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Els dos subtipus més freqlients de cancer d’endometri (CE) sén el
carcinoma endometrioide (CEE) i el carcinoma serds (CSE). El diagnostic
diferencial entre aquestes dues tipologies no sempre és facil, hi ha
casos que presenten caracteristiques histologiques molt dubtoses i
ambiglies que dificulten el correcte diagnostic final. Aquests dos tipus
tumorals presenten diferents perfils moleculars i un pronostic
diferencial, fent que el CSE sigui el subtipus més agressiu i amb el
pronostic més desfavorable. Actualment s’esta posant en coneixement
la importancia que pot jugar I'heterogeneitat intratumoral (HIT) en els
comportaments més agressius dels tumors i en la resisténcia als
tractaments, com és el cas del CSE. En els ultims anys, la irrupcid de les
tecnologies d’alt rendiment com la NGS (Next Generation Sequencing) i
la MLPA (Multiple Ligase-dependent Probe Amplification) han ofert
I'opcid d’ampliar el coneixement molecular del cancer d’'una manera
més precisa i resolutiva tal i com mostren els resultats d’aquesta tesi.
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Nota sobre les fotos de la portada

Les fotos de la portada resumeixen d’una manera grafica els tres principals ambits d’estudi

d’aquesta tesi doctoral:

- El cancer d’endometri. Imatge modificada a partir de: New Study Reveals Dozens of Pathways

in Endometrial Cancer Development. Clinical OMICs, February 14, 2020. (ESQUERRA).

- Les cél-lules tumorals del cancer d’endometri. Imatge modificada a partir de: Nayar, R. &

Wilbur, D.C. 2015. The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology. Definitions, Criteria and
Explanatory notes. Third edition. Springer, 192 p. ISBN: 978-3-319-11073-8. (CENTRE).

- L’acid desoxiribonucleic (ADN). Imatge modificada a partir de Public Domain Pictures.net

created by Bobek Ltd. Registered in England and Wales No. 5951382. (DRETA).
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En el meu cas, I'inici va ser molt especial, on va ser la propia vida qui em va obrir el cami cap al
moén de la biologia molecular del cancer. Un mdén que ja em va fascinar i apassionar al cursar
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de la seva amistat. Just la setmana que entrava a treballar com a becaria del Dr. Matias-Guiu i del
Dr. Llombart, de manera inesperada la vida se li va truncar. Aixi que li agraeixo el fet d’haver-me
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Resums

RESUM

Els dos subtipus més freqlients de cancer d’endometri (CE) sén el carcinoma endometrioide (CEE) i el
carcinoma serds (CSE). El diagnostic diferencial entre aquestes dues tipologies no sempre és facil, hi ha
casos que presenten caracteristiques histologiques molt dubtoses i ambiglies que dificulten el correcte
diagnostic final. Aquests dos tipus tumorals presenten diferents perfils moleculars i un pronostic diferencial,
fent que el CSE sigui el subtipus més agressiu i amb el pronostic més desfavorable. Actualment s’esta
posant en coneixement la importancia que pot jugar I'heterogeneitat intratumoral (HIT) en els
comportaments més agressius dels tumors i en la resistencia als tractaments, com és el cas del CSE. En els
ultims anys, la irrupcid de les tecnologies d’alt rendiment com la NGS (Next Generation Sequencing) i la
MLPA (Multiple Ligase-dependent Probe Amplification) han ofert I'opcié d’ampliar el coneixement

molecular del cancer d’'una manera més precisa i resolutiva.

Per aquests motius, els dos primers objectius d’aquesta tesi s’han centrat en analitzar, en els dos tipus més
frequients de cancer d’endometri, diverses alteracions moleculars que ens permetin obtenir uns perfils
genetics especifics, i classificar d’'una manera més precisa i objectiva aquests dos tipus tumorals. Per
realitzar les analisis de les alteracions genétiques s’han utilitzat, I'aplicacié de targeted sequencing (NGS)
amb un panell personalitzat de 40 gens per determinar els gens alterats respecte a variants somatiques, i la
tecnica MLPA per determinar les alteracions somatiques en el nimero de copies (ASNC) de 106 gens.
Finalment, el tercer objectiu s’ha focalitzat en coneéixer el paper que juga |’heterogeneitat intratumoral en
el CSE. L'efecte de I'HIT ha estat estudiat a dos nivells d’alteracié molecular, a nivell de 'alteracié dels gens
determinant variants somatiques i de l'alteracid en el nimero de copies dels gens, mitjancant les dues

tecniques anteriors.

Els resultats del primer objectiu d’aquesta tesi han demostrat la idoneitat del nostre estudi personalitzat de
NGS com a eina molecular addicional per confirmar la classificacié histologica del CE. Aquesta estratégia
sembla interessant com una eina per classificar tumors amb troballes microscopiques inusuals i ambigues.
Amb els resultats del segon objectiu s’ha descrit que de manera general el CSE presenta moltes més ASNC
que el CEE. Tot i aix0, també s’ha mostrat que dins el CSE hi ha un percentatge de casos (42%) que
presenten unes caracteristiques genétiques que no es corresponen amb el fenotip, i que per tant, en
aquests casos pot ser de gran ajuda I'Gs del perfil genétic d’ASNC per realitzar una classificacio més
correcta. A més a més, s’ha suggerit I'Us de la combinacié de la determinaci6 de p53 per
immunohistoquimica i del nimero de copies de la CCNE1 per classificar els casos dins el grup serous-like.
Per finalitzar, els resultats del tercer objectiu han mostrat que el CSE, per una banda, presenta unes
alteracions moleculars clonals com les variants somatiques al gen TP53 i guanys en els gens CCNE1 i PIK3CA,
i per altra banda, que la seva heterogeneitat intratumoral esta caracteritzada principalment per les ASNC
dels gens. A més a més, s’ha remarcat que un dels gens principalment afectats per aquesta heterogeneitat

és el gen ERBB2, que és una diana terapéutica ampliament utilitzada.



