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1.- RESUMEN

ANTECEDENTES: El carcinoma papilar de tiroides (PTC) representa el 65-80% de todos los canceres
de tiroides. Aunque la gran mayoria de los PTCs son tumores indolentes, alrededor del 5-15% se
comportan agresivamente, desarrollando metastasis a distancia (DMs), que causan la muerte del
paciente. Los mecanismos moleculares subyacentes a la diseminacién metastasica son poco
conocidos debido a que la gran mayoria de las investigaciones moleculares se han centrado en la
descripcion de las caracteristicas gendmicas de los tumores primarios (Pts). Poco se sabe sobre la
contribucion de la heterogeneidad molecular intratumoral a las DMs. Tampoco se ha analizado la
existencia de cambios dinamicos en la distribucién de mutaciones a través del espacio y el tiempo.
Todavia nadie ha abordado, en muestras pareadas de Pt-PTC y DMs, un genotipado geografico,
multirregional, exhaustivo y dinamico, en el trascurso del tiempo, de oncogenes y genes supresores
tumorales asociados con la progresion tumoral y agresividad en la carcinogénesis folicular tiroidea.
OBJETIVO — MATERIAL Y METODOS: EI principal objetivo de este estudio fue identificar alteraciones
geneéticas dinamicas indicativas de progresion y agresividad tumoral, que permitiesen: 1) discriminar,
en el momento del diagndstico, aquellos PTCs que se van a comportar agresivamente desarrollando
DMs; 2) administrar terapias personalizadas ajustadas al perfii molecular de cada tumor.
Genotipando, mediante PCR y SSCP o secuenciacion directa, 12 casos de PTCs con muestras
pareadas de Pt y DMs buscamos determinar la prevalencia real, en ambos tipos de muestras, de
mutaciones en genes (TP53, KIT, MED12 y TBC1D12) que se han asociado con progresion y
agresividad tumoral en la carcinogénesis folicular tiroidea y en otros tumores. Para evaluar la
contribuciéon de la heterogeneidad genética intratumoral y la naturaleza clonal / subclonal de los
eventos genéticos al desarrollo de las DMs, se caracterizaron 50 areas tumorales, incluyendo
diferentes areas separadas en el espacio y el tiempo dentro de los Pts y las DMs. En los casos
mutados se analizaron las relaciones filogenéticas entre Pt y DM.

RESULTADOS: De los 4 genes investigados solo KIT resulto estar mutado en uno de los 12 casos
analizados (prevalencia 8,3%). No se observaron mutaciones en regiones codificantes que activaran
MED12 o que inactivaran TP53. Tampoco se encontraron mutaciones en la regién 5UTR de
TBC1D12, que pudieran disminuir su expresion. La mutacion de KIT unicamente estaba presente en
una de las 5 areas analizadas en el caso, concretamente en una de las areas de la metastasis ésea,
lo que indicaba que era una mutacion “de novo”, originada en la DM, que no habia segregado desde
el Pt que era WT en todas las areas. Se trataba de una mutacion oncogénica [CScape valor p 0,80]
en el dominio autorregulatorio, yuxtamembrana del gen, de tipo missense, que conllevaba la
substitucion de Valina por Isoleucina en el codén 559. Para el analisis filogenético del caso se
incluyeron las mutaciones encontradas en el mismo caso, en un estudio previo, en la misma serie, en
el que he colaborado y en el que se analizaron 7 genes. El caso mostré6 un patrén de arbol
filogenético ramificado, no lineal y un patrén de siembra, colonizacion metastasica policlonal, en el
que cooperaban varias subpoblaciones, clones de células mutadas presentes en el Pt, a los que se
sumaba una mutacion “de novo” en KIT.

CONCLUSIONES: La ausencia de mutaciones en los genes TP53, MED12 y TBC1D12 sugiere que
ninguno de ellos juega un papel importante en el desarrollo de los PTCs de curso clinico agresivo, ni
en la diseminacion metastasica de los mismos. La baja prevalencia de mutaciones en KIT (8,3%) y
su acotacion a una unica area de DM (mutacion “de novo”) parece indicar que tampoco es un evento
genético determinante en la diseminacion metastasica de los Pts-PTC. Presiones de seleccion
focales, con origen posiblemente en el microambiente de la propia DM, pueden dar origen a nuevas
subpoblaciones / clones de células tumorales portadoras de mutaciones ventajosas “de novo” /
Unicas / privadas.




2.- INTRODUCCION
2.1.- EXORDIUM EN PATOBIOLOGIA TUMORAL

Segun los datos de la OMS el cancer es una las primeras causas de muerte a nivel mundial. Casi
una de cada 6 defunciones en el mundo se debe a esta enfermedad [https://www.who.int/es/news-

room/fact-sheets/detail/cancer].

La transformaciéon neoplasica se produce por la expansion clonal de una Unica célula precursora
que ha sufrido un dafio genético, no letal, en genes codificantes de proteinas y/o microARNs o ARNs
de gran tamafo no codificantes que regulan: 1) la proliferacion / crecimiento celular; 2) la apoptosis o
muerte celular programada y supervivencia celular; 3) la reparacion del ADN. Cuando el dafo
genético afecta a proto-oncogenes <> promotores del crecimiento celular, genes supresores
tumorales « inhibidores del crecimiento celular, microARNs oncogénicos / onco-miRs o microARNs
supresores tumorales se altera el proceso de autorreplicaciéon normal de las células sanas que
conforman los tejidos de nuestro organismo, lo que se traduce en una proliferacion celular
descontrolada que no sigue la organizacion del tejido adyacente. Una proliferacion celular que no
logra ser frenada por los genes y/o microARNs inhibidores del crecimiento y que escapa a la
regulacion del sistema inmune del individuo. Si el dafio genético afecta a los genes que integran la
magquinaria de reparacion del ADN, dichos genes no transforman directamente las células sanas
afectando a la proliferaciéon y supervivencia / apoptosis. Lo hacen indirectamente dependiendo de su
capacidad para reparar o no el dafio no letal en el ADN de proto-oncogenes y genes supresores de
tumores. Las células con genes de reparacion no funcionantes desarrollan fenotipo mutador, tienden
a acumular mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores que promueven la
proliferacion y supervivencia celular o evasioén de la apoptosis.!"-?

Los desencadenantes de la trasformacion neoplasica pueden ser: 1) factores NO genéticos —
agentes ambientales, exdgenos o enddgenos, que interactuan directamente o indirectamente con el
texto genémico y dafan el ADN de nuestras células, 2) factores genéticos — mutaciones heredaras
de nuestros progenitores, en linea germinal asociadas con la predisposicién genética al cancer o
cancer hereditario y mutaciones estocasticas, espontaneas, NO ambientales por errores que las
células comenten durante la replicacion del ADN y divisidn celular implicadas en el cancer
esporadico.?

Una neoplasia / tumor maligno o cancer es el resultado de procesos celulares sucesivos: 1) un
aumento en la replicacion de un grupo de células en un tejido que se traduce en una lesion
proliferativa, hiperplasica; 2) aparicion de alteraciones fenotipicas en las células que proliferan
descontroladamente (ej. displasia) dentro de los limites del tejido en el que se ha producido el dafo
geneético y posterior expansién clonal de las mismas; 3) adquisicion por parte de las células que
proliferan de propiedades invasivas, que les permiten escapar de su sitio natural en el organismo,
colonizar tejidos en proximidad, invadir vasos y proliferar en tejidos a distancia dando lugar a lo que
se conoce como metastasis.!?

Aunque la mayoria de los tumores malignos son de origen monoclonal, en el momento en el que se
hacen clinicamente evidentes (0,5-1 cm de diametro) sus células constituyentes (100-1000 millones
células) son extremadamente heterogéneas, genéticamente muy diferentes.



La progresion tumoral, la malignizacion (adquisicion propiedades invasivas y metastasicas) y
la desdiferenciacion se asocian con un aumento en la heterogeneidad molecular / genética
intratumoral = POLICLONALIDAD (Figura-1).

Se generan subclones celulares con diferentes capacidades para crecer / proliferar, invadir,
metastatizar y resistir o responder al tratamiento, dependiendo de las alteraciones moleculares que,
de forma independiente y gradual, se van acumulando en las células neoplasicas, conforme la masa
tumoral progresa y/o se maligniza (Figuras 1y 2).

Para que se desarrolle un carcinoma es necesaria la acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas con papel sobre la iniciaciéon, la progresion y la desdiferenciacion, tales como
mutaciones puntuales, amplificaciones, delecciones o traslocaciones de genes y metilacion aberrante
de genes, que les doten de comportamiento maligno. Los desajustes, tanto en la maquinaria celular
como en su microambiente tumoral (presencia de actividad inflamatoria mediada por macréfagos y
fibroblastos), de la sefalizacion a través de factores de crecimiento y de sus receptores,
acompafados por numerosas alteraciones moleculares secundarias, se consideran esenciales para

la progresion del cancer y la modificacion del comportamiento tumoral.('4

ETAPAS EN LA CARCINOGENESIS
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Figura 1. Etapas en el proceso carcinogenético. Fuente: elaboracién propia.

Con la progresion aumentan aquellas variantes celulares mas agresivas, con mayor capacidad para
invadir, metastatizar, evadir / sortear las defensas naturales de nuestro organismo y resistir a las
terapias convencionales (Figuras 1y 2).
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Figura 2. Progresiéon tumoral — Heterogeneidad molecular intratumoral — POLICLONALIDAD. Fuente: elaboracién propia.

La carcinogénesis es un proceso microevolutivo, prolongado en el tiempo, extraordinariamente
dinamico, con multiples etapas a nivel fenotipico y genotipico.

2.2.- CANCER DE TIROIDES

2.2.1.- HISTOLOGIA DEL TIROIDES
El tiroides se encarga de regular el metabolismo a través de las hormonas tiroideas. El tejido tiroideo

esta conformado por l6bulos separados por tejido conectivo por donde discurren vasos sanguineos a
los que se liberan las hormonas. Cada Iébulo esta formado por 20-40 foliculos. Los foliculos
constituyen las unidades funcionales de la glandula tiroides. Son formaciones esféricas revestidas
por una membrana basal, sobre cuya cara interna descansa el epitelio folicular, que es un epitelio
cuboideo a columnar bajo, dependiendo del grado de actividad de las células que lo conforman o
tireocitos, responsables de la sintesis de las hormonas tiroideas T3 y T4. Entre la membrana basal y
el epitelio folicular o por fuera de la membrana basal encontramos otro tipo de células de estirpe
neuroendocrina, mucho menos numerosas, de citoplasma granular que son las células C o
parafoliculares responsables de la sintesis de la calcitonina, hormona reguladora de los niveles de
calcio.®

2.2.2.- PATOLOGIA TUMORAL — INCIDENCIA - FACTORES DE RIESGO - CLASIFICACION
En el tiroides podemos encontrar lesiones hiperplasicas, adenomas benignos y tumores malignos

(carcinomas), que pueden derivar de las células epiteliales foliculares o de células C.

El cancer de tiroides supone una de las pocas neoplasias malignas que ha incrementado su

incidencia, hasta practicamente triplicarse en las Ultimas tres décadas.**® En el ultimo estudio

publicado sobre la situacion del Cancer en USA en 2018, el cancer de tiroides aparece como la

segunda causa de cancer en las mujeres, mostrando uno de los mayores incrementos en la

incidencia media anual entre los afios 2010 y 2014.") Representa la neoplasia endocrina maligna

mas frecuente de nuestro organismo.

La interaccion de los factores de riesgo ambientales, las alteraciones genéticas y la inestabilidad

genomica son determinantes en el desarrollo tumoral. Los principales factores de riesgo para el

desarrollo del cancer de tiroides son: la exposicién a radiacion, la carencia de iodo en la dieta, los

factores inmunoldgicos (como la tiroiditis linfocitica), los factores hormonales, la historia familiar y la

raza.®*

Los carcinomas de tiroides se dividen en dos grandes grupos dependiendo del tipo de célula del que

derivan®:

¢ Carcinomas derivados del epitelio folicular. Representan mas del 95% de los tumores
malignos de la glandula tiroides. En este grupo se incluyen 4 tipos histolégicos con diferente
grado de diferenciacion:



= Carcinomas papilares (PTCs). Son los mas frecuentes (80-85%). Se trata de carcinomas bien
diferenciados, que expresan marcadores de diferenciacién celular folicular (Tg, TPO, TTF, PAX8)
y diferenciacion celular epitelial (CK19), con nucleos distintivos, que son determinantes en el
diagnostico. Existen diferentes histotipos en funcién del patron de crecimiento y algunas
caracteristicas citoarquitecturales (papilar / clasico, folicular, mixto, sdlido, trabecular, células
altas, columnar...). Metastatizan preferentemente por via linfatica, en ganglios linfaticos loco-
regionales. El 70% tienen buen prondstico.
= Carcinomas foliculares (FTCs). Representan el 5-10% de los canceres de tiroides. Se trata de
carcinomas bien diferenciados, que expresan marcadores de diferenciacion celular folicular (Tg,
TPO, TTF, PAX8) y diferenciacion celular epitelial (Citoqueratinas). Son tumores, hipercelulares,
con diferentes patrones de crecimiento (folicular, trabecular, solido, cribiforme, insular-like),
vascularizacion profusa, que metastatizan preferentemente por via sanguinea (pulmoén, hueso,
cerebro, rifidon...). La supervivencia a los 10 afios en los minimamente invasivos es del 95% y en
los ampliamente invasivos del 50%.
= Carcinomas pobremente diferenciados (PDTCs). Constituyen el 5-10% del total de canceres
de tiroides. Son carcinomas, como su propio nombre indica, poco diferenciados, que expresan
débilmente y de forma focal marcadores de diferenciacion celular folicular (Tg, TPO, TTF, PAX8).
Muestran nucleos distintivos convolutos, en “uva pasa”. Son frecuentes las mitosis y la necrosis.
Ocupan un espacio, desde el punto de vista morfolégico y de comportamiento, intermedio entre
los carcinomas diferenciados (foliculares y papilares) y los indiferenciados / anaplasicos. La
supervivencia a los 5, 10 y 15 afios es del 50%, 34% y 0% respectivamente.
= Carcinomas indiferenciados / anaplasicos (ATCs). Representan un 2-3% de los canceres de
tiroides. Se trata de carcinomas compuestos en parte o en su totalidad por células indiferenciadas
con alguna evidencia morfoldgica, inmunohistoquimica o ultraestructural de diferenciacion celular
epitelial, que no expresan marcadores de diferenciacion celular folicular (Tg, TPO, TTF, PAX8).
Muestran marcado pleomorfismo celular y nuclear, un indice mitdético muy alto y extensas areas
de necrosis y hemorragia. Pueden ocurrir “de novo” o derivar de PTCs, FTCs o PDTCs. Son
extremadamente invasivos y metastasicos. El 95% de los pacientes fallecen en los 6 primeros
meses desde el diagnostico por compromiso de estructuras cervicales vitales y metastasis a
distancia (DM).

