyxina formaria un
complejo con ezrin, un mediador de metastasis (113) .

También se estudiaron los genes subexpresados en CP. La ontologia predicha
mostré que la transduccion de sefiales y procesos de regulacion de la

proliferacion, adhesion y diferenciacion celular estuvieron enriquecidos en el
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grupo de genes subexpresados en CPp. La adhesion celular, que mantiene a las
células normales congregadas formando los tejidos, sufre alteraciones en cancer y
conduce a la disociacién de uniones célula-célula y célula-matriz extracelular,
permitiendo a las células cancerosas viajar a otras localizaciones. En tanto que la
diferenciacion celular, que permite la especializacion de las células normales, esta
postergada en células cancerosas dando privilegio a la proliferacion. El gen
ADAM33, codante para una enzima metaloendopeptidasa, resultdé el mas sub-
expresado en CPp y mostro estar correlacionado negativamente al PSA. Manica et
al, reportd que los pacientes con cancer de mama que tienen subexpresion de

ADAM33 muestran una SG menor y una supervivencia sin metastasis (114).

También se observé que GABRE, receptor de acido gamma-aminobutirico, estuvo
subexpresados en el CPp, un estudio previo a identificado un locus que alberga
GABRE~mIiR-452~miR-224 se encuentra subregulado e hipermetilado en CP y
asociado a la recurrencia bioguimica después de una prostatectomia radical (115).
También se hallaron pseudogenes sub-expresados, tales como RP11-39404.5,
MEG3 y ACTA2-AS1, siendo todos ARN no codificantes de cadena larga. EI gen
HIF3A fue el Unico gen subexpresados que se asocio a cuatro variables clinicas
incluyendo un PSA alto, puntajes de Gleason altos y estadios patologicos Ty N
mayores. Contrariamente a lo encontrado en este estudio, se ha informado que la
sobreexpresion de HIF3A promueve la proliferacion celular en céancer de
colorrectal activando la via de sefializacion JAK-STAT3 (116), ruta involucrada
en procesos como la divisién celular, la muerte celular y la formacion de tumores

e inmunidad. Asi también la sobreexpresion de HIF3A promueve la invasion y
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metastasis en cancer pancreatico mediante la regulacion de la via de sefializacion
HIF3a / RhoC-ROCK (117). La subexpresion del gen GSTM2 estuvo asociado un
estadio T mayor asi como a una PSA y puntaje de Gleason altos. Se ha descrito
que GSTM2 se encuentra hipermetilado en los estadios tempranos del CP (118),
asi mismo un estudio ha reportado que la hipermetilacion de este gen se ha
correlacionado a la disminucion de su transcripcion, ademas de estar vinculado a
la proliferacion celular y asociado a la SG en pacientes con cancer colorrectal

(119).

También encontramos que la subexpresion de CFD y CYP3A5 se asociaron a los
estadios patologicos T y N y a la escala de Gleason. CFD es un proteasa que
cataliza la escision del factor B, un paso limitante de la via alternativa de
activacion del complemento, que forma parte de la respuesta inmunitaria.
Loveridge et al. sefiala que la sobreexpresion de BRF1, un factor limitante para la
transcripcion mediada por la ARN polimerasa 111, promueve la tumorogénesis en
CP asociada a la activacién de la via del complemento, afectando los cambios en
la secrecién de CDF en ensayos in vitro y en los niveles reducidos de CDF y C7
in vivo (120). CYP3A5 es una proteina que pertenece a la superfamilia de
enzimas del citocromo P450. Las proteinas de dicha familia estas asociadas al
metabolismo de farmacos y regulan la sintesis de colesterol, esteroides.
Contrariamente a la asociacion encontrada en nuestro trabajo, Mitra et al. refiere
que la expresion reducida de CYP3AS reduciria la localizacion nuclear del ARy
subsecuentemente induciria la inhibicion del crecimiento celular en células de la

prostata (121). También se identificaron dos golginas, GOLGA8A y GOLGASB,
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cuyas subexpresiones se asociaron a algunos fenotipos clinicos. Las golginas
integran una familia de proteinas que se ubican en el aparto de Golgi. La
subexpresion de GOLGAB8A estuvo asociada a categorias altas de los estadios
patoldgicos T y N y a valores bajos de PSA. Mientras que la subexpresion de
GOLGAS8B se asocid a puntajes de Gleason altos y valores bajos de PSA. En
contraste a lo encontrado en nuestra evaluacion para CP, Wang et al. sefialan que
la subexpresion de GOLGAS8B se asociaria a una mayor SG en pacientes con
carcinoma renal (122). La subexpresion LCAT, una enzima que permite la
esterificacion de colesterol extracelular necesaria para el transporte del mismo, se
asocio solamente a valores altos de PSA. Un estudio previo ha reportado que los
niveles de reducidos de LCAT junto a ACAT, otra enzima asociada al
metabolismo del colesterol, estarian asociados al proceso de la proliferacion

celular (123).