Resums
RESUMEN

Los dos subtipos mas frecuentes de cancer de endometrio (CE) son el carcinoma endometrioide (CEE) y el
carcinoma seroso (CSE). El diagndstico diferencial entre estas dos tipologias no siempre es facil, hay casos
que presentan caracteristicas histolégicas muy dudosas y ambiguas que dificultan su correcto diagndstico
final. Estos dos tipos tumorales presentan perfiles moleculares y prondsticos diferenciales, haciendo que el
CSE sea el subtipo mas agresivo y con el prondstico mas desfavorable. Actualmente se esta poniendo en
conocimiento la importancia que puede jugar la heterogeneidad intratumoral (HIT) en los comportamientos
mas agresivos de los tumores y en la resistencia a los tratamientos, como es el caso del CSE. En los ultimos
afnos, la irrupcién de las tecnologias de alto rendimiento como la NGS (Next Generation Sequencing) y la
MLPA (Multiple Ligase-dependiente Probe Amplification) han ofrecido la opcion de ampliar el conocimiento

molecular del cancer de una manera mas precisa y resolutiva.

Por estos motivos, los dos primeros objetivos de esta tesis se han centrado en analizar en los dos tipos mas
frecuentes de cdncer de endometrio varias alteraciones moleculares que nos permitan obtener unos
perfiles genéticos especificos, y clasificar de una manera mas precisa y objetiva estos dos tipos tumorales.
Para realizar los andlisis de las alteraciones genéticas se han utilizado, la aplicacién de targeted sequencing
(NGS) con un panel personalizado de 40 genes para determinar los genes alterados respecto a variantes
somaticas, y la técnica MLPA para determinar las alteraciones somaticas en el nimero de copias (ASNC) de
106 genes. Finalmente, el tercer objetivo se ha focalizado en conocer el papel que juega la heterogeneidad
intratumoral en el CSE. El efecto de la HIT ha sido estudiado a dos niveles de alteracion molecular, a nivel de
la alteracién de los genes analizando las variantes somaticas y la alteracién en el numero de copias de los

genes, mediante las dos técnicas anteriores.

Los resultados del primer objetivo de esta tesis han demostrado la idoneidad de nuestro estudio
personalizado de NGS como herramienta molecular adicional para confirmar la clasificacién histoldgica del
CE. Esta estrategia parece interesante como una herramienta para clasificar tumores con hallazgos
microscopicos inusuales y ambiguos. Con los resultados del segundo objetivo se ha descrito que de manera
general el CSE presenta muchas mdas ASNC que el CEE. Sin embargo, también se ha mostrado que dentro el
CSE hay un porcentaje de casos (42%) que presentan unas caracteristicas genéticas que no corresponden
con el fenotipo, por lo que en estos casos puede ser de gran ayuda el uso del perfil genético de ASNC para
realizar una clasificacion mds correcta. Ademas, se ha sugerido el uso de la combinacidon de la
determinacién de p53 por inmunohistoquimica y del nimero de copias de la CCNE1 para clasificar los casos
dentro del grupo serous-like. Para finalizar, los resultados del tercer objetivo han mostrado que el CSE, por
una parte, presenta unas alteraciones moleculares clonales como las variantes somaticas en el gen TP53 y
ganancias en los genes CCNE1 y PIK3CA, y por otra parte, que su heterogeneidad intratumoral esta
caracterizada principalmente por las ASNC de los genes. Ademas, se ha remarcado que uno de los genes
principalmente afectados por esta heterogeneidad es el gen ERBB2, que es una diana terapéutica

ampliamente utilizada.



Resums

ABSTRACT

The two most common subtypes of endometrial cancer (CE) are endometrioid carcinoma (CEE) and serous
carcinoma (CSE). Differential diagnosis between these two types is not always easy, there are cases with
very doubtful and ambiguous histological features that make it difficult their final diagnostic. These two
tumor types have different molecular profiles and differential prognosis, making the CSE the most
aggressive subtype and with the most unfavorable prognosis. At present, the importance of intratumoral
heterogeneity (HIT) can be played out in the most aggressive behaviors of tumors and in resistance to
treatment, as in the case of CSE. In recent years, the advent of high-performance technologies such as NGS
(Next Generation Sequencing) and MLPA (Multiple Ligase-dependent Probe Amplification) have offered the

option of extending molecular knowledge of cancer in a way more accurate and resolute.

For these reasons, the first two objectives of this dissertation have been to analyze in the two most
common types of endometrial cancer, various molecular alterations that allow us to obtain specific genetic
profiles, and to classify more precisely and objective these tumor types. To preform genetic alteration
analyzes have been used the application of targeted sequencing (NGS) with a personalized panel of 40
genes to determine the altered genes with respect to somatic variants, and the MLPA technique to
determine somatic alterations in the number of copies (ASNC) of 106 genes. Finally, the third objective was
focused on understanding the role that intratumoral heterogeneity plays in CSE. The effect of HIT has been
studied at two levels of molecular alteration, at the level of the genes determining somatic variants and the

number of copies of the genes, using the two previous techniques.

The results of the first objective of this thesis have shown the suitability of our personalized NGS study as
an additional molecular tool to confirm the histological classification of CE. This strategy seems interesting
as a tool for classifying tumors with unusual and ambiguous microscopic findings. The results of the second
objective have described that in general the CSE has many more ASNCs than the EEC. However, it has also
been shown that in the CSE there is a percentage of cases (42%) that have genetic characteristics that do
not correspond to the phenotype, and therefore in these cases the use may be very helpful of the ASNC
gene profile for more accurate classification. In addition, the combination of p53 determination by
immunohistochemistry and the number of CCNE1 copies has been suggested to classify cases within the
group serous-like. Finally, the results of the third objective have shown that CSE, on the one hand, has
clonal molecular alterations such as the somatic variants in the TP53 gene and gains in the CCNE1 and
PIK3CA genes, and on the other hand, that its intratumoral heterogeneity is characterized mainly by the
ASNC of the genes. It has also been emphasized that one of the genes that is most affected by this

heterogeneity is the ERBB2 gene, which is a widely used therapeutic target.
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Estructura de la tesi