¢ Carcinomas derivados de las células C o parafoliculares <> Son los Carcinomas Medulares
(MCs). Este grupo de tumores solo representa un 3-5% de las neoplasias malignas tiroideas. El
70-80% son esporadicos, unilaterales, sin mutaciones en RET y con un curso clinico moderado.
El 30% son hereditarios, bilaterales, con mutaciones en RET y curso clinico generalmente bueno,
a excepcion de aquellos que se asocian al complejo sindromico MEN2B. Se caracterizan por
nucleos en sal y pimienta, escasas mitosis, septos fibro-vasculares en el estroma y depdsitos de
amiloide en 80-85% de los casos. Depdsitos que se visualizan con tinciones rojo congo vy
tioflavina T. Las células expresan calcitonina y marcadores neuroendocrinos (cromogranina A,
sinaptofisina, enolasa neuronal especifica). Metastatizan preferentemente via linfatica.

Mas del 95% de las neoplasias malignas que afectan al tiroides derivan, pues, de las células
foliculares. La agresividad de estos tumores se correlaciona inversamente con el grado de
diferenciacion de los mismos, de manera que los tumores bien diferenciados, tanto PTCs como



FTCs, son los menos agresivos. Existen, no obstante, evidencias histopatogenéticas que revelan que
carcinomas bien diferenciados, ya sean de histotipo papilar o de histotipo folicular, con un curso
clinico a priori indolente o bueno, pueden progresar a carcinomas agresivos pobremente
diferenciados (PDCs) o indiferenciados / anaplasicos /ATCs)®*® (Figura-3).
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Figura 3. Modelo de progresion en la tumorogénesis folicular del tiroides. Fuente: elaboracion propia.

2.2.3.- CARCINOMAS PAPILARES (PTC) DE ALTO RIESGO, AVANZADOS CON METASTASIS A
DISTANCIA, RESISTENTES A RADIOYODO
La mayoria de los PTCs de histotipo papilar, folicular o mixto son tumores indolentes, de crecimiento

lento con bajo potencial de DM, que responden habitualmente a la cirugia asociada o no a ablacion
|131

de restos tumorales con
supervivencia especifica de la enfermedad a 10 afios de hasta el 95%)®. Existe, no obstante, un
grupo gradualmente creciente (5-15%) de variantes clasicas, foliculares infiltrativas o mixtas de PTCs
que se comportan de manera agresiva, que invaden localmente tejidos del cuello, recidivan
frecuentemente, desarrollan DMs y en muchos casos dejan de responder al I'*', con una tasa de
supervivencia especifica de la enfermedad a cinco afios significativamente menor (promedio
50%).®9 Lim y colaboradores han demostrado recientemente un incremento significativo en la
mortalidad asociada a la incidencia del cancer de tiroides, particularmente en los carcinomas
papilares en estadios avanzados con metastasis a distancia, que se analizan en este TFG."? Se ha
demostrado que las DMs son un factor prondstico adverso en los PTCs, siendo la causa mas

frecuente de muerte. El desarrollo de metastasis 6seas conlleva un prondstico sombrio, incluso
|131.

y tratamiento hormonal sustitutivo, con un excelente prondéstico (tasa de

cuando los tumores captan Las metastasis pulmonares, particularmente si su aspecto
radiografico es macronodular, determinan un curso clinico deletéreo. Los pacientes fallecen a pesar
de la administracion de I"™*', de quimioterapias agresivas de rescate o de la administracion de
multiples drogas aprobadas por la FDA, que van dirigidas especificamente frente a diferentes
alteraciones genéticas descritas en los tumores.®? En las dltimas directrices publicadas por el grupo
de trabajo de la Sociedad Americana de Tiroides [American Thyroid Association (ATA)] para la
estratificacion del riesgo en pacientes con carcinomas diferenciados de tiroides, los PTCs con DMs

se clasifican como tumores de alto riesgo [ATA-high risk]."" Con las herramientas clinico-



morfolégicas-moleculares existentes en la actualidad no es posible discriminar, en el momento del
diagnostico, aquellos PTCs que se van a comportar agresivamente desarrollando DMs, lo que impide
una correcta estratificaciéon de los pacientes con PTCs basada en el riesgo de progresion de la
enfermedad y ello supone una barrera para el éxito de la medicina de precision. A pesar de que en
los ultimos 20 afios ha mejorado sustantivamente nuestro conocimiento del espectro de mutaciones
presentes en los tumores “primarios” de tiroides de tipo papilar y que ello ha determinado grandes
avances en el manejo de los pacientes y en los enfoques terapéuticos, la tasa de supervivencia de
los pacientes con cancer de tiroides con DMs no ha mejorado.>'® Resulta imperativo identificar
marcadores moleculares fiables que anticipen el desarrollo de DMs en pacientes con PTCs.
Biomarcadores que ayudaran a los médicos en: 1) la estratificacion precisa de pacientes con PTCs
basada en el riesgo de progresion, metastatizacion de la enfermedad; 2) la toma de decisiones
basadas en el curso clinico y la planificacion terapéutica.

Aunque algunas alteraciones genético-moleculares presentes en las DMs pueden diferir de aquellas
presentes en los tumores primarios (Pt) de los que se han originado [ver Figuras 1y 2], lo cierto es
que en la mayoria de los estudios realizados en pacientes con cancer de tiroides metastasico se
evaluan unicamente las alteraciones genéticas presentes en muestras del Pt y se correlacionan,
mediante analisis estadisticos, los resultados obtenidos en el Pt con un parametro clinico conocido,
de prondstico sombrio, como es la presencia o ausencia de DMs."*'9 En los Ultimos afios, varios
estudios han recopilado las alteraciones genéticas encontradas en “muestras de tumores primarios”
de tipo papilar (PTC) con y sin DMs, estableciendo dos grupos de pacientes que los autores
denominan DM-PTCs versus control-PTCs sin DMs, aunque en ningun caso se ha genotipado tejido
metastasico.!"®"% Hasta el momento sélo cuatro estudios (dos de ellos en los Ultimos meses de 2020)
han analizado un nimero representativo de muestras pareadas de Pt-PTC y sus DMs %) pero, que
sepamos, todavia nadie ha abordado, en muestras pareadas de Pt-PTC y DMs, un genotipado
geografico, multirregional, exhaustivo y dinamico, en el trascurso del tiempo, de oncogenes y genes
supresores tumorales asociados con progresion tumoral y agresividad en la carcinogénesis folicular
tiroidea. Ese enfoque, que busca revelar la dinamica evolutiva del proceso mutacional durante el
desarrollo de las DMs por los PTCs, determinar la naturaleza clonal o subclonal de las mutaciones y
paralelamente establecer el grado de heterogeneidad genética intra-tumoral e inter-tumoral, entre los
clones de células presentes en el Pty los clones de células presentes en las DMs, es muy importante
porque las mutaciones en genes que promueven (“drivers”) la progresion tumoral y el desarrollo de
metastasis son cada vez mas determinantes en la planificacion y éxito del tratamiento. La
heterogeneidad genética no detectada entre las metastasis no sélo impide el éxito de las terapias
dirigidas adaptadas al perfil molecular de las células tumorales, sino también el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas. Existe una imperiosa necesidad de llevar a cabo en PTCs en estadios
avanzados (AS-PTCs) analisis sistematicos y meticulosos de la arquitectura genética del tumor
primario y sus DMs, asi como evaluar la dinamica de los espectros mutacionales somaticos a traves
del tiempo y el espacio. La dificultad de encontrar muestras pareadas de tumor primario y sus DMs,
al no biopsiarse de forma rutinaria las DMs en los pacientes con AS-PTCs, supone un escollo
importante para mejorar nuestra comprension actual de los PTCs de alto riesgo y, por ende, una
barrera para mejorar su manejo clinico y supervivencia.



3.- OBJETIVOS

1. Establecer la prevalencia, tanto en muestras de tumor primario de PTC como en sus DMs, de
mutaciones en genes que se han asociado en estudios previos en diferentes tipos de tumores,
incluidos algunos histotipos de tumores tiroideos, con progresion tumoral y agresividad:
= Oncogenes como KITy MED12.

» Region 5’UTR del gen TBC1D12.
=  Gen supresor tumoral como TP53.

2. Determinar la naturaleza clonal o subclonal de las mutaciones y la presencia o no de
heterogeneidad genética / molecular intratumoral.

3. Valorar la existencia de cambios dinamicos en la distribucion de las mutaciones a través del
espacio y el tiempo.

4. Ponderar la posible implicacion de las mutaciones en el desarrollo de las metastasis a distancia.

5. Evaluar posibles asociaciones entre los diferentes eventos mutacionales encontrados.

6. Analizar las relaciones filogenéticas entre el tumor primario y sus metastasis a distancia. En los
PTCs no se han proporcionado modelos de evoluciéon y progresion tumoral, con rutas de
diseminacion celular a nivel molecular.

7. Comparar con la prevalencia de mutaciones encontrada en otros genes [RAS, BRAF, PIK3CA,
EIF1AX y TERTp] analizados previamente en la misma serie. Estudios en los que he colaborado
de forma puntual en estos ultimos 3 afios en el laboratorio [ver anexo-5 con comunicaciones a
congresos].

Ver en anexo-2 sucinta descripcion de los genes analizados [funcién en las células normales y

neoplasicas, mecanismos de activacion o inactivacion y dominios funcionales].

4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- DISENO DEL ESTUDIO: IDENTIFICACION Y SELECCION DE LAS MUESTRAS
TUMORALES. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS
Se han analizado 50 muestras tumorales, fijadas en formol y embebidas en parafina (FFPE),

procedentes de una cohorte de 12 pacientes, seleccionados al azar, intervenidos de PTC, en los que
también disponiamos de muestras tisulares pareadas de DMs sincronas y/o metacronas para su
genotipado. Las muestras se obtuvieron de los archivos de 5 Departamentos de Anatomia Patolégica
de diferentes hospitales espafoles. En todos los casos se dispone de informacion clinica y de
seguimiento detallada [sexo, edad en el momento del diagnéstico, tamafio del tumor, extension
extratiroidea, invasion vascular, metastasis en ganglios linfaticos (LNM) y/o DMs en el momento del
diagnostico o durante el seguimiento, localizacion de DM, recurrencias, estadio tumoral, estatus del
paciente (muerto por PTC — DOD o vivo con PTC / enfermedad — AWD)] para correlacionar con los
resultados del genotipado. El estadiaje de los pacientes se realizé siguiendo las recomendaciones
del Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC), 82 edicion.?V Los pacientes se
manejaron segun los protocolos clinicos estandares. En ninguno de los pacientes se documentd
exposicion previa a radiacién. De acuerdo con las pautas propuestas en 2015 por la ATA para la
estratificacion del riesgo en pacientes con canceres de tiroides diferenciados, el 83% de los tumores
estudiados se consideraron de alto riesgo [ATA-high risk] [10 casos] y el 17% de los tumores como
de bajo riesgo [ATA-low risk] [2 casos]."" Ninguno de los pacientes recibié terapia dirigida antes de
los analisis genéticos, por lo que, las mutaciones que se pudieran encontrar reflejarian el curso



natural de la enfermedad. No responderian a influencias mutagénicas o presiones selectivas
ejercidas por las terapias.