Finalmente se identificaron a los genes FAM153A y FAM153B, miembros de la
familia con similitud de secuencia 153, cuyas subexpresiones se asociaron a
valores altos de PSA; adicionalmente la subexpresion de FAM153A se asocié a
puntajes altos de Gleason. FAM153B interactia con PLOD3 catalizando la
hidroxilacion de residuos de lisina en péptidos de tipo coldgeno, FAM153A
tendria una funcion similar. En los genes subexpresados vinculados a variables
pronosticas, se destaca que la subexpresion de EGFLS8 se asoci6 a una menor SLE
en paciente con CPp. En correspondencia con lo encontrado en nuestro analisis,

Wu et al. previamente reportd que la subexpresion de EGFL8 se asocid a con un
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peor pronostico para la SG y SLE en paciente con cancer colorrectal, asi mismo

se asocio al potencial metastasico de dicha neoplasia (124).

El interactoma de los 50 genes mas sobreexpresados de CPp mostré una red de
contactos en comun entre las proteinas AMACR, CRISP3, OR51E1, OR51EZ2,
GOLML1, F5 y HPN (Figura 52). Ello sugiere que su interaccion intermolecular es
importante en algunos procesos de la carcinogénesis prostatica. Dentro de dichos
procesos bioldgicos enriquecidos estan la regulacion de la respuesta a la hormona
tiroidea, el reflejo pilomotor, desmontaje de la membrana y regulacion en la
proliferacion de hepatocitos, todos ellos vinculados al gen HPN, hepsina. Este es
uno de los genes mas frecuentemente sobreexpresados en CP (125). En cuanto a
las funciones bioldgicas enriquecidas, destacan las actividades cataliticas del tipo
racemasa vinculada al gen AMACR cuya sobreexpresion ha sido vinculada a la
proliferacion e invasion en CP (94). La actividad exopeptidasa asi como la
actividad de canales de potasio asociadas al gen HPN y receptores olfativos

donde se involucran los genes OR51E1 y OR51E2.

Se conoce que la carcinogénesis es un proceso dirigido por genes y mutaciones
conductoras o drivers. Tipicamente cada neoplasia tiene un grupo de genes y
mutaciones conductoras que fomentan el desarrollo del cancer. En CP observamos
que la mutacion driver E17K del gen AKTL1, vinculado a la regulacién de la
maquinaria apoptotica, tuvo una frecuencia de aparicion en la poblacion de
pacientes con CPm mayor que en CPp, esto en concordancia con lo reportado por

Ritch et al. (126). Este hallazgo apoya el hecho de que ciertas mutaciones
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conductoras aparecen durante toda la historia evolutiva del cancer, no solo en la
etapa de promocién sino también de invasion y metéstasis. Contrario a ello,
existen otras mutaciones drivers criticas en la metastasis y ausentes en tumores
primarios. Asi, en CPm se identificaron cuatro mutaciones conductoras
incluyendo L702H, T878A y F877L del gen AR, que codifica para el receptor de
androgeno, todas ellas ausentes en CPp. Por otro lado, la mutacion driver S137*
del gen KLF6, un activador transcripcional, se presenté en el 0.1% de los
individuos con CPp. Se sabe que la pérdida de funcion de KLF6 dada por
mutaciones somaticas y por variantes de empalme otorgan ventaja de
supervivencia a las células tumorales en condiciones de castracion, lo que causaria

la resistencia del tumor a la terapia hormonal (127).

Si bien solo el 5% de casos de cancer a nivel mundial son hereditarios, es posible
que algunos casos enrolados en los proyectos TCGA sean cancer hereditario.
Seguln la evidencia colectada en el presente estudio, basada en la frecuencia de
SNPs de tipo missense de riesgo a CP, encontramos que ningun sujeto de los
estudios para CP albergados en cBioPortal poseia  dichos caracteres de
predisposicion a cancer. Debido a que sélo se consideraron SNPs de tipo
missense, no se puede concluir que otros SNPs (i.e. truncos, marco de lectura,

etc.) estuvieran ausentes en la cohorte de estudio.