ESTRUCTURA DE LA TESI

La tesi s’estructura en un total de 6 capitols. En el primer dels capitols es presenta una introduccié
a la tematica d’estudi, fent eémfasi en I'estat actual de la recerca del cancer endometri i en les
oportunitats que els avangos en la biologia molecular poden aportar en aquest camp. En el segon
dels capitols es presenten les hipotesis i objectius especifics de la tesi, mentre que en el tercer
capitol es descriuen els materials i metodes emprats per a la consecucié d’aquests objectius. Per
ultim, el capitol 4 mostra els resultats obtinguts i en el capitol 5 es discuteixen els resultats
obtingus abans de presentar les conclusions de la tesi (Capitol 6). Cal apuntar que, tot i que no es
tracta d’'una tesi amb format d’articles cientifics, els resultats corresponents als objectius
especifics OE1 i OE3 han estat publicats en revistes indexades dintre el JCR-SCI. Aquests articles es
presenten a l'annex Il. La figura 1 mostra de manera esquematica l'estructura de la tesi i la

interelacié entre capitols.
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VS: variants somatiques, EP: expressio proteines, ASNC: alteracié somatica nimero de copies,
CEE: carcinoma endometrioide d’endometri, CSE: carcinoma serds d’endometri,

TS: targeted sequencing, MLPA: multiplex ligase-dependent probe amplification,

SS: Seqlienciacié Sanger, IHQ: immunohistoquimica, SISH: silver in-situ hybridization
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RESULTATS

ARTICLES PUBLICATS

OE1: Cuevas D, et al. Targeted sequencing with a customized panel to assess histological typing in endometrial carcinoma.
Virchows Arch. 2019;474(5):585-98.

OE3: Cuevas D, et al. Intratumor heterogeneity in endometrial serous carcinoma assessed by targeted sequencing and
multiplex ligation-dependent probe amplification: a descriptive study. Histopathology. 2020; 76(3): 447-460.
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Figura 1. Estructura esauematica de la tesi
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Introduccid

1 EL CANCER

El cancer és un terme geneéric que designa un grup ampli de malalties, més de 200, que poden
afectar a qualsevol part del cos. Aquesta malaltia és un greu problema de Salut Publica a nivell
mundial, a Europa per I'any 2018 es va estimar una incidéncia aproximada de 3,9 milions de casos
nous, i de 1,93 milions de morts.! A Espanya s’estima que per a I’any 2035 aquesta xifra sigui de
315.413 casos nous. Segons les dades recollides a I'any 2016, a I'estat espanyol el cancer va
suposar la segona causa de mort, després de les malalties del sistema circulatori. A la figura 2 es

mostra la distribucié de la incidéncia dels tumors més freqiients a Espanya I'any 2017.2

De vegades també es fa referencia al cancer com tumors malignes o neoplasies malignes.
Cadascun d’aquest tipus de cancer posseeix unes caracteristiques particulars que fa que es puguin

arribar a considerar com a malalties independents, amb les seves causes, evolucions i tractaments

especifics.
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Figura 2. Incidéncia dels tumors més freqlients a Espanya I'any 2017.2
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El cancer s’esdevé quan les cel-lules d’'un determinat teixit, a causa de la incorporacié d’alguna o
algunes alteracions moleculars, deixen de respondre a les senyals de control del seu creixement.
Aixi les caracteristiques definitories del cancer sén la capacitat de divisid accelerada i sense
control de les seves cel-lules, i la capacitat d’aquestes d’estendre’s més enlla dels seus limits
habituals envaint teixits adjacents i disseminant-se a altres organs mitjangant el procés anomenat
metastasis. A la vegada, el cancer també es coneix com una malaltia d’origen genétic i epigenetic,
ja que es sap que el seu origen i la seva progressié és deguda a I'acumulacié d’alteracions
moleculars en les seves cel-lules que li permeten adquirir les caracteristiques definitories

conegudes com els hallmarks del cancer (figura 3).3°

El gran repte en I'estudi del cancer és esbrinar i entendre com es van adquirint aquestes
alteracions, com afecten a la progressié dels tumors i a la capacitat de metastasis amb I'objectiu
de realitzar diagnostics precogos, pronostics acurats, i aconseguir una medicina eficient i

personalitzada per al tractament del cancer.
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Figura 3. Els 10 hallmarks del cancer.*
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1.1 CRONOLOGIA DELS ESTUDIS MOLECULARS DEL CANCER

A continuacié es detalla com ha estat I’evolucié historica dels estudis moleculars del cancer, des

dels inicis de la humanitat fins a I'actualitat (figura 4).

EVOLUCIO HISTORICA DE
L’ESTUDI DEL CANCER del s XX al XXI
inicis 2000,
del sXVI al sXVIII The Cancer Genome Atlas - -
s
1773-1758, o .
Potti Hill, finals anys 90, Apartir 201_0, B
primera descripcié Projecte Genoma Huma Seqienciacio tercera generacio,
inicis de la_humanitat factors de risc = | 165
fins al sXV — 1889, finals anys 80, N . .

. 1659-1742, Paget, Bishop i Knudson, mef:lrcllna personalltza‘d'a ‘amb
400A¢, Stahli Hoffman, teoria de la llavor i Oncogensi terapies moleculars dirigides
Hipocrates, generacio de la limfa procés metastasis gens supressors tumorals i —
karkinos,

= — heterogeneitat intratumoral

teoria humoral finals anys 80

| 1575-1674, 1860, - A I
Lusitanii Tulp, Tiersch, Fr?;kl|n, Watsoni Crick, descobriment un alt ventall
1690 Acf cancer contagios metastasis .G‘. 'ert, Ma“imt ?anger biomarcadors moleculars
antic Egipte, inici sequienciacio ADN
papir Edwin Smith — I= = B a partir 2005
- 1628,1761, 1555' 1890,1914, Segtienciacio segona generacio,
150000AC, Harvey i Morgani, Virchows, Hansemann i Boveri, NGS
estudis paleopatologics primeres autopsies inici teoria cel-lular inici teoria molecular i Bioinformatica

Figura 4. Evolucid historica de I'estudi molecular del cancer.

DELS INICIS DE LA HUMANITAT AL SEGLE XV

En I'actualitat pensem que el cancer és un malaltia moderna conseqiiéncia dels estils de vida
actuals i dels canvis mediambientals que s’han anat produint en les Ultimes décades; pero, es

tracta d’'una malaltia que ha acompanyat a la humanitat des de la seva aparicié.