Todos los diagndsticos histolégicos fueron revisados de acuerdo con los criterios histolégicos
establecidos 22 por la tutora del TFG. De acuerdo con los informes clinico-patolégicos originales, el
75% de los casos [9 casos] se consideraron como variantes foliculares infiltrativas de PTC (FV-
PTCs), el 8% de los casos [1 caso] como PTC mixtos (Mx-PTCs) (patrones papilar y folicular)
compuestos predominantemente por areas con un patrén de crecimiento FV-PTC y un 15% de los
casos [2 casos] como FV-PTCs encapsulados (EFV-PTC). En los ultimos 2 casos, un cuidadoso
examen microscopico retrospectivo de las secciones de Pt revel6é focos dudosos, poco claros, de
invasion vascular. Aunque el prondstico de los pacientes con EFV-PTCs es excelente, con una tasa
de supervivencia global que no difiere significativamente de la de una poblaciéon sana de edad
similar, existen algunos estudios publicados en la literatura de EFV-PTC con DMs. 1423

Para determinar la naturaleza clonal o subclonal de las posibles mutaciones en KIT, TP53, MED12 y
TBC1D12 y, paralelamente, evaluar la existencia o no de heterogeneidad molecular / genética
intratumoral se ha realizado un meticuloso genotipado geografico, multirregional de Pts y DMs
(Figura-4). Para evaluar cambios dinamicos en la distribucion de la carga mutacional a través del
espacio y el tiempo, se genotiparon multiples areas en diferentes muestras tumorales procedentes de
diferentes intervenciones quirurgicas practicadas durante el curso clinico del paciente. De las 50
muestras analizadas, 25 muestras corresponden a areas de Pt, 4 muestras a areas de LNM
sincronas y 21 muestras a areas de DMs sincronas y/o metacronas [Tabla-1]. En 8 Pts (8/10 — 80%)
se han analizado cambios focales en la apariencia microscépica o en el patrén predominante de
crecimiento dentro de la misma seccion del tumor o diferentes secciones del mismo tumor,
embebidas en el mismo o diferentes bloques de parafina. En 4 pacientes se han caracterizado areas
diferentes de una misma DM sincrona o metacrona o areas diferentes de distintas DMs sincronas y/o
metacronas desarrolladas durante el curso clinico del paciente (Figura-4). En dos pacientes no fue
posible obtener muestra del correspondiente Pt y, por lo tanto, sélo se ha caracterizado la DM. En
dos casos se analizaron también LNMs sincronas. Se realizaron estudios inmunohistoquimicos para
confirmar el origen tiroideo de las DMs observandose inmunorreactividad para el factor de
transcripcion tiroidea 1 (TTF1), tiroglobulina y/o citoqueratina 19 (CK-19) (Figura-4).

Tabla-1: Genotipado geografico, multirregional en 12 pacientes con PTC y muestras pareadas de metastasis via sanguinea (DMs)

Areas analizadas con diferente apariencia

N° casos microscopica o diferentes patrones de N° muestras
Histotipo de Carcinoma Papilar de Tiroides (PTC) analizados crecimiento en los tumores primarios (Pt) y genotipadas
(%) metastasis en ganglios linfaticos (LNMs) y a (%)

distancia (DMs)

975 21 muestras Pt
)
Variantes foliculares infiltrativas de PTC (FV-PTC) 1 muestras LNM 40 (80)

18 muestras DM

2 muestras Pt
Variantes foliculares encapsuladas de PTC (EFV-PTC) 2(16,6) 4 (8)
2 muestras DM

2 muestras Pt
1(8.3) 3 muestras LNM 6 (12)
1 muestra DM

TOTAL 12 (100) 50 (100)

PTC mixtos (patrones papilar/clasico y folicular) (Mx-
PTC)*

# Casos compuestos predominantemente por areas con un patrén de crecimiento FV-PTC.
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Figura 4. Muestra 1 de los 4 pacientes en los que se han caracterizado areas diferentes de una misma DM sincrona o
metacrona y areas diferentes de distintas DMs sincronas y/o metacronas desarrolladas durante el curso clinico del
paciente. Se genotiparon 3 areas diferentes del tumor primario (Pt) multifocal y 7 areas diferentes de metastasis a distancia
(DM). Las 3 areas de Pt (8A, 8B, 8C) pertenecen a dos biopsias diferentes de 2010. Las 7 areas de DM pertenecen a 5
biopsias diferentes tomadas al mismo paciente en un periodo de 4 afios (2010-2013). La primera DM (8D) corresponde a
una biopsia de la vértebra D4 en 2010 (DM1), la segunda y tercera DM (8E y 8F) corresponden a biopsias de las vértebras
D3 y D4 en 2012 (DM2, DM3), la cuarta DM (8G) corresponde a una biopsia del hueso esfenoides en 2013 (DM4), la quinta
y sexta DM (8H y 8l) corresponden a biopsias de cerebro y duramadre en 2013 (DM5, DM6) y la séptima DM (8J)
corresponde a una biopsia de fosa pterigopalatina en 2013 (DM7). Posteriormente este paciente ha desarrollado metastasis
en muchas otras localizaciones (vértebras cervicales, hueso frontal, costillas, pala iliaca izda., cabeza fémur dcho. e izdo.,
humero dcho. y multiples nédulos pulmonares) que no se han estudiado al no haber biopsia o ser el material insuficiente.
Los fragmentos que aparecen delimitados en negro en los portas fueron microdiseccionados en secciones de 5 micras
consecutivas para extraer el ADN. En la figura podemos apreciar también la apariencia histoldgica de las diferentes areas
analizadas de Pty de 5 areas de DMs. Todas las DMs analizadas mostraron inmunoreactividad para TTF1, tiroglobulina y
CK19 corroborando el origen tiroideo de las mismas. Se incluye inmunohistoquimica representativa junto a la H&E
correspondiente en las DMs 8E, 8F, 8G y 8H.

4.2.- METODOLOGIA

4.2.1.- EXTRACCION DE ADN GENOMICO
Antes de proceder con la extracciéon del ADN la tutora del TFG examind al microscopio las 50
muestras tumorales a estudiar tefiidas con Hematoxilina—Eosina (H&E) con el objetivo de determinar

el porcentaje de células tumorales presentes en cada una. En las secciones en las que, ademas de
las células tumorales, habia en contiglidad tiroides no tumoral u otros contaminantes tisulares
(fibrosis, tejido linfoide, areas de necrosis o hipoxia...) que podian introducir un sesgo en los
resultados o alterar la calidad del ADN a extraer, se procedid a microdiseccionar sobre portas varias
secciones histologicas consecutivas sin tefir con el objeto de separar los distintos componentes y
aumentar la cantidad de células tumorales en el area a genotipar. El porcentaje de células tumorales
presentes en las areas analizadas ha sido en todos los casos del 85-90%. En funcién de las
caracteristicas de la seccion histologica y del tamafo de la biopsia se cortaron con un microtomo
HM355S (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) entre 30 y 150 um para conseguir cantidad
suficiente de ADN, pero sin llegar a saturar las columnas del kit de extraccion de ADN. La
desparafinizacion y ulterior hidratacion del tejido se realizd6 en tres pasos, en tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml con cierre seguro y baja retencion de ADN (Sarstedt, Hildesheim,
Alemania): 1) incubacion con xileno (Quimica Clinica Aplicada S.A., Espafia) a 65°C; 2) lavado con
una solucion de etanol 80% - xileno 20%; 3) lavado con etanol al 100% (Ethanol Absolute Molecular
Biology Grade, Merck- Millipore, Alemania). Luego se deja secar el tejido a temperatura ambiente,
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durante unos 90 minutos, para permitir la evaporizacién del alcohol que ha impregnado la muestra. A
continuacién, comienza el proceso de extraccion de ADN propiamente dicho siguiendo las
instrucciones del kit comercial “GeneJET FFPE DNA Purification kit” (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA): 1) Incubacién en agitacion a 10 rpm y 65°C con buffer de digestion y proteinasa K, hasta
desintegrar el tejido y digerir completamente las proteinas; 2) Calentamiento de la muestra 40 min a
90°C para eliminar los posibles entrecruzamientos del ADN ocasionados por el formaldehido; 3)
Adicion de 10 ul de RNasa para digerir enzimaticamente el ARN presente en la muestra; 4)
Transferencia a la columna comercial de la muestra digerida y mezclada con el buffer de union, que
facilita la fijacién del ADN a la membrana de la columna; 5) Lavado del ADN unido a la membrana y
eliminacion de contaminantes como proteinas y ARN adicionando dos soluciones sucesivas (buffer
de lavado 1 y 2) consistentes principalmente en etanol; 6) Elucién del ADN retenido por la membrana
con un buffer de elucion (basicamente agua carente de nucleasas). Finalizado el proceso, se
preserva el ADN gendémico a -20°C.

4.2.2.- CUANTIFICACION, PUREZA Y CALIDAD DEL ADN GENOMICO

Para facilitar la preparacion de las diluciones de trabajo y evitar los problemas derivados del empleo
de ADN con cualidades desconocidas (escasa concentracion, mala calidad y pureza) todas las
muestras fueron evaluadas por dos procedimientos independientes:

1.- Analisis espectrofotométrico con un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA)

para determinar la concentracion y pureza del ADN. El ratio de absorbancia A260/280 permite
detectar la contaminacion por proteinas y ARN y el ratio A260/230 la presencia de sales.

2.- Electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar la calidad y grado de degradacién del ADN.
Se prepararon geles con TBE 1X (dilucion 1:10 de solucion tampon 10X filtrada, estéril, libre de

DNasas, RNasas y proteasas, compuesta por 1M Tris, 0,9M acido bodrico y 0,01M EDTA - Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) y agarosa al 1% (Seakem LE Agarose, Lonza, Portsmouth, NH, USA)
y se tifieron con bromuro de etidio (Ethidium Bromide 10 mg/mL, Invitrogen - Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), que se intercala con las bases nitrogenadas del ADN, emitiendo fluorescencia
al irradiarlo con luz UV. En cada pocillo se cargaron 3 ul de muestra y 2 ul de tampdn de carga (6X
Orange DNA Loading Dye, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), que, ademas de aumentar la
densidad de la muestra, nos permite, gracias a los colorantes que incluye (Orange G — 40-50 bp y
Xylene Cyanol—3030 bp en TBE), controlar el nivel de migracién de las muestras. Los geles con las
muestras se corren durante unas 3 horas en una cubeta de electroforesis horizontal (OwITM A5
Large Gel System with Built-In Recirculation, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) con
TBE 1X a 80V (Fuente de alimentacion OwlTM EC-300XL, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).
Al final de la electroforesis se visualizan los geles en el Gel DocTM XR (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA), con un filtro para el bromuro de etidio. Para evaluar el tamafio de los fragmentos
de ADN extraidos y, por ende, el grado de degradacién del ADN se comparan las muestras con un
patron de tamafios moleculares de 100bp-1Kb (100 bp DNA ladder, exACTGene Fisher
BioReagents, Wilmington, DE, USA) cargado en el primer pocillo [Ver ejemplo en Figura-1 Anexo-3].

4.2.3.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Permite la replicacién exponencial in vitro de un segmento especifico de ADN, obteniendo 2"

moléculas, siendo n el numero de ciclos de amplificacién. Se emplea un termociclador (Applied
Biosystems Veriti Thermal Cycler, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) y consta de los
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siguientes pasos: 1) Desnaturalizacion inicial del ADN a alta T? (95°C) 8 min, separandose en dos
cadenas simples. 2) 40-45 ciclos de replicacion exponencial que incluyen cada uno de ellos 3 etapas:
A) finalizacién de la desnaturalizacion de las moléculas de ADN molde (95°C durante 45 seg-1 min);
B) anillamiento de los cebadores o primers (Sigma Aldrich Biotechnology, Gillingham, UK) Forward
(sentido 5°-3") y Reverse (sentido 3'-5), complementarios a la secuencia inicial y final de 18-30
nucleotidos del ADN molde gracias a la bajada de T2 (55°- 64°C). La temperatura de este paso varia
en funcién del ADN molde y los primers que utilicemos; C) extension de los primers anillados al ADN
molde a 72°C durante 45 seg-1 min por medio de la accidon de una Taq polimerasa termoestable. 3)
Elongacion final de las nuevas cadenas de ADN a 72°C 10 min. La eficiencia de la amplificacion se
comprueba mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, durante 30 min a 120 Voltios.

La PCR se realiza en tubos eppendorf de 0,2ml (estériles, libres de RNasas, DNasas, ADN vy
pirégenos, Molecular BioProducts, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e incluye los siguientes
reactivos: 1) buffer de reaccion 10X libre de MgCl. [75 mM Tris HCI (pH 9.0), 50 mM KCI, 20 mM
(NH4)2S04] (Biotools, B&M Labs, Espafia) diluido a 1X en el volumen final de PCR de 30ul. Controla
el pH del proceso, afectando a la actividad y fidelidad de la Taq ADN polimerasa; 2) MgCl, 50 mM
(Biotools, B&M Labs, Espafia) a una concentracion entre 1,5-3,0 mM dependiendo de la secuencia a
amplificar. Su carencia inactiva el enzima y su exceso merma su fidelidad, aumentando las uniones
inespecificas; 3) cebadores a una concentracion 6ptima entre 0,2-0,5 uM; 4) dNTPs 100 mM
(Fermentas, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a una concentracién de 0,2 mM. Son los
nucleétidos adenina, guanina, citosina y timina que va incorporando la enzima al replicar el ADN
molde por lo que la concentracién de los cuatro debe estar equilibrada; 5) ADN polimerasa Taq
1U/uL (Biotools, B&M Labs, Espafia) cataliza la formacion las nuevas cadenas de ADN y su
concentracion optima es de 40 mU/uL; 6) dilucién de uno de los ADN madre, buscando una
concentracion 6ptima de 20-50 ng/ul; 7) agua libre de nucleasas (InvitrogenTM AmbionTM Nuclease-
Free Water - Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), hasta alcanzar el volumen final de 30 pl.