Para establecer los cambios a nivel de la estructura, estabilidad y funcion proteica

causados por las variaciones de aminoacidos, se investigaron las mutaciones de

pérdida de sentido en los 5 primeros GSM en CPp. Teniendo en cuenta la
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prediccidn funcional de Biomuta se identificaron 19 mutaciones predichas dafiinas
en SPOP, de las cuales 17 tendrian un efecto desestabilizador en términos
energéticos, ademas que afectarian la localizacion nuclear de SPOP vy
comprometen principalmente al domino MATH, que media la interaccién con
sustratos de proteina-ubiquitina ligasa. Se identificaron las mutaciones Y87N y
F133S/C que interesantemente coinciden residuos reportados anteriormente
(Y87A 'y F133A) que inducirian a una fuerte reduccion de la afinidad por sustratos
(128). Es posible que los cambios en esas posiciones conduzcan a efectos
similares y tenga una implicancia importante en la actividad enzimatica de la
proteina. Las mutaciones de SPOP F102C/S/V, F104C/V/S, F125L, W131R vy
F133S/C se han descrito previamente como hotspots recurrentes en varios tipos de

cancer (129-131).

En TP53, en primer lugar se hallaron 33 mutaciones probablemente predichas
dafiinas, de las cuales 22 fueron desestabilizantes para la proteina, pudiendo total
alterarla union al ADN que es también sitio de interaccion intermolecular con
otras proteinas target. Una Gnica mutacion, R248Q, afect6 la zona de interaccion
con el dominio 53BP2 SH3. Una mutacion similar pero de cambio en el
amino&cido, R258S, afecta la induccion de la degradacion de SNAIL que a su vez

afectaria la invasion tumoral y metéstasis (132).

En FOXAL se hallaron 26 variantes predichas probablemente dafiinas, de las

cuales 19 afectaron la estabilidad del producto proteico, la mayoria de ellas

afectarian la union al ADN. Las mutaciones D226N, M253T/K, R261G y
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F266L/S han sido identificadas como hotspots recurrentes en varias neoplasias
como Cp, cancer de mama, de vejiga, edometrial y de pulmén (129-131). Para el
gen KMT2D, se reportaron 16 mutaciones predichas como probablemente
dafinas, de las cuales 7 resultaron ser desestabilizantes, algunas afectarian el
dominio dedos de Zinc, importante para la asociacion con el ADN (133). Otras
mutantes de KMT2D alterarian la funcion del dominio FYR N-terminal,
vinculado a la identificacion de modificaciones de histonas (134). La actividad
metiltransferasa H3K4 de KMT2D también se veria comprometida con al menos
una mutacion localizada en el dominio SET (135). Finalmente, la mayoria de
mutaciones de KMT2C fueron probablemente dafiinas, la mayor parte de ellas
desestabilizarian la proteina afectarian la funcionalidad de dominios criticos como

dedos de Zinc, FYR N-terminal ySET.

La evidencia presentada en este trabajo de tesis ha sido conseguida a través de la
ejecucion de métodos de analisis computacional, que involucraron el uso de datos
clinicos y gendmicos provenientes de individuos enrolados en proyectos de cancer
internacionales. Las herramientas de andlisis bioinforméaticas  permitieron
describir el panorama de las alteraciones genéticas en CP, asi como identificar
algunas variantes asociadas a variables clinico-patolégicas y de supervivencia de
la enfermedad, con el objetivo de reconocer potenciales marcadores de
pronosticos a futuro en beneficio de los pacientes de CP. En esta tesis se han
reconocido variantes asociadas factores de manejo clinico no reportadas antes
para CP como mutaciones en el gen ZFP36L2 asociado a una menor SG o la

sobreexpresion de HIF3A asociado a pronostico desfavorable. También se han
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confirmado hallazgos previos de variantes genéticas que serian potenciales
marcadores para esta neoplasia, como la delecion del gen MAP3K?7 se vincularia a
peores pronosticos de la enfermedad o la sobreexpresion de AMACR relacionado
a un CP de alto riesgo. El andlisis secundario de datos gendémicos como el
desarrollado en este estudio muestra el potencial conocimiento que se alberga en
la mineria de datos 6micos no solo para comprender mejor la biologia del CP sino

la de otros tipos de neoplasias.
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8. Conclusiones

De forma integral se puede concluir que el empleo de herramientas
bioinforméticas y la mineria de datos permitieron reconocer algunas variantes
genéticas vinculadas a variables fenotipicas y de supervivencia de pacientes con

CP a traves de un analisis computacional del perfil molecular de la enfermedad.

De forma particular, se puede mencionar las siguientes conclusiones especificas:

-Se identificaron 35 genes significativamente mutados (GSM) en CPp y 79 genes
significativamente mutados en CPm. De los GSM en CPp, ZFP36L2 se asocid a
la sobrevida global, ZMYM3 se asoci6 a la escala de Gleason mientras que TP53
se vinculé al estadio patoldgico T, N y escala de Gleason. Dentro de los genes
frecuentemente mutados (GFM) en CPp, se reconocieron dos asociados a la
sobrevida global y seis a la sobrevida libre de enfermedad, mientras que para Cpm

se identificaron tres GFM asociados a la sobrevida global.