Estudis paleopatologics han mostrat evidéncies de lesions comparables amb el cancer en humans
des de fa més de 150000 anys. Les primeres referencies documentades al cancer les trobem en
papirs de I'antic Egipte com el papir d’Edwin Smith (1600 aC) on es descriuen diferents tipus
d’dlceres o tumors de la regid de la mama i es diu que no hi havia tractament per a la
determinada condicid. Perd el primer que va batejar aquesta malaltia va ser el grec Hipocrates
(400 aC), el pare de la medicina. Ell la va anomenar karkinos, paraula que amb grec vol dir cranc,
la va descriure com la presencia d’unes lesions ulceroses croniques, de vegades endurides que es
desenvolupen progressivament i sense control, expandint-se pels teixits com si fossin les potes

d’un cranc. Més tard, el metge roma Celsus (28-50 aC) va traduir la paraula grega karkinos al llati
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com cancer. Cent anys després el metge roma Galeno (130-200dC) va utilitzar la paraula onkos

que significa inflamacié per descriure els tumors.

Fins aquesta época, les causes de I'origen del cancer havien estat atribuides als Déus en I'antic
Egipte, o a partir d’ Hipocrates, segons la seva teoria humoral, al desequilibri dels quatre humors i
a I'excés de la bilis negra. Cal dir que durant I'epoca medieval, sobretot per la influéncia del
Cristianisme, es va abandonar l'interés cientific iniciat pels grecs, i no va ser fins arribar al

Renaixement que va ressorgir I'interés per la ciéncia.t™®

DELS SEGLES XVI AL XVIII

Entre els segles XVI i XVIII es van realitzar interessants aportacions observacionals i cientifiques
per poder entendre millor el cancer. Aixi tenim les autopsies de Harvey (1628) i Juan Morgani de
Padua (1761) que van portar a una millor comprensié de la circulacié de la sang i del cancer.
També els estudis de Lusitani (1575-1642) i Tulp (1593-1674) que concloien que el cancer era
contagios. Els estudis de Stahl (1659-1734) i Hoffman (1660-1742) van suggerir que el cancer era
el resultat de la fermentacié i la degeneracié de la limfa. També, cap al s XVIlIl comencen a sorgir
altres conceptes relacionats amb el cancer com els factors de risc en el seu desenvolupament. Aixi
Pott (1773) va relacionar I'efecte de la pols del carbd i el cancer d’escrot, i Hill (1759) va ser el

primer en relacionar el tabac amb el cancer.®?

EL SEGLE XIX

A partir del s XIX va ser quan van comencar a sorgir les teories relacionades amb la patologia
cel-lular gracies a I'aveng en el camp de la microscopia. L’alemany Muller va suggerir que el cancer
estava format per cel-lules i no per limfa. En aquest ambit, un dels grans passos el va donar el seu
estudiant Virchow al 1855 qui va demostrar que tota cel-lula provenia d’una altra cel-lula, i que
per tant les cel-lules canceroses també devien provenir d’altres cél-lules, proposant la teoria de la
irritacio cronica on deia que el cancer s’expandia com un liquid. Al 1860 I'alemany Karl Thiersch va
determinar que el cancer es dispersava a través d’un procés anomenat metastasi on eren les
cél-lules del tumor les que es dispersaven, i no a través d’un fluid no identificat. També en aquest
segle es troba I'aportacié de Paget que va postular la teoria de la llavor i el terreny per explicar el

procés de la metastasi.t™®
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ELS SEGLES XX | XXI

Entre finals del s XIX i inicis del s XX van comencar a sorgir les idees de les primeres teories
moleculars de la ma de David von Hansemann (1890) i Theodor Boveri (1914), sent els primers en
proposar que el cancer era causat per unes alteracions cromosomiques, o sigui que el cancer era
una malaltia causada per alteracions al genoma. Tot i aixd, no va ser fins a finals dels anys 80,
guan es van poder confirmar aquestes teories gracies als diversos estudis de R. Franklin, F. Sanger,

W. Gilbert, A. Maxam, J. Watson i F. Crick, relacionats amb I'estructura de I’ADN (Acid

Desoxiribonucleic) i amb les primeres idees de seqiienciacio del genoma.

En aquest periode es van descobrir els gens causants del cancer: els oncogens i els gens
supressors tumorals, i també es van establir les primeres classificacions dels tipus d’alteracions
genétiques que els podien afectar com les substitucions de nucleotids, les alteracions en el
numero de copies dels cromosomes i gens, i els reordenaments cromosomics (figura 5). El primer
oncogen va ser el gen SRC (SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase) descobert per
Bishop gracies a les seves investigacions amb el Virus del Sarcoma de Rous, i el primer gen
supressor tumoral va ser RB1 (RB Transcriptional Corepressor 1) descobert per Knudson amb els
seus estudis del retinoblastoma. En aquests anys també es va comencar a reconeixer el paper de

I’epigenética com un altre factor mediador del desenvolupament del cancer.

Point mutations Copy number alterations Translocations
AGT Amplification
Arg
CGT =2 + —r
Cys A 3
L -
TGT
GGT ~ ser [ ]
Gly L —
GAT — l
Asp —
Activation of oncogenes-
,‘:FT EREBZ in breast cancer i
a
Activation of many genes-
GTT Deletion BCR-ABL in CML

Activation of oncogenes-
RAS genes in many cancers
Inactivation of TS genes-
TP53 in many cancers

Inactivation of TS genes-
RET in retinoblastoma

Figura 5. Els tipus d’alteracions moleculars més frequients en cancer.10
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Aquests estudis i molts altres que van anar sorgint a posteriori van posar en evidencia la gran
complexitat molecular del cancer. Cap a finals dels anys 90, gracies als avengos tecnologics i a
I'augment de la capacitat analitica en I'ambit de la biologia molecular es van comencar a definir
projectes moleculars molt ambiciosos a nivell mundial. Un d’ells va ser el Projecte del Genoma
Huma que va comengar el 1990 i va finalitzar I'any 2001, aproximadament. Amb la disponibilitat
de la seqiiencia del genoma es va comencar a desenvolupar un nou camp de recerca, I'estudi del
genoma del cancer que tenia com a objectiu principal identificar llocs recurrents d’alteracio
molecular en els diferents tipus de cancer. D’acord amb aix0, es va engegar el projecte The Cancer