En cada PCR se incluyen dos controles negativos para asegurar la ausencia de contaminaciones en
el proceso. Contienen todos los elementos del resto de muestras excepto el ADN. El primer control
se cierra antes de cargar los ADNs y el segundo tras cerrar todos los tubos, una vez adicionado el
ADN de las muestras, sin limpiar los guantes durante el cierre. La amplificacion de ADN en el primer
control indica la contaminacion de alguno de los reactivos y, en el segundo la contaminacién cruzada
entre los tubos [Ver ejemplo de PCR en Figura-2 Anexo-3]. En Tabla-1 Anexo-3 se incluyen las
condiciones de PCR de cada una de las regiones del genoma amplificadas en este estudio.

4.2.4.- GRADIENTE DE OPTIMIZACION DE PCRS
Los gradientes se realizan para establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion de la zona del

genoma que queremos estudiar con los cebadores disefiados para ello. Consiste en la amplificacion
por PCR de una muestra de ADN en diferentes condiciones, resultado de la combinacién de: 1)
concentraciones crecientes de MgCl, desde 1,5 mM hasta 4,0 mM (en busqueda de la mejor para la
polimerasa Taq); 2) temperatura de anillamiento, desde 55°C hasta 67°C (para favorecer el
anillamiento de los cebadores al ADN); 3) concentracion de los cebadores, desde 0,20 uM hasta
0,50uM (buscando la cantidad suficiente, pero sin saturar la reaccién). Se selecciona la combinacion
con mejores productos [Ver ejemplo en Figura-3 Anexo-3].
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4.2.5.- SSCP (SINGLE STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM)
Esta técnica se basa en el principio de que la movilidad electroforética de cualquier particula en un

gel es sensible tanto a su tamafio como a su forma. En condiciones no desnaturalizantes, una
cadena sencilla de ADN, en base a las interacciones de las moléculas de su secuencia, adquiere una
conformacion estructural que junto a su tamafio determinan su movilidad electroforética. Cambios de
un unico nucledtido de la secuencia provocan alteraciones en la estructura secundaria y, por tanto,
en la movilidad. El protocolo para detectar mutaciones por SSCP consiste en: 1) Cuantificacion y
estimacion visual del volumen de PCR que se va a utilizar en la SSCP; 2) Desnaturalizacion de 30-
40ng de producto de PCR, calentandolo 5 minutos a 95°C en presencia de 2,5 volumenes de “stop
solution” (100% formamida, 5.0M NaOH, 1% azul de bromofenol y 1% xilen-cianol); 3) Enfriamiento
en hielo de las muestras, provocando la formacion de estructuras tridimensionales de cadena sencilla
cuyo patrén de migracion, en gel no desnaturalizante de acrilamida, depende de la secuencia
primaria de ADN; 4) Cargado de las muestras en un gel de MDE (Mutation Detection Enhacement gel
matrix, Lonza, ME, USA), con una férmula similar a la acrilamida muy sensible para la deteccion de
cambios conformacionales en el ADN. La concentracion de MDE se establece para cada region del
genoma a estudiar y se determina comparando el patrén de migracion entre una muestra wild type y
una mutada, a diferentes temperaturas y voltajes; 5) Electroforesis con unos parametros de
concentracion de MDE, voltaje, temperatura y tiempo especificos para cada region del genoma; 6)
Tincion de los geles en oscuridad con SYBR Gold (SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 10,000X
Concentrated in DMSO - Invitrogen, Thermo Scientific, MA, USA) diluido 1:10000 en TE 1X (10mM
Tris-Cl, 1mM EDTA pH 7.5), para visualizar en el equipo Gel DocTM XR (BioRad Laboratories, CA,
USA) la migracion de los conférmeros presentes en las muestras; 7) Corte de las bandas con una
migracion diferente al patron wild type y resuspension de las mismas en TE 1X; 8) Amplificacion por
PCR del ADN contenido en las bandas cortadas seguido de purificacion y secuenciacion directa tipo
Sanger de los productos de PCR resultantes [Ver ejemplo en Figura-4 Anexo-3].

4.2.6.- PURIFICACION DEL ADN

El proceso se realiza con un kit comercial (lllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification
kit, GE Healthcare Life Sciences,Pittsburg, PA, USA). Consta de varios pasos: 1) Mezcla de la
muestra de PCR con el buffer de union (fundamentalmente isopropanol) del ADN a la membrana de

la columna y trasferencia a la columna del kit; 2) Lavado del ADN unido a la membrana con el buffer
de lavado (etanol) eliminando todo aquello presente en la PCR no unido a la membrana (dNTPs,
cebadores, sales...); 3) Recuperacion del ADN unido a la membrana, afiadiendo, en funcién de la
calidad del producto amplificado, una cantidad de buffer de elucién; 4) Verificacion de la eficiencia y
calidad de la purificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% como paso previo a la
estimacion del volumen de ADN necesario para la secuenciacion Sanger. Si el producto de PCR a
purificar presenta bandas inespecificas, hay que cargar todo el volumen restante de PCR en un gel
de agarosa al 2%; cortar, en un transiluminador de luz UV, la banda con el material genético de
interés, una vez se haya separado de las bandas inespecificas; disolver la banda de agarosa con el
ADN en el buffer de union del ADN a la membrana de la columna, utilizando un bloque seco (Grant
QBD2, Grant Instruments, Cambridge, England) a 60°C 30 min; transferir la mezcla a la columna del
kit y seguir con los pasos 2), 3) y 4) descritos previamente [Ver ejemplo en Figura-5 Anexo-3].
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4.2.7.- SECUENCIACION DIRECTA MEDIANTE EL METODO ENZIMATICO DE SANGER
Se basa en la polimerizacion del ADN. Emplea dideoxinucleétidos marcados con fluoréforos,

carentes del grupo -OH en el carbono 3’, que provocan el fin de la elongacion de la cadena de ADN
al ser incorporados por la polimerasa. El proceso se repite aleatoriamente muchas veces,
obteniéndose secuencias complementarias a la de interés de todas las longitudes posibles,
terminando siempre con un nucleétido marcado, que, por medio de electroforesis capilar, nos revela
la secuencia de interés. Por motivos de coste del kit “ABI Prism BigDye Terminator” (PerkinElmer) no
es posible realizarla en el IBGM. Se envian los productos purificados y el correspondiente cebador
(Forward o Reverse) a la empresa StabVida que realiza la reaccion de secuenciacion y corre los
fragmentos en un analizador genético ABI Prism 3700 (PerkinElmer). Los cromatogramas resultantes
de la secuenciacion se analizaron con el software informatico Finch TV (Geospiza Inc.). Todos los
resultados fueron confirmados con al menos 2 secuencias de 2 productos de PCR distintos.

5.- RESULTADOS

5.1.- VARIANTES GENETICAS IDENTIFICAS POR GENOTIPADO GEOGRAFICO DE Pts
Y MUESTREO MULTIRREGIONAL DE MDs
De los 4 genes investigados en este estudio so6lo KIT resulté estar mutado (1/4 — 25%) en uno de

los 12 casos analizados (1/12 — prevalencia mutaciones KIT 8,3%). No se observaron mutaciones
en regiones codificantes que activaran MED12 o que inactivaran TP53. Tampoco se encontraron
mutaciones en la region 5’UTR de TBC1D12, que pudieran disminuir su expresion.

La mutacion somatica encontrada en el proto-oncogén KIT se localiza en el dominio yuxtamembrana
del gen, concretamente en el exén 11. Es una mutacion missense, de tipo transicién en la que se ha
sustituido una base purica como la guanina por otra base purica como la adenina en el nucleétido
1676 de la secuencia codificante del gen [c.1676 G>A]. Esa mutacion puntual conlleva un cambio de
aminoacido en la proteina, concretamente el aminoacido valina, propio de la secuencia wild type /
salvaje, en el triplete 0 codén 559 es remplazado por el aminoacido isoleucina [GTT>ATT — Val 559
lle]. Para estimar la patogenicidad o el impacto funcional de la mutacion usamos 2 algoritmos
conocidos: 1) “FATHMM (Functional Analysis Through Hidden Markov Models)”, que distingue entre
mutaciones promotoras de cancer (“driver mutations”) y polimorfismos pasajeros, sin repercusion
funcional (“passenger polymorphisms”) [http://fathmm.biocompute.org.uk/cancer.html]; 2) CScape

Cancer Variant predictor’, que predice la probabilidad de que las mutaciones somaticas sean
causantes del cancer (“oncogeninc drivers”) [http://cscape.biocompute.org.uk/]. EI algoritmo
FATHMM revelo que la mutacion V5591 es una mutacion patogénica (probabilidad FATHMM de 0,94
en la web COSMIC — Catalog of Somatic Mutations in Cancer), asociada con el cancer (“cancer

promoting/ driver mutation”) con una probabilidad de -5,06 [especificidad y sensibilidad de la
prediccion de 0,94 y 0,80 respectivamente, aplicando un umbral de prediccion de asociacion a
cancer estricto de -1,5). El algoritmo CScape también reveld que la mutacién V5591 es una mutacion
oncogénica con una probabilidad de 0,80 [puntuaciones superiores a 0,5 indican que la mutacién se
comporta como oncogénica, promotora de cancer. Cuanto mas proxima a 1 sea la puntacion mayor
es la confianza en la prediccion]. La mutaciéon unicamente estaba presente en una de las 5 areas (4
areas de Pt » 1A, 1B, 1C, 1D y 1 area de DM—1F) analizadas en el caso, concretamente en el area
1F, correspondiente a una metastasis 6sea, lo que indica que se trata de una mutacion “de novo”,
originada en la DM, que no ha segregado desde el Pt que es WT (Figura-5).
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Figura 5. Muestra el Unico caso mutado de toda la serie (1/12—8,3%). Presenta una mutaciéon somatica puntual en el
dominio no catalitico yuxtamembrana (exén 11) del proto-oncogén KIT, que conlleva la sustitucion en el codén 559 del
aminodacido Valina por el aminoacido Isoleucina (V559I), lo que determina la activacién constitutiva, independiente del
ligando SCF (factor de crecimiento de células madre), del receptor tirosina quinasa, para el que codifica el gen KIT. Es una
mutacién que no segrega desde el Pt, que es WT en las 4 areas analizadas (1A,1B,1C,1D). Se origina “de novo” en una de
las areas de DM investigadas (1F). A la izda. aparecen las diferentes areas, separadas en el espacio, genotipadas en el Pt
y en las DMs. A la dcha. aparecen segmentos de cromatogramas del ex6n 11 correspondientes a la secuencia WT
encontrada en las diferentes areas de Pt y a la secuencia mutada presente en el area de DM 1F. El area de DM 1E no pudo
analizarse por haberse agotado el ADN.

En el caso de TP53 se observo una substitucion puntual de un solo nucleétido en el intrén 6,
concretamente diecisiete nucleétidos antes del comienzo del exéon 7 [c.673-17 C>T]. El algoritmo
FATHMM para variantes no codificantes revelé que se trataba de un cambio neutral, benigno, no
patogénico con una probabilidad de 0,05. En el algoritmo FATHMM para variantes no codificantes los
valores de p oscilan entre 0 y 1. Valores > 0,5 y proximos a 1 indican que es una variante deletérea.
Valores <0,5 y proximos a 0 indican que se trata de una variante neutral / benigna.

Ver en Anexo-4 Tabla-1 los resultados del analisis de mutaciones en KIT, MED12, TP53y TBC1D12
en las 50 areas genotipadas de Pty DMs, en 12 pacientes con PTCs.

Al no haber encontrado mutaciones en MED12, TP53 y TBC1D12 y una unica mutacion en KIT en
una sola area de un caso, los objetivos 2, 3, 4 y 5 de este TFG, que se plantearon en base a los
resultados de un estudio previo de mutaciones en 7 genes en la misma serie, carecen de significado,
no tienen validez. Los términos clonalidad /subclonalidad, heterogeneidad genética intratumoral,
cambios dinamicos espacio-temporales en el patron de mutaciones no tienen aplicacion en este
estudio.