-Se reconocieron 7 genes frecuentemente delecionados y 14 genes frecuentemente
amplificados comunes a CPp y CPm. En CPp la delecion de PTEN estuvo
correlacionado al estadio patoldgico T y a la escala de Gleason, mientras que la
delecion de los genes GTF2F2, TPT1 y GPALPPlse asocio solo al estadio
patoldgico T. La amplificacion de los genes CASC8, MYC, POU5F1B, CCAT1,
PCAT1ly PCAT2 en CPp se asociaron a la SG y a las variables clinicas PSA,
escala de Gleason, estadio patolégico T,N, mientras que la amplificacién de los
genes ZBTB10, ZNF704, RN7SL107P y FABP4 se asociaron a la SG y al estadio

patoldgico T.
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-Se identificaron 755 genes subexpresados y 227 genes sobreexpresados en CPp.
Se reconocieron 10 GDE con subexpresion y 16 GDE son sobreexpresion que se
asociaron al menos a alguna caracteristica clinica de la neoplasia. Particularmente
la subexpresion de HIF3A y la sobreexpresion de PCA3, GJB1 y ABCC4 se
asociaron a 4 parametros fenotipicos incluyendo PSA, escala de Gleason, estadio

patoldgico T y N.

-Se reportaron algunas mutaciones predichas dafiinas en los principales genes
significativamente mutados en CPp. Por ejemplo, en SPOP se identificaron 17
mutaciones con potencial desestabilizador que afectarian el dominio MATH con

funcién bioldgica relevante.

-Se establecieron diferencias en la prevalencia de mutaciones conductoras para
CPp y CPm. Se observo que la mutacién driver E17K del gen AKT1 tuvo una
frecuencia mayor en pacientes con CPm con respecto a pacientes con CPp. Por
otro lado, solamente en CPm se hallaron cuatro mutaciones conductoras siendo

L702H, T878A y F877L del gen AR.

-No se evidencio ningun SNP de tipo missense de riesgo a CP en la poblacion de

estudio.
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9. Limitaciones

- La ausencia de informacion clinica y/o genomica en pacientes con CPm
restringio la evaluacion de la asociacion entre las ANCs y GDE con variables

clinico-patologicas para ese estadio de la enfermedad.

- La disponibilidad de la informacion clinica y/o antecedentes de los pacientes con
CP, accesibles desde el recurso cBbioPortal, limito el analisis de otras variables

relevantes como la raza o etnia del individuo.

- La disponibilidad de la data de genes significativamente con alteraciones en el
nimero de copias y el detalle de las regiones afectadas desde el recurso
Firebrowse evidencio una limitacién para el andlisis de esa variante genética.
Mientras que la disponibilidad de la data de atributos clinicos desde el portal de
XENA limito el analisis de correlacion con la expresion génica solo a aquellos

casos con informacion completa.

- La evaluacion de deleciones y amplificaciones comunes a CPp y CPm se vio
limitada por la falta de data precisa de las zonas cromosomicas involucradas de

los genes evaluados a través de cBioportal .
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10. Recomendaciones

-En un estudio posterior, se recomienda analizar la informacion genémica y
clinica publicamente disponibles de otras cohortes a fin de evaluar las alteraciones
genéticas reportadas en la presente tesis y comparar los patrones de asociacion
descritos. Ademas se debe considerar proyectos que cuenten con informacion
consistente de los individuos, teniendo en cuenta variables como la raza, estatus

de ETS, estadio metastasico del tumor, etc.

-Para un entendimiento mas integral, es recomendable incorporar a futuros
estudios del genoma del CP otros componentes como la fusion de genes, los
mecanismos epigenéticos y los miRNAs que podrian tener un rol importante en la

carcinogenesis y metastasis de la enfermedad.

-En un analisis posterior, es recomendable incluir otros tipos de SNPs, diferentes
al de missense, al evaluar la frecuencia de polimorfismos de riesgo a CP en

diferentes estadios de la enfermedad.

-En trabajos futuros, seria recomendable ahondar en la comprension del rol
bioldgico de las variantes genéticas identificadas como posibles biomarcadores de
pronostico. Con el fin de tener una mejor visién del potencial practico que podrian

tener en el manejo clinico de la enfermedad.
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12. Anexos
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Anexo 1. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida
global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen CASCS.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 2. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida
global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen MYCS.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 3. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen POU5F1B.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 4. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen CCATL.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 5. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen PCATL.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 6. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen PCAT2.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 7. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen ZBTB10.

Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 8. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen ZNF704.
Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).
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Anexo 9. Grafica de KAPLAN-MEIER mostrando la sobrevida

global de pacientes con y sin amplificaciones en el gen
RN7SL107P. Estudios de cBioPortal para CPp (N=491).