Genome Atlas (TCGA) que va comengar al 2006 i va acabar al 2009.%1°
L’ACTUALITAT

El camp de I'estudi de la biologia molecular del cancer, des dels inicis del s XXI fins I'actualitat, ha
viscut un procés de constant revolucié tecnologica. Aquesta revolucié, sobretot, ha estat
associada a la millora de la tecnologia de la seqlienciacid, la qual permet desxifrar la seqiiencia de
nucledtids que conformen un fragment d’ADN o ARN (Acid Ribonucleic). L’inici d’aquesta
revolucié data cap a lI'any 1977 amb l'adveniment de la seqlienciacid de primera generacio
liderada per Frederick Sanger, que va definir el métode de seqlienciacio de terminacié de cadena,
basat en I'Gs de dideoxinucledtids.’'#13 Amb aquesta laboriosa tecnologia, on s’ha d’anar
seqlienciant mostra a mostra i fragment a fragment s’aconsegueix seqlienciar de manera continua
un fragment de fins a 1000pb. Una de les fites més importants de la seqiienciacié Sanger, gracies
a I'ds de l'estratégia de seqlienciacié shotgun, va ser aconseguir la primera seqiienciacié del
genoma huma complert (3 bilions de bases de longitud) a I'any 2001 amb un temps de 13 anys

(1988-2001) i un cost d’'uns 2700 milions de dolars.*

A partir d’aquest moment va sorgir la necessitat de millorar aquesta tecnologia, per tal de fer-la
més rapida i amb més rendiment. Aixi va apareixer a I'any 2005 I'anomenada seqienciacié de
segona generacio (Next Generation Sequencing (NGS)) o també anomenada seqiienciacié massiva,
la qual veritablement va revolucionar el camp de la seqienciacid de I’ADN. A diferencia de la
sequenciacié Sanger les longituds dels fragments en la NGS oscil-len entre 30 i 450 pb. L’avantatge
principal de la NGS és que té la capacitat de seqiienciar paral-lelament, i de forma massiva,
milions de fragments d'ADN en un Unic procés, d'una o diferents mostres a la vegada, en un
temps record i amb un cost cada vegada més reduit. Inicialment aquesta tecnologia era molt cara,

perd en |'actualitat s’han abaratit els costos d’una manera excepcional.’®
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Ara amb la NGS es pot seqiienciar un genoma huma sencer amb un preu aproximat de 1000
dolars amb un temps d’unes dues setmanes (lllumina 2016). Aixi en aquest camp ja s’ha deixat de
complir la llei de Moore, la qual preveia que es dupliqués la capacitat de sequlenciar cada dos
anys, i ara és cada 6-9 mesos (figura 6). En l'actualitat la NGS s'esta utilitzant en el camp del
cancer en aspectes com el diagnostic, el seguiment de la malaltia i en I'avaluacio del I'eficacia dels

tractaments oncologics.*®

Cost per Human Genome

$100,000,000
$10,000,000
$1,000,000
$100,000

$10,000

genome gov/sequencingeosts
$100 )

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 2012 2013 A4 M5 W16 W17 2018 219

Figura 6. Evolucio del cost de la seqlienciacié del genoma huma en els ultims 18 anys.16

A remolc de la NGS, a partir de I’'any 2010 van comencar a sorgir les tecnologies de seqlienciacié
de tercera generacié (Third Generation Sequencing (TGS)) amb I'objectiu de poder seqiienciar
fragments molts més llargs que el que ofereix la NGS i resoldre els problemes i reptes que aquesta
genera. Les tecnologies TGS permeten realitzar la seqlienciacié d’una Unica cel-lula (single cell
sequencing) evitant processos d’enriquiment, i optimitzant el cost i el temps. Dues d’aquestes
noves tecnologies son la desenvolupada per Oxford Nanopore Technologies (ONT) i la de Pacific
Biosciences (PacBio) basada en la metodologia SMRT (Single Molecule Real Time). Aquesta
novedosa tecnologia té la fita de poder arribar a tenir plataformes tecnologiques on es pugui fer
una analisi integrada del transcriptoma, epigenoma, genoma, metaboloma, I'anotacié clinica i la

informacio fenotipica.'**’
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Per tal de poder analitzar tota la informacié molecular generada a partir d’aquestes tecnologies
d’alt rendiment (el que s’anomena big data) ha estat necessari la incorporacié d’un altre camp
interdisciplinar com és la bioinformatica, encarregada d’aplicar les ciéncies computacionals i les

tecnologies de la informacié per al tractament de les dades moleculars.

Amb tots aquests estudis s’ha aconseguit identificar una gran quantitat i diversitat de
biomarcadors tumorals com: una gran diversitat de mutacions, translocacions, amplificacions i
pérdues geniques, sobreexpessié o pérdua d’expressid de proteines, deteccid d’exosomes, de
microARNs, de cél-lules circulants tumorals i d’ADN circulant tumoral. A més a més, també han
posat de manifest I'existéncia de I’heterogeneitat genetica del cancer, tant a nivell intratumoral
com intertumoral. A la taula 1 es mostra un llistat de diferents gens relacionats amb el cancer, els
guals han estat descoberts gracies a la revolucid tecnologica. L'Us d’aquests biomarcadors esta
permetent tenir diagnostics més especifics i més precocos, avaluar millor el pronostic, disposar
d’una medicina més personalitzada amb terapies dirigides, i predir d’'una manera més eficient les
respostes a les terapies. D’altra banda, totes aquestes dades han permeés conéixer un ampli
ventall de processos moleculars que dirigeixen els processos de carcinogénesi, i han posat de
manifest que és necessaria una comprensié molt més profunda dels factors que governen la

integritat del genoma i I’evolucié del genoma del cancer.>**°
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Taula 1. Biomarcadors moleculars descoberts en la caracteritzacié genomica del cancer, i la seva relaci6 amb els
processos cel-lulars en qué estan implicats.?