5.2.- COMPARACION CON LA PREVALENCIA DE MUTACIONES ENCONTRADAS EN
OTROS GENES [RAS, BRAF, PIK3CA, EIF1AX Y TERTp] ANALIZADOS PREVIAMENTE
EN LA MISMA SERIE

A diferencia de este estudio, en el estudio previo en la misma serie de tumores, en el que he

colaborado puntualmente desde mi incorporacién al laboratorio en Junio de 2018 (ver
comunicaciones a congresos Anexo-5), encontramos mutaciones activantes en 6 de los 7 genes
analizados. Se evidencié que los AS-PTCs presentaban una densidad de mutaciones mucho mayor
que los CL-PTCs y FV-PTCs de riesgo bajo o intermedio. El promedio de mutaciones por caso era de
2,4. La carga mutacional media de los Pts y DMs era de 1,6 y 2,2 mutaciones no sinébnimas por caso
respectivamente. El 92% de los casos presentaban mutaciones en al menos uno de los genes
analizados [TERTp 69%, BRAF 54%, KRAS 23%, NRAS 23%, HRAS 15,4%, PIK3CA 15,4%)]. La
heterogeneidad genética intratumoral era evidente. El 67% de los casos mutados presentaban
mutaciones activantes en mas de un gen. En el 62,5% de los casos con heterogeneidad genética
intratumoral coexistian mutaciones en tres genes diferentes. En aquellos casos en los que se
genotipé6 mas de un area de Pt y/o mas de un area de DM se observd que la subclonalidad de los
eventos genéticos era mas comun en los Pts que en las DMs. El status clonal evolucionaba con la
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progresion tumoral y la metastatizacién. En la Figura-1 de Anexo-4 se incluyen dos de los casos
mutados en dicho estudio como ejemplo de heterogeneidad genética intratumoral, clonalidad /
subclonalidad de los eventos genéticos, segregacion de mutaciones con las células metastasicas y
cambios dinamicos espacio-temporales en el patrén de mutaciones. Enmarcado en rojo aparece el
unico caso encontrado mutado en el protooncogén KIT en este TFG. En la Figura-2 de Anexo-4 se
muestran mas en detalle las diferentes alteraciones genéticas encontradas en ambos estudios, en el
unico caso mutado en este TFG.

5.3.- RELACIONES FILOGENETICAS ENTRE Pt Y SUS DMs
Mientras que en el estudio previo, en la misma serie de tumores, se utilizé el patron heterogéneo de

mutaciones somaticas presentes en algunos Pts y la distribucion espacio-temporal de los clones de
células cancerosas resultantes para dilucidar el orden relativo de adquisicion de las mutaciones
encontradas y construir arboles evolutivos [phylogenetic trees] que permitiesen inferir la filogenia del
tumor, en este estudio al haber encontrado una sola mutacién en el protooncogén KIT, en un area de
DMs, en un unico caso [caso #1], sOlo era posible incorporar ese resultado al screening previo de
mutaciones en dicho caso [ver mutaciones caso #1 en figuras 1 y 2 en Anexo-4] y colegir el
correspondiente arbol filogenético con la nueva mutacion (Figura-6).

Antes de ubicar las mutaciones encontradas en cualquier arbol es necesario subdividirlas en tres
clases para asi poder determinar su papel en la tumorogénesis temprana o tardia: 1) mutaciones
troncales / ubicuas / publicas / universales; 2) mutaciones compartidas / ramificadas / pervasivas,
cuasi generalizadas; y 3) mutaciones privadas / Unicas / regionales / selectivas. Las mutaciones
troncales son aquellas que estan presentes en todas las éareas genotipadas (clonales). En
consecuencia, se considera que surgen durante las primeras etapas de la tumorogénesis. Las
mutaciones compartidas / ramificadas / pervasivas son aquellas que estan presentes en “cuasi’ todo
el Pt pero no son dominantes y, por lo tanto, estan ausentes en algunas de las areas genotipadas
(subclonales). Posiblemente, estas mutaciones subyacen a los procesos celulares que controlan el
mantenimiento y la progresion del tumor. Este tipo de mutaciones se pueden detectar mediante
secuenciacion sistematizada, multirregional del tumor. El genotipado de una sola biopsia / area
tumoral puede perderlas. Las mutaciones privadas / Unicas son aquellas que estan presentes solo en
una de las areas tumorales.

El caso #1 mostro un patron de arbol filogenético ramificado, no lineal (ver Figura-6). Presentaba tres
mutaciones compartidas / ramificadas / pervasivas [clon P3 con la mutacién truncada Q609Stop en
BRAF; clon P4 con la mutacion T5991 en BRAF y clon P5 con la mutacion sindnima TS58T en HRAS]
con origen en un clon ancestral comun P1 portador de la mutacién troncal Q61R en HRAS, que, en el
trascurso de la evolucion tumoral, adquiri6 una mutacién troncal adicional en TERTp (C228T -
poblacion P2). Las dos areas genotipadas de la misma DM en hueso (DM-1E y DM-1F) evidenciaron
un patron de siembra policlonal, parcialmente compartida, lo que significa que varios clones del Pt
cooperaron en la colonizacién y siembra en la DM en hueso. Mientras que la DM-1F fue colonizada
por grupos de células cancerosas con las mutaciones Q61R en HRAS, C228T en TERTp y T599I en
BRAF, la DM-1E fue colonizada por grupos de células cancerosas con las mutaciones Q61R en
HRAS, C228T en TERTp y T58T en HRAS. La DM-1F al evolucionar en el tiempo desarrolld,
ademas, una mutacién privada / Unica / regional / “de novo” en KIT (V559I — poblacién P6). Aunque
la mutacién compartida / ramificada / pervasiva, “cuasi” generalizada Q609Stop en BRAF no se
observé en ninguna de las areas analizadas de DM, no podemos excluir su participacion, dado su
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impacto funcional, en otras areas metastasicas no investigadas, a varios centimetros de las incluidas
en el estudio.

509
550

Kim

Diagnéstico

Figura 6. Arbol filogenético del tnico caso mutado en este estudio [caso #1]. Muestra el orden relativo de adquisicién de las
mutaciones encontradas en el caso, la trayectoria evolutiva y relacion entre los diferentes subclones / poblaciones
presentes en el Pt, asi como el origen / raiz de las DMs.

6.- DISCUSION

La informacioén disponible a dia de hoy sobre perfiles moleculares en ATA-high risk PTCs con DMs
es muy escasa y en muchos casos sesgada por el disefio inicial del estudio, pues, en la gran
mayoria de las casuisticas investigadas unicamente se analizan las alteraciones en muestras de
tejido del Pt *'® se mezclan muestras de Pt y DM no pareadas, de diferentes pacientes #"?) o bien
se incluyen en un mismo grupo de analisis PTCs y PDTCs 72830 que son tumores muy diferentes
desde el punto de vista morfoldgico y clinico. Incluso el estudio de la Red de Investigacion del Atlas
del Genoma del Cancer [Cancer Genome Atlas Research Network] solo caracterizd, en su dia,
muestras de Pt, identificando zonas calientes de mutacion o genes promotores de cancer en Pts pero
no en DMs.®" Se desconoce si las DMs albergan alteraciones genéticas distintas mas alla de las
observadas en Pts. Poco se sabe sobre la contribucion de la heterogeneidad molecular intratumoral
a las DMs. Tampoco se ha analizado la existencia de cambios dinamicos en la distribucién de
mutaciones a través del espacio y el tiempo.

En un intento de complementar un estudio previo con 7 genes en la misma serie y, al mismo tiempo,
arrojar algo de luz en este campo de investigacion en la carcinogénesis folicular tiroidea, en este
estudio, analizamos la prevalencia de mutaciones en 4 genes (TP53, KIT, MED12 y region 5'UTR de
TBC1D12) que se han asociado con progresion y agresividad tumoral en carcinomas de tiroides y
otros canceres.(®:15:16:20.22.27-33)

La prevalencia de mutaciones encontrada en este estudio en el oncogén KIT (8,3%) es
considerablemente inferior a la resefiada por Gandolfi y cols. en muestras genotipadas de Pt
procedentes de PTCs con DMs (20,5%),'® sin embargo se aproxima bastante a la reportada por
Sohn y cols. en 10 casos analizados de PTCs y muestras pareadas de DMs (10%).?® Como en
nuestro caso, las 3 mutaciones descrita por Sohn y cols. [G565R, L576F y W582*] son mutaciones
en el dominio no catalitico yuxtamembrana (ex6n 11), que surgen de novo en una DM sincrona de un
paciente con un FV-PTC. [ver en Anexo-2 relevancia de este dominio en la funcion del gen]. La
mutacioén encontrada, V559I, aparece reportada en 9 ocasiones en la base de datos COSMIC en 8
tipos diferentes de tumores malignos. Recientemente se ha observado que mutaciones en codones
contiguos 557-558 favorecen el desarrollo de metastasis hepaticas en pacientes con tumores del
estroma gastrointestinal (GIST).®¥ Ueda y cols. han demostrado, en estudios in vitro, que se puede
revertir la activacion constitutiva de KIT, por una mutacion en el mismo codén encontrado mutado en
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este estudio (codon 559), administrando inhibidores tirosina quinasa como STI571 (Imatinib,
Gleevec) y AG1296.%% Se han observado efectos similares en pacientes con GIST mutados en esos
codones tratados Imatinib.®

La ausencia de mutaciones en MED12, en PTCs con DMs, parece indicar que, en realidad, MED12
no es un biomarcador de virulencia util en la carcinogénesis folicular tirodea, capaz de prever la
progresion metastasica de los PTCs y, por ende, capaz de mejorar la estratificacion de los pacientes,
en fases tempranas de la enfermedad, en base al riesgo de metastatizacion. Otros autores, que han
genotipado también muestras pareadas de Pt y DM®#22328) tampoco han encontrado mutaciones en
MED12. Igualmente, el hecho de no haber encontrado mutaciones de MED12 en una casuistica muy
numerosa de PDTCs y ATCs analizada en nuestro grupo (datos no publicados) parece también
apoyar los resultados observados en PTCs con DMs. En los estudios publicados por Ibrahimpasic y
cols.®? y De biase y cols.,!"® en los que se genotiparon Gnicamente muestras de Pt procedentes de
PTCs con DMs, la prevalencia de mutaciones en MED12 es, no obstante, muy superior (11% y 7%
respectivamente). |brahimpasic y cols. llegan incluso a sugerir que se trata de mutaciones
oncogénicas, activantes, que pueden jugar un papel en la virulencia tumoral. Las discrepancias entre
estudios no parecen justificarse ni por el tamafio muestral, ni por las variantes de PTC investigadas
en los mismos. Para clarificar, pues, si MED12 desempefia o no un papel relevante en la
carcinogénesis folicular tiroidea y el desarrollo DMs seria necesario analizar casuisticas mucho mas
amplias de PTCs con DMs e investigar mas en profundidad la funcion de las mutaciones que
pudieran aparecer.

Teniendo en cuenta que la proteina P53 desempena un papel clave en el control de toda una serie
eventos muy importantes en el desarrollo de DMs (angiogénesis y linfangiogenesis tumoral, motilidad
e invasividad celular, supervivencia celular, remodelado tisular, regulacion del microambiente
inflamatorio tumoral, evasién de las defensas naturales de nuestro organismo...) esperabamos
encontrar mutaciones capaces de conferir a las células del Pt propiedades metastasicas o de
capacitar a las células de las DMs para sobrevivir y escapar a la respuesta inmune. Sin embargo, no
se encontrd ni una sola mutacién en las 50 muestras analizadas de Pt y DMs. Si revisamos la
literatura encontramos estudios de PTCs con DMs en los que tampoco se han encontrado
mutaciones de TP53 (1192330 y estudios en los que la prevalencia de mutaciones en TP53 oscila
entre 5-14%.11820.2229) | 55 discrepancias no parecen justificarse ni por el tamafio muestral, ni por las
variantes de PTC investigadas en los diferente estudios. Nuestros resultados parecen sugerir que la
inactivacion de TP53 es un evento genético evolutivamente tardio en la tumorogénesis de los PTCs
agresivos, presumiblemente posterior a la visualizacidn de la invasion y metastatizacion.

Aunque Mularoni y cols. describen una mutacion en la region 5UTR de TBC1D12 en un paciente con
cancer de tiroides igual a la descrita en carcinomas de vejiga y mama [Chr 10: 96162368 C>T]®"-39
en nuestra serie de PTCs con DMs no hemos encontrado ninguna mutacion en la secuencia Kozak
de TBC1D12. Al igual que ocurre en muchos otros tumores analizados por Son y cols.,“? las
mutaciones en la region 5’UTR de TBC1D12 no se podrian considerar como mutaciones no
codificantes promotoras de cancer de tiroides. La sobreexpresion de Rab11 asociada a una pérdida
de funcion TBC1D12 como resultado de mutaciones en la secuencia Kozak no podria favorecer la
migracion, invasividad de las células cancerosas y desarrollo de DMs regulada por exosomas.
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ANEXOS - MATERIAL SUPLEMENTARIO

ANEXO 1 - ABREVIATURAS

ABRO-1 Hermano Abraxas 1 MAPK Proteina Quinasa Activada por Mitégenos
ADN Acido Desoximbonucleico MC Carcinomas Medulares
AJCC Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer MDE Acrilamida de mayor sensibilidad en la deteccion de
AKT Homélogo del oncogén viral del timoma murino V-Akt que mutaciones
codifica para una proteina serina /treonina quinasa MDM Proteina Murina Doble Minuto
ARN Acido Ribonucleico ME Maine, USA
AS-PTC PTC en Estadios Avanzados MED12 Subunidad 12 del Complejo Mediador
ATA Sociedad Americana de Tiroides MEN2B Neoplasia Endocrina Multiple tipo 2B
ATC Carcinomas Anaplasicos de Tiroides Mx-PTC PTC Mixto
AWD Vivo Con Enfermedad MYC Oncogén homologo de la Mielocitomatosis
BCL2 Linfoma de células B NH New Hampshire, USA
Bp Pares de Bases onco-miR _|MicroARN oncogénico
BRAF Homélogo del oncogén viral del sarcoma murino V-Raf que |OMS Organizacién Mundial de |a Salud
codifica para una proteina serina / treonina quinasa P53 Proteina de masa molecular aparente de 53 kDa
CA Califomia, USA PA Pensilvania, USA
CD Grupo de Diferenciacion PATZA Proteina que contiene un dominio POZ de interaccion
CDK4 Quinasa Dependiente de Ciclina 4 proteina—proteina, un dominio de unién al ADN en gancho
Chr Cromosoma A-T y dominio de unién al ADN en dedo de zinc
CK19 Citoqueratina-19 PAX8 Gen 8 de la Caja Emparejada
CL-PTC Variante Clasica de PTC PBF Factor de Unién PTTG1
Cols. Colaboradores PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
COSMIC _|Catalogo De Mutaciones Somaticas En Cancer PIK3CA Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato Quinasa 3, Subunidad
DE Delaware, USA Catalitica Alfa
dNTP Desoximibonucleétido Trifosfato PDTC Carcinomas Pobremente Diferenciados de Tiroides
DOD Muerto Por |la Enfermedad Pt Tumor Primario
DM Metdastasis a Distancia PTC Carcinoma Papilar de Tiroides
EDTA Acido Etilendiaminotetraacético Rab Proteina GTPasa de |la superfamilia de RAS
EFV-PTC |FV-PTC Encapsulado RAS Homoélogo del oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten
EIFIAX  |Factor 1A de Iniciacién de la Traduccién Eucariota, ligado que codifica par una proteina de la superfamilia GTPasa
aX RET Protooncogén reorganizado durante la transfeccion que
EMT Trasformacién Epitelio Mesengquimal codifica para una proteina receptora de membrana tirosina
FATHMM |Andlisis Funcional a través de los Modelos Ocultos de quinasa
Markov Rpm Revoluciones Por Minuto
FDA Agencia de Medicamentos y Alimentacion SCF Factor de Crecimiento de Células Madre
FFPE Fijado en Formol y Embebido en Parafina SFK Quinasa de |la familia SRC
FTC Carcinoma Foliculares de Tiroides SSCP Polimorfismos conformacionales de cadena sencilla
FV-PTC Variante Folicularde PTC STAT Transductor de Sefial y Activador de |a Transcripcién
|Gal-3 Galectina-3 Taq Thermus aquaticus
GAP Proteina Activadora de la GTPasa TBC1D12 [Miembro 12 de |a Familia del Dominio 1 Tre-2/Bub2/Cdc16
GIST Tumores del estroma gastrointestinal TBE Disolucion de Tris, Borato y EDTA
GRB Receptor Obligado de Factor de Crecimiento TE Disolucion de Tris y EDTA
HGMA1 Grupo 1 de Proteinas de Alta Movilidad TERTp Promotor de la Telomerasa Transcriptasa Inversa
HIPK2 Proteina Quinasa 2 de Interacién con un Homeodominio TFG Trabajo de Fin de Grado
H&E Tincién Hematoxilina-Eosina Tg Tiroglobulina
HUWE1 |Proteina ubicuitina-ligasa E3 que contiene los dominios  |TP53 Gen codificante de la proteina supresora tumoral P53
HECT, UBA y WWE TPO Peroxidasa Tiroidea
IBGM Instituto de Biologia y Genética Molecular TTF Factor de Transcripcion Tiroidea
[s] Inmunoglobulina UK Reino Unido
JAK Quinasa Janus USA Estados Unidos de América
KIT Homélogo del oncogén viral del sarcoma felino Hardy- UTR Region No Traducida
Zuckerman V-Kit, que codifica para un receptor de uv Ultravioleta
membrana tirosina quinasa WIP1 Proteina de Interaccién con el Dominio WPP
LNM Metastasis en Ganglio Linfatico WT Wild Type (tipo silvestre)
MA Massachusetts, USA
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ANEXO 2 - BREVE DESCRIPCION DE LOS GENES ANALIZADOS: funcién en las
células normales y neoplasicas, mecanismos de activacion o inactivaciéon y dominios
funcionales de la proteina

TP53

TP53 es un gen supresor tumoral localizado en el cromosoma 17p13 que, cuando reconoce dafio en
el ADN, induce la detencién del ciclo celular (en el paso de la fase G1 a S) a través de la regulacion
positiva del gen p21 y activa genes de reparacion del ADN. Paralelamente, al detectar dafio en el
ADN activa también la transcripcion de microARNs de la familia miR34 que inhiben la traduccion de
genes antiapoptéticos (BCL2) y de genes promotores del crecimiento (ej. MYC, CDK4). Cuando no
logra reparar el dano y mantener la integridad y estabilidad gendmica induce la apoptosis o
senescencia previniendo la replicacion de células dafiadas. El gen TP53 consta de 11 exones, de los
cuales el 1y el 11 no se traducen. Codifica para una fosfoproteina nuclear de 393 aminoacidos, que
actua como un factor de transcripcion que reconoce una secuencia especifica del ADN y se une a
ella en un intento de frenar la trasformacion maligna y progresion tumoral. La proteina p53 consta de
5 dominios: 1) Dominio de transactivacion (TAD) o de activacion de la transcripcion de genes diana
en el extremo amino terminal (aminoacidos 1-42; 43-63); 2) Dominio con secuencia rica en prolina
(PRD) necesario para la completa actividad supresora e inductor de la apoptosis (aminoacidos 64-
91); 3) Dominio de union a secuencia especifica del ADN (DBD) (aminoacidos 100-300). Las
mutaciones en este dominio interfieren en la funcién supresora, particularmente cuando afectan a
puntos calientes necesarios para la unién de la proteina al ADN (codones 248 y 273) o necesarios
para la estabilidad de la proteina (codones 175, 249 y 282). La mayor parte de las mutaciones
asociadas a cancer asientan en este dominio (88%); 4) Dominio de Tetramerizacion (TD)
(aminoacidos 334-356). Cuando esta dafado se produce una inactivacion funcional; 5) Dominio
Regulador negativo, basico o alcalino, en el extremo carboxilo terminal, esencial en la regulacion de
la actividad de p53 (aminoacidos 364-396). La pérdida de funcion de p53 provoca inestabilidad
gendmica, por la imprecision del sistema de reparacion, ocasionando la progresion tumoral. La
inactivacion de p53 en el cancer de tiroides se produce por: A) mutacion puntual, principalmente en
los exones 5-8, genera una proteina truncada, inestable o afuncional (aparece en el 0-5% de los PTC
y en el 65-90% de los ATC, lo que sugiere que su presencia favorece la desdiferenciacion,
provocando el paso de un carcinoma indolente a letal);" B) sobreexpresion de HGMAT y
disminucion de la expresion de PATZ1 (impiden que p53 se una al ADN); C) disminucion de la
expresion de ABRO-1 y sobreexpresion de PBF (disminuyen la estabilidad de p53 y median su
degradacién por ubiquitinacion); D) disminucion de la expresion de la ubiquitina E3 ligasa HUWE1
con la consiguiente sobreexpresion de MDM-S, MDM4-211 y MDM-2 (provoca la ubiquitinacion de
p53 e impide su unidn al ADN); E) sobreexpresion de WIP1 y disminucion de la expresion de HIPK2
(disminuye los niveles de p53, aumentando los de Gal-3, reduciendo la sensibilidad apoptética).®?
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Figura 1. El gen TP53, la proteina P53 y sus dominios funcionales. Los exones 1 y 11 son no codificantes. Los colores
correlacionan los exones con su dominio funcional. TAD: Dominio de activaciéon de la transcripcion; PRD: Dominio con
secuencia rica en prolina; DBD: Dominio de uniéon a secuencia especifica del ADN; TD: Dominio de tetramerizacién; BD:
Dominio basico o alcalino. Se sefialan las mutaciones descritas en PTC con DM. Fuente: Elaboracion propia.

C-KIT
C-KIT es un protooncogén localizado en el cromosoma 4q11-4q13, que codifica una proteina

transmembrana glucosilada con actividad de tirosinquinasa (CD117). Para su activacion, requiere la
union de su ligando, el factor de crecimiento de células madre (SCF).® Participa en vias de
sefializacion (MAPK, PIK3CA, AKT, RAS, GRB, JAK, STAT, SFK y fosfolipasa Cy) que regulan la
proliferacion celular, apoptosis, adhesién, quimiotaxis, hematopoyesis, melanogénesis y fertilidad. En
las neoplasias tiroideas se ha observado que la expresion de c-Kit se asocia con el nivel de
diferenciacion de las mismas y el control del crecimiento / proliferacion de los tireocitos, detectdndose
mayor expresion de c-Kit en tumores benignos, que en los carcinomas con una tasa de proliferacion
mayor, particularmente los histotipos menos diferenciados como los PDTCs y ATCs. Algunos autores
han asociado las sobreexpresiéon de c-Kit con progresiéon tumoral®, adquisicion por parte de las
células de rasgos mesenquimatosos (trasformacion epitelio mesenquimal — EMT) a través de la
induccion de factores de trascripcion reguladores de EMT y mayor capacidad de migracion, invasion
y metastasis.>® El gen c-Kit consta de 21 exones y codifica para una proteina de 979 aminoacidos.
Los exones 1 a 10 codifican para el dominio extracelular Ig-like compuesto a su vez por 5 sub-
dominios Ig-like. El exén 11 codifica para el dominio citosoélico, no-catalitico yuxtamembrana. Los
exones 12 a 20 codifican para los dominios tirosina quinasa intracelular (dominio proximal, de
insercion y distal). El exdn 21 codifica el extremo C-terminal. La mayoria de las mutaciones descritas
en tiroides y otros tumores se situan en los exones 9 (alberga el 10-20%), 11 (70%) y 13 (estudiados
en este trabajo). La mutacion del exén 11, dominio citosélico, no catalitico yuxtamembrana, induce la
dimerizacion del receptor en ausencia de ligando, provocando la autofosforilacion intracelular de los
dominios tirosina quinasa, comenzando la sefalizacion intracelular.® En células normales el dominio
yuxtamembrana funciona como una regién reguladora autoinhibitoria del dominio quinasa de KIT. Se
ha comprobado que mutaciones en dicho dominio interfieren en su estabilidad y en la interaccion
intramolecular con el I6bulo quinasa N-terminal del domino quinasa provocando una activacion mas
rapida del receptor y la trasmision de estimulos mitogénicos. Al transfectar células mutadas en KIT
con un péptido yuxtamembrana se inhibe el crecimiento / proliferacion celular.”
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Figura 2. Estructura del gen y proteina c¢-KIT, sefialandose las mutaciones descritas en la literatura en PTC con DM. M:
missense; Sy: synonymous. Fuente: Elaboracion propia.

MED12

MED12 es un gen localizado en el cromosoma Xq13.1, que codifica para una de las 25 subunidades
del complejo proteico macromolecular que actua como mediador de la transcripcién de la subunidad
12 de la ARN polimerasa Il. Tras la unién a factores de transcripcion, el complejo mediador actua
como quinasa capaz de modular e iniciar la trascripcion de ADN por medio de la interaccién con la
ARN polimerasa Il, lo que modificara el crecimiento, migracién y diferenciacion celular. MED12 es
esencial para el ensamblaje y activaciéon del modulo quinasa del complejo mediador, por lo que su
mutacién puede ocasionar ganancia o pérdida de la actividad quinasa, actuando como promotor o
supresor de la tumorogénesis en funcién de la actividad biolégica que la quinasa desempefie en
cada tejido.®? El papel de MED12 en el ensamblaje y activacion del médulo quinasa del complejo
mediador lo convierte en una atractiva diana terapéutica. Su versatilidad, no obstante, para actuar
tanto como activador o como represor de la transcripcion, dependiendo del contexto tisular, hace
que, antes de inhibirlo, siempre sea necesario tener en mente su rol como promotor o supresor
tumoral. Recientemente, Ibrahimpasic y cols. han observado que, en los carcinomas agresivos de
tiroides no ATC [“fatal forms of non-anaplastic thyroid cancer’], las mutaciones de MED12 no se
asocian ni con mutaciones en el promotor de TERT ni con mutaciones en BRAF o RAS, que son
genes por excelencia asociados con progresion tumoral y agresividad en la carcinogénesis folicular
tiroidea. La no coexistencia de mutaciones en MED12 y otros genes deletéreos y el hecho de
observar siempre una misma mutacién puntual en MED12, que afecta a aminoacidos evolutivamente
altamente conservados, en una zona caliente del gen, como es el exdén 2, lleva a Ibrahimpasic y cols.
a sugerir que la mutacién encontrada, G44C, es una mutacién activante, oncogénica y que MED12
puede jugar un papel relevante en la agresividad tumoral.® El gen MED12 consta de 45 exones y
codifica para una proteina de 2177 aminoacidos que consta de 4 dominios en funcién de los
aminoacidos predominante (L: dominio rico en Leucina; LS: dominio rico en Leucina y Serina; PQL:
dominio rico en Prolina, Glutamina y Leucina; OPA: dominio apareado opuesto).
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Figura 4. Estructura del gen MED12 y de su proteina con los 4 dominios. Los dominios proteicos conservados se indican
debajo (recuadros azul claro). Se sefialan las mutaciones descritas en la literatura en PTC con MD. Fuente: Elaboracion
propia.