Table 2. Discoveries from Cancer Genome Characterization

Cellular Process Altered by Genomic Aterations

Examples of Cancer Genes Discovered (or Extended to New Cancers’) by Genomics

RTK signaling

EGFR," ERBB2,** MET,"" ALK,"" JAK2," RET ** ROS,*" FGFR1,** FGFR2,"
PDGFRA,** and CRKL®

MAPK signaling (oncogenes) KRAS,** NRAS,“" BRAF, * and MAP2K1*

MAPK signaling (TSG) NF1*®

PI3K signaling (oncogenes) PIK3CA" AKT1," and AKT3"

PI3K signaling (TSG) PTEN"® and PIK3R1®

Notch signaling (oncogene or TSG) NOTCH1,° NOTCH2 © and NOTCH3®

TOR signaling (TSG) STK11,** TSC1,*® and TSC2**

Wnt/p-catenin signaling (TSG) APC*® and CTNNB1**

TGF-f signaling (TSG) SMAD2,** SMAD4,*® and TGFBR2"

NF-xB signaling (oncogene) MYD8sg*

Other signaling RAC1,* RAC2," CDC42,* KEAP1,® MAP3K1,° MAP2K4 ° ROBO1,° ROBO2,° SLIT2,®
SEMA33\.” SEMASE,” ELMO1,” and DOCK2®

Epigenetics DNA methylation DNMT3A®

Epigenetics DNA hydroxymethylation TET2®

Chromatin histone methyltransferases MLL,*® MLL2 ® MLL3P EZH2° NSD1,° and NSD3®

Chromatin histone demethylases JARIDTA " UTX,” KDM5A,” and KDM5C®

Chromatin histone acetyltransferases CREBP ® and EP300°

Chromatin SWI/SNF complex SMARCA1,*® SMARCA4,° ARID1A.® ARID2,® ARID1B.® and PBRM1®

Chromatin other CHD1,° CHD2,® and CHD4"

Transcription factor ineage dependency or oncogene
Transcription factor other

MITF,* NKX2-1," SOX-2," ERG," ETV1," and CDX2"
MYC,** RUNX1,° GATA3,” FOXA1,” NKX3.1,° SOX9,” NFE2L2," and MED12”

Splicing SF3B1,° U2AF1,° SFRS1,° SFRS7,° SF3A1 % ZRSR2,® SRSF2,° U2AF2 °
and PRPF408°

RNA abundance Dis3’

Translation/protein homeostasis/ubiquitination SPOP” FBXW7," WWP1,*® FAM46C,” and XBP1®

Metabolism IDH1* and IDH2 *

Genome integrity TP53,"® MDM2,* MSH,*® MLH,*® and ATM*®

Telomere stability TERT promoter mutations®

Cell cycle (oncogene) CCND1**and CCNE1**

Cell cycle (TSG) CDKN2A,*® CDKN2B,** and CDKN18"

Apoptosis regulation MCL1," BCL2A1," and BCL2L1"

“"Activating mutation or amplification.

“Inactivating mutation or deletion.

“Both activating and inactivating genomic events observed.

“Effect of mutations on protein function unknown.
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1.2 EVOLUCIO CLONAL | SUBCLONAL DEL CANCER

Fa uns quaranta anys Peter Nowell (1976) va proposar el model d’evolucié clonal del cancer.®
Aguest model s’ha pogut confirmar i matisar gracies a la gran resolucié de les analisis moleculars
dels ultims anys. Segons aquest model, la progressid tumoral segueix un microprocés evolutiu
darwinia que pot durar decades i que una gran part del temps es manté clinicament ocult. La
iniciacié d’aquest procés ve determinada per I'adquisicid d’una o unes quantes alteracions
moleculars genétiques o epigenéetiques per part d’alguna cél-lula del teixit. Aquestes alteracions li
conferiran un avantatge selectiu positiu (per exemple un augment de la proliferacié i menys mort
programada (apoptosi) en relacié a les altres cel-lules del teixit, i desembocara en una expansié
clonal a partir d’aquesta cél-lula fundadora o clon fundador. Cal esmentar que hi ha estudis que
també parlen de la importancia de la seleccié negativa en aquest procés.'® Les alteracions
moleculars que permeten aquest avantatge selectiu positiu i que sén adquirides per la cél-lula
fundadora del tumor es coneixen com driver o conductores, en canvi, altres alteracions que no

produeixen un avantatge se les anomena passenger o passatgeres.®

Un cop iniciat el procés tumoral, aquest es va repetint d’'una manera dinamica donant-se durant
tota la seva vida, aixi a partir del clon inicial en cada etapa de la progressié es van generant noves
mini poblacions de cél-lules (subclons) que experimentaran noves expansions clonals (figura 7).2°
D’aquesta manera, en un tumor existiran unes alteracions driver i passenger clonals que estaran
presents en totes les cél-lules del tumor perqué provindran de la cel-lula clonal fundadora, i unes
alteracions drivers i passengers subclonals que provindran de poblacions subclonals generades a

posteriori i que només estaran presents en unes determinades poblacions cel-lulars.

Population size

Time

Figura 7. Il-lustracié esquematica de I'evolucio clonal del cancer al llarg del temps. Multiples subclons evolucionen a
partir del clon fundador (blau). 20
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A mesura que el tumor progressa, expandint-se en un microambient tumoral que té limitacié de
recursos, les cél-lules amb més capacitat de dividir-se, d’utilitzar més eficientment I'energia i de
migrar aconseguiran un avantatge selectiu. Aquestes aptituds funcionals avantatjoses estan
incloses a la revisié de Hanahan i Weinberg del 2011%, on es van redefinir els trets identificatius
del cancer (hallmarks) (figura 3). Aquests trets sén el manteniment de senyals proliferatives de
manera sostinguda, |'evasié de senyals supressores de divisions cel-lulars, la resisténcia a la mort
cel-lular, la immortalitat, la induccidé de I'angiogenesi i la capacitat d’invasio i de metastatitzar. A
més a més, també es van incloure altres punts clau en I'evolucié del cancer com sén la
reprogramacié del metabolisme energétic, I'evasié dels atacs del sistema immune i la capacitat de
generar un microambient tumoral favorable. En la figura 8 es mostren els components que

formen part d’aquest microambient tumoral.

Per resumir, podem dir que en un determinant moment del procés tumoral el tumor estara
format per una diversitat de poblacions cel-lulars subclonals gendmicament diferents entre elles.
Tota aquesta diversitat genomica intrinseca dels tumors és el que entenem per heterogeneitat

genética intratumoral.?°

Cancer Stem Cell (CSC)

Cancer-Associated Fibroblast 3
e = Cancer Cell (CC)

(o

Immune
Inflammatory Cells
(ICs)

Local & Bone marrow-
derived Stromal Stem
& Progenitor Cells

006060

Core of Primary Tumor Invasive Tumor Metastatic Tumor
microenvironment microenvironment microenvironment

Figura 8. Components del microambient tumoral. 4
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1.3 HETEROGENEITAT GENETICA DEL CANCER

D’acord amb la teoria de I'evolucidé clonal, I'heterogeneitat intratumoral (HIT) és atribuida a
I’'adquisicid continua d’alteracions genetiques i epigenetiques heretables i a la seleccié natural
produida pel canviant microambient tumoral dins un Unic tumor. Cal assenyalar que també
existeix |’heterogeneitat intertumoral que es refereix al fet que tumors del mateix tipus tinguin
caracteristiques geneétiques i fenotipiques diferents, per exemple tots els subtipus histologics i

moleculars del cancer d’endometri.