TBC1D12

TBC1D12 (Tre-2/Bub2/Cdc16 1 Domain Family Member 12) es un gen localizado en el cromosoma
10923.33, que codifica para una proteina GAP [GTPase activating protein] de 775 aminoacidos, que
participa en el reciclaje del endosoma y es dependiente de la interaccion con Rab11, que establece a
través de su region media, promoviendo la actividad GTPasa intrinseca de Rab11 (interviene en el
transporte de membrana e intracelular y la transduccion de sefales). A diferencia de otras proteinas
TBC asociadas con cancer (ej. TBC1D1, TBC1D3, TBC1D7, TBC1D8...) la funcién biolégica de
TBC1D12 y su implicacion en la carcinogénesis no estan completamente esclarecidas."®'" Se han
descrito recientemente mutaciones somaticas en la secuencia regulatoria Kozak (-1 y -3 nucleétidos
aguas arriba del punto de iniciacion de la traduccién proteica - region del cromosoma 10: 96162368—
96162370) en pacientes con cancer de vejiga (15-25%) y cancer de mama (4%).(*' Al aplicar el
método OncodriveFML a las mutaciones encontradas en diferentes cohortes de cancer (mama,
vejiga, tiroides...) incluidas en el estudio de todo el genoma “WG-505 dataset”, Mularoni y cols.
encontraron la misma mutacion 10: 96162368 C>T en un paciente con cancer de tiroides (1/34
—3%).1"% Al ser mutaciones muy préximas al codén de iniciacion podria verse afectada la traduccion
proteica. Mientras que en el cancer mama se ha observado que las mutaciones de TBC1D12
disminuyen su expresion, sugiriendo una pérdida de sus funciones, en el cancer de vejiga no se
produce esa disminucion en la expresion."*'¥ La sobreexpresion de Rab11 asociada a una pérdida
de funcién TBC1D12 como resultado de mutaciones en la secuencia Kozak podria favorecer la
migracion, invasividad de las células cancerosas y desarrollo de DMs regulada por exosomas.'®

chr10 5UTR

Secuencia KozaK | :

Feee/Neece cecoce T T TCC —

L J\ JL JL J

TBC1D12 (775 aa, 85 kDa) M Vv G P

Figura 3. Estructura del gen TBC1D12 (con sus exones) y de su region 5’UTR, sefialandose las mutaciones descritas en la
literatura en cancer de mama, vejiga y tiroides. Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 3 - FIGURAS METODOLOGIA

""I"iil"llllca

MK

Figura-1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar la calidad y grado de

degradacion del ADN genémico. MK: patron de tamainos moleculares.

MK B1 B2 B1 B2 MK
258pb——;——.t--—-——-—§ %
- — e (g ey Cmo m— GO CE® U twmo .. —237pb
= -
Caso 2 — KIT ex6n 11 Caso 8 — TP53 ex6n 7
Figura-2. Ejemplo de PCR en dos de los genes investigados. B: blanco.

[MgCly] 1,5 mM 2,0 mM 2,5 mM 3,0 mM 3,5 mM
Temperatura (°C) 55 58 60 55 58 60 55 | 58 | 60 55 58 60 55 58 60
[primers] 0,25 uM LJ‘) = i . g .

-
.- B - _
; B MK BMK | | B B MK 3
Temperatura (°C) 55 58 60 62 55 58 60 62 55 58 60 62 55 58 60 62 55 58 60 62
= =
[primers] 0,50 uM ﬁ) el -
= .-
— -
- - o~
B B MK B + B MK B
[MgCil.] 1,5 mM 2,0 mM 2,5mM 3,0mM 3,5mM

Figura-3. Gradiente de Optimizacion de PCR de K/7T exon 11. El recuadro senala las

condiciones de PCR seleccionadas.
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i 1
NN MW C MW MW T NN NNMTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTG
20 1 80

Intrén 4 1Secuencia codificante

|

!
CCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATG3TGAGCAGCTGGGGCTGGAGAGCN ACAGGG CTT
210 20 230 240 250

] I e lIntrén 6 L, .
b e L.—4 b b ey ‘_\ b il I | TP53 Exén 5 Wild Type

1A’ 118l. lic] Hbl laF):

Figura-4. Ejemplo de SSCP (Singel Strand Conformation Polymorphism) en 7P53 exén 5.

F LI
il

TP53 exon 6 MK

=
A

KIT ex6n 11

Figura-5. Ejemplo de Gel de Agarosa al 3% con productos de PCR purificados por columnas
[HustraTM GFXTM PCR ADN and Gel Band Purification kit].

Tabla-1: Condiciones de PCR de cada una de las regiones del genoma amplificadas en este estudio
Tamafno T*de q
Geny region Secuencia de los primers Amplicén | anillamiento [primers] | [MgCl2]
uM mM
pb* °Cc
. [+]15'-CCGTCTTCCAGTTGCTTTAT-3'
TPS3 BXonS | * 5 AGCCCTGTCGTCTCTCCA- 3 288 58 05 1,75
. [+]15'-GGGCTGGTTGCCCAGGGT- 3'
TP53 Exon 6 []5'-AGTTGC CCAGACCTCA.- 3' 307 60 0,5 1,75
. [+]15'-CTTGCCACAGGTCTCCCCAA- 3'
TPS3 Bxon 7| @15 AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA- 3' 237 60 04 1.5
A [+]5'-GGTTGGGAGTAGATGGAGCC- 3'
TPo3 BXOn8| 15 TGAGGCATAACTGCACCCTT-3' 285 60 0.5 3
. [+]15'-CCTTTCCTTGCCTCTTTCCT- 3'
TP53 Exon 9 [] 5' -CCCCAATTGCAGGTAAAACA- 3 190 58 0,25 25
. [+] 5'-CCCCACAGAAACCCATGTAT- 3'
KIT Exo6n 11 [] 5' -ACCCAAAAAGGTGACATGGA- 3' 258 58 0,25 2,5
. [+]5'-CATCAGTTTGCCAGTTGTGC- 3'
KITEXon13 | |15 ACACGGCTTTACCTCCAATG- 3 7 60 0.25 3
[+]15'-GTAACGATCTGTTCTACACGG- 3'
MED12 [[15'-TGGCAGAGTTGTCTCACCTT- 3' 254 60 0.25 2
[+]5'-CGCCCTCAAGCAACTGTC- 3'
TBC1D12 [[15'-AGCAACTTGGGGTTTCTTCC- 3' 2n 58 0.5 2.5

*PB: pares de bases
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ANEXO 4 - TABLA Y FIGURAS COMPLEMENTARIAS A LOS RESULTADOS

Tabla con los resultados del analisis de mutaciones en K/7, MED12, TP53y TBC1D12en las
50 areas genotipadas de Pt y DMs, en 12 pacientes con PTCs.

Tabla-1: Genotipado espacio-temporal de P53, KIT, MED12 y promotor de TBC1D12 en 12 pacientescon PTC y muestras pareadasde

metastasis via sanguinea (DMs)

MEDIZ  TECDR
Diagnostico Caso ps3 status KT status status status
Histologico

- D Areze maen o ExonS Eon6  Exon7  Exong Exon9  Exon13 Exon1s  Eem2  5TUTR
Analizagas  _ crecimien® i i, i i, : i,
14 Pt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
18 ot =GPD-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT WT
1c ot FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
1D Pt FV-PTC WT  WT wWT WT  WT wT wT WT wT
FVPTCw 1 1€ FV-RTC wWT
cABTS G>A
1F FV-PTC WT WT WT WT WT GTT>ATT WT WT WT
Vssa
24 cL-eTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
28 cL-eTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
2c Bt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
EL I FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
FV-PTCw 2 2E Pt FVPTC wT WT wT WT WT WT WT WT WT
2F Bt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
¢ Pt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
2H Pt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
21 et FV-PTC WT  WwT wT WT  WT wT wT WT wT
44 P FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
FV-PTC 4 4B P FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
sc BMY FveTc WT OWT wWT WT  WT wT wT WT wT
FV-PTCw 5 s [BMl cLeTc WT  WT wT WT  WT wWT wT wT wWT
ca Pt V-PTC @ WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
R " 5 =GPD-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
sC =GPD-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
cE Pt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
FV-PTC 7 7 Bl wm-eTC (V) WT  OWT wT WT WT WT wT wT wWT
sa Pt FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
B FVRTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
sc FVPTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
D FVPTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
S 5 SE =GPD-PTC # WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
sF VRTC § WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
s FVPTC WT  WwT wT WT  WT wT wT WT wT
sH FVPTC WT  WwT wT WT  WT wT wT WT wT
sl FVPTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
s FVPTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
sa et FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
B Pt V-PTC g WT  WT cgs-gmoy WT OWT wT wT WT wT
FV-PTC 8 SC LNM cCLPTC WT  WT wT WT  WT wWT wT wWT wWT
sD - FV-PTC WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
104 Pt M-PTC (FV) WT  WT wT WT  WT wT wT WT wT
ME-PTC 108 Pt M-PTC (FV) WT  WT wWT WT OWT wWT wT WT wT
myorzaiamene| 10 | 19C LNM mPTCFY) WT  WT wWT WT  WT wT wWT WT wT
FV-PTC 10D LNM  WM-PTC (FV) WT WT wWT WT  OWT wT WT WT wT
10E LNM  M-PTC (FV) WT  WT wWT WT  OWT wT WT WT wT
10F BM | cL-PTC WT WT wWT WT  OWT wT WT WT wT
114 Pt FV-PTC WT  WT wWT WT  OWT wWT WT WT wT
FV-PTC 1
118 DM | Fv-PTC WT  OWT wT WT WT wWT wT wT wWT
124 Pt FVRTC T WT WT wWT WT  WT wT wWT WT wT
FV-PTC 12
128 DM | =cPD-PTC WT  OWT wT WT WT wWT wT wT wWT
134 Pt FV_PTC WT  WT wT WT  WT wT wWT WT wT
FV-PTC 13
138 DM | =cPD-PTCE WT  WT WT WT  WT WT WT WT WT
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Abreviaturas: WT, wild type; Pt, tumor primario; LNM, Metastasis en Ganglios Linfaticos; DM, Metastasis a Distancia; HGPD-PTC, Carcinoma Papilar de
Tiroides pobremente diferencado de alto grado /* High-Grade Poorly Differentiated Papillary Thyroid Carcinoma® de acuerdo con los criterios histolgicos
descritos en Atlas of Tumor Pathology : Tumors of the Thyroid Gland, 3rd series, AFIP; Mx-PTC (FV), Carcinoma Papilar Mixto con discreto predominio del
patrén de crecimento variante folicular de PTC.

{ Foco microscdpico en esta drea del tumor de HGPD-PTC.
#Foco microscdpico en esta drea del tumor de FV-PTC.

w alguin foco / agrupacidn microscdpica de células altas.

Figura-1: Estudio previo en la misma serie de tumores, en el que colaborado puntualmente
desde mi incorporacion al laboratorio en Junio de 2018, y a diferencia de este estudio se
encontraron mutaciones activantes en 6 de los 7 genes analizados. Se incluyen dos de los
casos mutados en dicho estudio como ejemplo de heterogeneidad genética intratumoral,
clonalidad / subclonalidad de los eventos genéticos, segregacion de mutaciones con células
metastasicas y cambios dinamicos espacio-temporales en el patron de mutaciones.
Enmarcado en rojo el Unico caso encontrado mutado en este TFG.

1D Case 4 2
Sample type I I I I
PTC Histotype / Phenotype Primary Tumor EEER EEEREEER
PTC Histotype / Phenotype Lymph Node Metastases - D
Sinchronous (S) or Metachronous (M) with respect Primary NO NO
'“““’" ! Genetic alteration TERT promoter mutations ~ PK3CA mutations
PICHisotype)/ Phenciype (atont MetBdases . . EMissmse mutation EICZBT cH240T) E]Helicd Domain
:)ﬂi:z::lmnws (M; wi:hiteres‘;)ect l";irr:ar; n::no: (5 or l l |l I ETruncating mutation E]CZSOT €146 0T) E]Kmase Domain
Distant Metastasis at other sites NO NO E Splicing ?
Tumor recumence at Distant sites during Follow-up Y
Age I | | (e [ vae [ o]eant
Patient status I | | Lelwss [ o] oot [ o] a2
et || [ Co £l
Supplementary data]
MED12 mutations KIT mutations
TERT) (69%) [ellelle]le]le e Lol I[IILIITNI0] | [ et [+] eont
Ras 5% apnnpn IR EEE [+] on
BRAF (5%) [sslfos[od[of [ I[e] fLeI[+][ I o] e][e][]+][¢]
PIOCA (1545) COOOOC sl
EIFIAX D D D D |:| D E] |:] D D E] D D D D P53 mutations TBC1D12 promoter mutations
1 Bm-z Em-g Ec;;jj
KT 0.3 N O %:::7 [Blems  [Weee
ss OO OCOOOO000
TBCIDIz OO OECHOOOO00
PTC Histotype / Phenotype Primary Tumor Sample type Metastasis site Ae Sex
CLPTC Primary Tumor Bone .< 2 .Female
| RS 7 Lymph lodeNetastases | [ [ R | [0
[ e osty i) [ et asases Bran [ Bl
c DM xed-PTC (Mostly CLPTC) Bone + Lung and/or Brain or Lung + Brain and/or Bone or Brain + Lung and/or Bone .4160

.ngh Grade Poorly Diflerentiated Papillary Carcinoma  (PTC progressing) .Bone + softtissues 5140 Survival

Wove D Aite

[ [ Al vith Disease
.> 80 .Dead of Disease




Figura-2. Se muestran mas en detalle las diferentes alteraciones genéticas encontradas en
ambos estudios, en el Gnico caso mutado en este TFG.
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ANEXO 5 - COMUNICACIONES A CONCRESOS

Comunicaciones a Congresos con resultados de estudio previo de mutaciones en 7 genes en
la misma serie. Estudio en el que he participado puntualmente desde el verano de 2018 tras
mi incorporacion al grupo de Patobiologia del Cancer con una beca de investigacion de la
AECC de Valladolid y posteriormente como alumno interno de Anatomia Patolégica.

1. AUTORES/AS: Gil-Bernabé S, Feas Rodriguez N, Vega Herrero M, Estébanez Garcia JJ, Soto de Prado
D, Fra Rodriguez J, Garcia-Rostan G.

TITULO: Spatiotemporal intratumor genetic heterogeneity and clonal evolution in PTCs and paired DM.

CONGRESO: 44th Congress of the European Society for Medical Oncology (ESMO).

TIPO DE PARTICIPACION: Poster — Oral Discussion Ref. 1864

PUBLICACION: Annals of Oncology, 30, Suppl. 5, pp757-757, October 2019

IF year publication: 14.196 WOS -JCR-2019
https://doi.org/10.1093/annonc/mdz267.002

LUGAR DE CELEBRACION: Barcelona, Spain ANO: 2019

2. AUTORES/AS: Gil-Bernabé S, Feas Rodriguez N, Vega Herrero M, Estébanez Garcia JJ; Garcia —
Rostan G.

TITULO: Spatio-temporal genetic heterogeneity and clonal evolution in advanced papillary thyroid

carcinomas and matched distant metastases

CONGRESO: 110™ Annual Meeting of the American Association for Cancer Research (AACR).

TIPO DE PARTICIPACION: Poster Ref. 2770 - Session Expression Profiling and Biomarkers of Tumor

Progression and Metastasis

PUBLICACION: Cancer Research, 79(13) Suppl., July 2019

IF year publication: 8.378 WOS -JCR-2019
https://cancerres.aacrjournals.org/content/79/13_Supplement/2770

LUGAR DE CELEBRACION: Atlanta, Georgia, USA ANO: 2019

3. AUTORESI/AS: Gil-Bernabé S, Feas Rodriguez N, Vega Herrero M, Estébanez Garcia JJ, Fra J, Garcia-
Rostan G.

TITULO: Dissection of spatio-temporal dynamic changes in subclonal mutational architecture in primary

papillary thyroid carcinomas and matching distant metastases.

CONGRESO: XXIX National Congress of the Spanish Pathology Society and IAP

TIPO DE PARTICIPACION: Oral — Platform-219 - Immunohistochemistry and Molecular Pathology sesién [24-

5-19]

https://www.seap2019granada.es/Com_Granada.pdf

LUGAR DE CELEBRACION: Granada, Spain ANO: 2019

32



POSTER

HETEROGENEIDAD GENETICA INTRATUMORAL B
ESPACIO-TEMPORAL Y EVOLUCION CLONAL EN EL  Veswssesase

Grupo Patobiologia del Cancer:

e CARCINOMA PAPILAR AVANZADO DE TIROIDES CON s e s ™
Departamento de Anatomia Patolégica M ET ASTAS IS A D I STAN C I A José Javier Estébanez Garcia

Trabajo Fin de Grado — Curso 2019-2020 Ginesa M* Garcia - Rostan y Pérez

La carcinogénesis comienza con la expansién clonal de ETAPAS EN LA CARCINOGENESIS -
una unica célula precursora que ha sufrido un dafio genético
=

que altera su proliferacion, apoptosis y/o reparacién del ADN.
Es un proceso microevolutivo, prolongado en el tiempo,
extraordinariamente dinamico, con multiples etapas a
nivel fenotipico y genotipico. La progresiéon tumoral,
igni y desdif iacion se asocian con un
en la heter idad lecular / genética

Pacientes: Se han genotipado 50 muestras tumorales FFEP procedentes de 12 pacientes intervenidos de
PTC en estadios avanzados (AS-PTC) en los que disponiamos de muestras pareadas de DMs sincronas y/o
metacronas (Tabla-1).

ceas analizadas con diferants apariencia
W casos microscopica o diferentes patrones de W muestras
Histotipo do Carcinoma Papilar do Tiroldos (PTC)  analizados  crocimionto on los tumores primarios (P y gonotipadas
%) metistass on ganglios linfaicos (LN y 2 %)
distancia (0lts)

21 musetes FL

209
Variantes foliculares infilrativas de PTC (FV-PTC) o 1 muestras LNM 40 (80)

intratumoral. Se generan subclones celulares con diferentes A SO,
capacidades para crecer, invadir, metastatizar y responder al ( 3‘@‘ Varintes oliculares encapaudasde PTC (FFVATC) 2(166) o 10
tratamiento = POLICLONALIDAD (Figura-1). e Mmsmsls:@s;;ucm o
PIC minos (prones poparisic y flcln (b S o
El cancer de tiroides practicamente ha triplicado su |n0|denC|a en las Ultimas tres décadas. Representa la T e
neoplasia endocrina maligna mas frecuente del organismo y la segunda causa de cancer en las mujeres. El Joral; Azicion s
carcinoma papilar de tiroides (PTC) representa el 65-80% de todos los canceres de tiroides. Aunque la gran kG
mayoria son indolentes, el 5-15% se comportan agresivamente, desarrollando metastasis a distancia (DMs) En 8 Pts se han analizado cambios focales en la apariencia microscépica o en el patrén predominante de
letales. Con las herramientas clinico-morfolégicas-moleculares existentes no es posible discriminarlos. crecimiento dentro de la misma o de diferentes secciones del tumor. En 4 pacientes se han caracterizado areas

diferentes de una misma o distintas DMs sincrona y/o metacrona En dos pacientes solo se obtuvo muestra de

Nadie ha abordado, en muestras pareadas de tumor primario (Pt) y DMs, un genotipado geogréfico, multirregional, y
la DM (Figura-2).

exhaustivo y dindmico, en el trascurso del tiempo, de oncogenes y genes supresores tumorales en la
carcinogénesis folicular tiroidea. Genotipado geografico, multirregional, exhaustivo y dinamico, en ol trascurso del tiempo y ol espacio, de oncogenes y genes supresores tumorales

OBJETIVOS

El principal objetivo de este estudio fue identificar alt (marcadores

moleculares) indicativas de progresion y agresividad tumoral, que permltleran 1) la correcta estratificacion,

discriminando al diagnéstico los PTCs que se van a comportar agresivamente desarrollando DMs; 2)
ar terapias per lizad ji das al perfil de cada tumor.

Para ello pretendiamos determinar:
1.- La prevalencia en Pt- PTC y sus DMs de mutaclones en TP53 KlT MED12 y TBC1D12, genes

con prog y agresivi en la carcii i yen otros

2.- La naturaleza clonal o subclonal de las i y lapr ia 0 no de heterog g . . o

1 molecular intratumoral. Metodologia: El genotipando fue abordado mediante:
3.- La exi ia de bi inami en la distribucion de las i a través del espacio y el - PCR-SSCP y secuenciacion de los cambios de movilidad electroforética.

tiempo. - PCRYy secuenciacion directa.
4.- La implicacién de las i en el desarrollo de DMs. . . . ” - .
5. L. ., tre los difs " N ; d Para ilustrar las trayectorias evolutivas y la relacion clonal entre todos los linajes que coexistieron en cada caso

- Las asocl.amones en re’ 'os lterentes CELEDS y, al mismo tiempo, rastrear el origen de las metastasis, se construyé el arbol filogenético de la mutacion

6.- Las relaciones filogenéticas entre el Pty sus DMs. descrita
7.- Comp con la pr lencia de i en otros genes [RAS, BRAF, PIK3CA, EIF1AX'y TERTp] ’

analizados previamente en la misma serie. Clonalidad de enTERTpy HRAS

ra-3 Subclonalidad de mutaciones en BRAF
pia Mutacién de novo de KIT en DM
Dominio Yuamer

No se observaron mutaciones en la region 5’UTR de TBC1D12, que La mutacion soméatica de KIT unicamente estaba presente en una de las areas de la metastasis % ®.
pudieran disminuir su expresién. Ni en regiones codificantes que 6sea (una de las 5 areas analizadas en el caso), lo que indica que era una mutacion de novo,

activaran MED12 o que inactivaran TP53. En TP53 se observd una inada en la DM, que no ha segregado desde el Pt (Figura-3, junto al resto de mutaciones i
mutacion neutral [probabilidad FATHMM de 0,05] consistente en una descritas en el caso).
substitucion puntual en el intrén 6, a diecisiete nucledtidos del comienzo
del exé6n 7 [c.673-17 C>T].

Es una mutacién oncogénica [CScape valor p 0,80; probabilidad FATHMM de 0,94] en el
dominio yuxtamembrana (exon 11), que provoca la activacion, independiente de ligando SCF, del
De los 4 genes investigados s6lo el proto-oncogén K/Tresult6 estar receptor tirosina quinasa. Se trataba de una mutacién de tipo missense, que conllevaba la
mutado en uno de los 12 casos analizados (prevalencia 8,3%). sustitucion de Guanina por Adenina en el nucledtido 1676 de la secuencia codificante del gen
[c.1676 G>A], provocando el cambio de amino&cido Valina por Isoleucina en el codén 559 [V559I].

TERT G228 - promator
OM1E, OMIF

Tabila-1: Genotipado espaciotemporal de P33, KIT, WEDTZ y promotor de TBCTDTZ &n 12 pacientes con PIC y mussiras pareadas e
metastasis via sanguinea (Dils)

sagosteo cano P status prss  ben oo Figura-4 o ) ) ) . . _
ek Enel previo de la misma serie se describieron mutaciones activantes en
0 ST o sme oot ses o sorn sum g S ‘ !
PP — o - 6 de los 7 genes. Se evidenci6 que la densidad de mutaciones era mucho mayor
wnomme oo i " en AS-PTCs que en PTCs indolentes y que el status clonal evolucionaba con la
meree | 1 | DI MMM e it progresion y la metastatizacion, snendo evudente la heterogeneidad genética
intratumoral y los i dir porales en el patron de
v | rerc woowr oWt owr wroowrowr i h
| | mutaciones. El promedio de mutaciones por caso era de 2,4; con una carga
= oo oo mutacional media en Pts de 1,6 y DMs de 2,2. Se ejemplifica en la Figura-4, donde
x m wroowr oWt ot wrooowr o owr se recuadra el caso con la mutacién en el protooncogén KiT.
e wroowr oWt owr wroowrowr
R T I .o . S (o Para el andlisis filogenético del caso se incluyeron las mutaciones encontradas
o A - - ) en ambos estudios. El caso mostré un palmn de arbol hlagene co ramificado,
. oo oo no lineal y un patron de siembra, i 1 i en el que
“w e wrowrowrowr wroowr
rPTC | 4 | s w WTWT Wt T WToowT o wr cooperaban varias subpoblaciones presentes en el Pt, a los que se sumaba una
© oWt owr o oW
oo | 5 15 Bl wee  w w w . mutacion de novo en KIT (Figura-5).
P wrowrowr o wrowrowr
G BMl weoee  wr o owr o wr o owr oW .
LY veTC wT o wr wT wr wT wr wr |
were | 7 |1 BN wewev  wroowr o owr o owr wroowr o
woe Rete WToowr wrowr WToowr Wt Figura-5. Orden relativo de adquisicion de las mutaciones, relacion
®on et wroowr oWt owr wrowrowr ) )
© o rvete wToowr W oWt wToowr wr entre los subclones del Pt y origen de las DMs. Clon ancestral comun
ol ST oo P1[Q61R en HRAS] que en la evolucién tumoral adquiere una mutacién
retcw
¢ ;Z : :jz“ oo " it " " it troncal adicional en TERTp [C228T, clon P2]. Mutaciones compartidas:
o pM| Fvec wToowr o owT oWt wToowr wr Q609Stop en BRAF [clon P3], T5991 en BRAF [clon P4] y T58T en
v Bl e - .o HRAS [clon P5]. Mutacion privada: V5591 en KIT [clon P6].
ETO FveTe WT o wT wr wT wr wT Diagndstico
® on metcs WTWT casgor Wr wroowrowr
0o B ~erc wroowr oWt owr wrowrowr L J
‘:! - :;z : ” \ ” " ” \ ” »> La baja prevalencia de mutaciones en KIT (8,3%) y su acotacion a una Unica area de DM (mutacion de novo) parece indicar que no es un
e 10 | 0 B mEeEn Wt owr oWt owr wToowrowr evento genético determinante en la diseminacién metastasica de los Pts-PTC. Presiones de seleccion focales, con origen,
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vr | o oo oo portadoras de mutaciones ventajosas de novo / tnicas / privadas.
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> Ninguno de los 4 genes analizados se puede considerar un biomarcador de virulencia, capaz de mejorar, en fases tempranas de la
enfermedad, la estratificacion de los pacientes en base al riesgo de progresi6n y metastatizacién.