La magnitud de I'HIT en cada tipus de cancer depén de factors com la taxa de mutacions, la deriva
genetica, I'estructura de les poblacions cel-lulars en els teixits, el microambient i la seleccio
natural. L'HIT pot ser estudiada a nivell espacial analitzant diferents regions d’un mateix tumor, i a
nivell temporal analitzant el tumor primari i les seves metastasis.??>?32 Fins al moment actual hi
ha pocs estudis d’HIT a nivell temporal sobretot degut a la dificultat d’obtenir mostres de les
metastasis ja que de vegades estan en llocs inaccessibles, o passa massa temps des del tumor
primari fins a la metastasis. L'estudi espacial es pot fer a dos nivells de resolucid, a nivell de la
macroheterogeneitat, és a dir analitzant multiples regions d’un mateix tumor amb les técniques
estandards de seqlienciacié massiva, i a nivell de la microheterogeneitat que consisteix en
estudiar subclons cel-lulars incipients que potser encara no han comencat |'expansid clonal. Per
fer I'analisi de la microheterogeneitat s’han d’utilitzar tecnologies d’altissima resolucid més
recents com la seqlienciacié de ADN ultra profunda (ultra-deep DNA sequencing) i la seqiienciacié

cél-lula per cél-lula (single cell sequencing).®

Principalment hi ha dos models que intenten reconstruir la dinamica de la generacié de les
diferents poblacions subclonals durant el procés evolutiu, aquests son el model de I'evolucio
lineal seqiiencial i el de I'evolucié ramificada (branched evolution). El primer model es basa en el
fet que una poblacié cel-lular amb una alteracié molecular avantatjosa té temps per escombrar la
resta de poblacié abans de I'adquisicié d’altres alteracions avantatjoses, és a dir que la produccié
d’un clon no es ddna fins que I'anterior hagi acabat. El segon model, el de branched evolution, es
correspon amb I'escenari en qué multiples subclons diferents coexisteixen i competeixen durant
el creixement tumoral.®* Graficament aquests models es representen a través d’arbres
filogenetics que sén estructures canoniques que permeten la descripcié de les relacions
genealogiques entre les diferents poblacions que formen part del tumor. A la figura 9 es mostra

I'arbre filogénetic que exemplifica la branched evolution.*Y 2223 20
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Time

Figura 9. Arbre filogenetic que il-lustra la trajectoria de I’evolucié ramificada (branched evolution) en el temps. El clon
fundador (linia blava) representa el tronc de 'arbre. 20

Amb tots els estudis realitzats s’ha posat de manifest que I'HIT té una gran implicacié en la
progressié del cancer, i que representa un gran desafiament per al seu maneig i per a la medicina
de precisid. L'HIT té tota una série d’implicacions cliniques ja que és responsable: - dels biaixos en
la presa de mostres degut a la disposicid espacial aleatoria dels diferents subclons que fan que es
donin diagnostics moleculars incorrectes, - dels fracassos terapeutics degut a l'aparicié de
subclons resistents a les terapies, - de la preséncia d’alteracions driver tractades que estan
restringides només en una poblacié subclonal, i per tant aquest tumor sera tractat de manera
suboptima. En definitiva I'HIT és també responsable de la progressié del cancer i d’'un pitjor
pronostic, de tal manera que s’ha parlat que I'HIT es pot considerar un potencial biomarcador

prondstic,20.22:25-28
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2 TECNIQUES D’ALT RENDIMENT PER L’ESTUDI GENOMIC DEL CANCER

A continuacié es descriuen les dues tecnologies moleculars d’alt rendiment que han estat
utilitzades pel desenvolupament d’aquesta tesi. Aquestes sén la tecnica de la seqiienciacié de

nova generacio (NGS) i la tecnica MLPA (Multiplex Ligase —dependent Probe Amplification).
2.1 SEQUENCIACIO DE NOVA GENERACIO (NGS)

La NGS (Next Generation Sequencing) és una tecnologia que ens permet determinar la seqléncia
d’ADN o ARN d’una mostra, amb la finalitat d’estudiar la variacié genetica associada a una
malaltia, com el cancer, o a un altre fenomen biologic. En el nostre cas ens centraren en la NGS
aplicada a la seqlienciacié de I’ADN. Aquesta tecnologia permet I'analisi, en una mateixa carrera,
de centenars de milers de gens en una o diverses mostres. La NGS permet I'analisi i deteccié de
diferents tipus de caracteristiques genomiques com variants de nucleotids o mutacions,
alteracions en el nimero de copies, translocacions, entre d’altres. Enfront la seqienciacié
automatica Sanger, la NGS ofereix importants avantatges com: la millora del rendiment, per la
disminucié dels temps d’analisi i la major quantitat de mostres que es poden analitzar a la vegada;
la necessitat de menys input d’ADN; i la capacitat detectar variants al-léliques en freqiiéncies més
baixes. Tot i aix0, com que encara és una tecnologia bastant cara i déna certs errors de seqiéncia,
en 'actualitat la seqilienciacié Sanger encara es manté com la tecnica gold-estandard ja que és la
utilitzada per validar els resultats obtinguts amb la NGS, i per continuar seqlienciant en la practica

diaria de molts laboratoris de biologia molecular.?®
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2.1.1 APLICACIONS

La NGS ofereix un ampli ventall d’aplicacions en funcié de dues categories principals: les lectures
(reading) i el comptatge de les lectures (counting). Les aplicacions de lectura es focalitzen en la
propia seqliencia d’ADN o ARN p.e. per identificar variants genomiques o en I'assemblatge d’un
genoma desconegut; en canvi les aplicacions de comptatge de lectures es basen en la capacitat de
comptar quantitats de lectures i comparar aquests comptatges amb mostres tumorals i no

tumorals p.e. per determinar nivells d’expressid i alteracions en el nimero de copies dels gens.?

Aixi, en el cas de I'aplicacié per lectures tenim:

-la seqlienciacié de tot el genoma (Re-sequencing) on es busquen variants en una determinada
mostra al comparar-les amb un genoma de referéncia, en aquest cas tindriem la seqlienciacid del

genoma complert (Whole Genome Sequencing (WGS)).

-la sequenciaci6 amb enriquiment de regions d’interes que és una forma especifica de
reseqlenciacido que es focalitza només en seqiienciar unes determinades regions d’interes del
genoma (Targeted Sequencing (TS)) o tots els exons del genoma (Whole Exome Sequencing

(WES)).

-I'assemblatge de-novo (De-novo assembly) que es basa en identificar seqliencies genomiques

noves sense disposar d’un genoma de referéncia.

En el cas de les aplicacions basades amb el comptatge tenim:

-el ChiP-Seq/RIP-Seq que es basa en trobar dominis d’unié a proteines en ADN i ARN.

-el ARN-Seq que es basa en detectar noves isoformes i comparar nivells d’expressio génica.

-el microARN-Seq que es basa en detectar i comptar microARNSs.

Per al desenvolupament d’aquesta tesi s’ha utilitzat I'aplicacié de targeted sequencing (NGS).
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2.1.2 FLUX DE TREBALL

Tot i que en funcié de I'aplicacid i la plataforma de NGS utilitzada hi haura uns requeriments
especifics, el protocol general de la NGS, per l'aplicacié de targeted sequencing consisteix
principalment en: A. la preparacié de la llibreria, B. I'amplificacié clonal i la seqiienciacié massiva,

i C. I'analisi de les dades (pipeline bioinformatic) (figura 10).%°

ADN GENOMIC
—_— ——— FRAGMENTACIO | ENRIQUIMENT
= 8 é (CAPTURA/HIBRIDACIO)
e o)
—to NOMES ENRIQUIMENT (AMPLICONS) ’
Rt T PREPARACIO
l LLIBRERIA
R UNIO ADAPTADORS | INDEX ALS
FRAGMENTS
IMMOBILITZACIO FRAGMENTS
R — e S
A BOLES O SUPERFICIE SOLIDA
—— R ——

NI
ANy

ANALISI DE LES DADES
PIPELINE BIOINFORMATIC

| ' l AMPLIFICACIO CLONAL
At

Figura 10. Esquema del flux de treball de la NGS en I’aplicacié de targeted sequencing.3°
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A. PREPARACIO DE LA LLIBRERIA

Per molts estudis de recerca en cancer, focalitzats en la seqiienciacié de I’ADN, I'aplicacié de WGS
encara és molt costosa i cara, sobretot per les necessitats del processament computacional i
informatic. Aquest sobrecost i la seva complexitat son poc beneficioses quan es té I'objectiu
d’estudiar regions genomiques especifiques, i quan es vol donar als resultats obtinguts una
aplicacié clinica. Per tal d’abordar aquest problema, en molts estudis del cancer s’ha adoptat
I'aproximacié de la sequenciacié dirigida (targeted sequencing (TS)) d’un llistat de gens (panell)
associats a un determinat cancer o a un grup de cancers. Amb aquest enfocament s’aconsegueix
millorar la cobertura de les regions especifiques, analitzar diverses mostres a la vegada, simplificar

les analisis i la interpretacié del resultats, i reduir els costos totals de la seqiienciacid.!

La preparacié de la llibreria consisteix en preparar una col-lecci6 de fragments d’ADN d’una
longitud especifica per seqlienciar. En el cas de I'aplicacid de targeted sequencing on |'objectiu és
capturar del genoma complert només aquelles regions que siguin d’interes i es vulguin
sequenciar, la preparacid de la llibreria inclou el pas de l'enriquiment. Depenent de la
metodologia utilitzada es requerira un pas previ de fragmentacié de I’ADN genomic. El tipus de
fragmentacio sera diferent en funcié del tipus d’aplicacié que utilitzem, pot ser una fragmentacio
amb un metode fisic 0 amb una digestié enzimatica. A posteriori, els fragments d’ADN resultants
de I'enriqguiment s’han de lligar a unes seqliencies especifigues anomenades “adaptadors” que
son les que permetran seqienciar els fragments en una determinada plataforma de NGS. A més a
més, en el cas que s’utilitzen diferents mostres a la vegada, els fragments d’ADN també s’han de
lligar a unes seqliencies “index” que sén necessaries per marcar ’ADN de cada mostra.
L'aproximacié d’utilitzar moltes mostres a la vegada, anomenada pooling o multiplexing, permet

estalviar temps i costos en els experiments de seqiienciacié.’!

Existeixen dos metodes d’enriquiment, el metode basat amb una multiplex PCR (Polymerase
Chain Reaction) amb generacié d’amplicons, o el métode basat amb la captura/hibridacié (figura
11). La decisid de quins d’aquests metodes escollir depen de diferents factors com la plataforma
de NGS, la quantitat d’ADN de partida, la quantitat de regions que es volen capturar, i el cost i el
temps que es vol invertir. En el nostre cas vam escollir I'enriquiment amb multiplex PCR amb

generacié d’amplicons.3233
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A Amplicon-based assay B Hybridization capture-based assay
(Tiled amplicon approach )

Primer based

2>
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Figura 11. Il-lustracié dels dos métodes d’enriquiment, el basat en la generacid d’amplicons (A) i el basat en la
captura/hibridacié (B). 30

El metode de multiplex PCR amb generacidé d’amplicons es basa en amplificar les diferents regions
d’interés utilitzant sondes especifiques que flanquejaran aquestes regions. Abans de realitzar la
PCR s’uneixen les sondes i es produeix un procés d’extensio-lligacié de les regions d’interes. En
I"amplificacié els productes resultants de I'extensié-lligacié s’amplifiquen amb I'Us de primers que,
a més a més, afegiran als fragments anteriors les seqliencies index i els adaptadors. En el nostre

cas els index (i5, i7) i adaptadors (P5, P7) van ser els de la plataforma Illlumina.

Respecte el métode basat en la captura/hibridacié cal dir que existeixen diferents tipus de
sistemes d’enriquiment, pero tots ells funcionen de manera similar. Aquests sén els sistemes de
captura per circularitzacié, el d’hibridacié en solucid i el d’hibridacié en fase solida. El primer pas
és una fragmentacié previa de I’ADN, després es produeix la captura o hibridacio utilitzant sondes
especifiques biotinilades complementaries a les regions especifiques d’interes, i a posteriori es

realitza un aillament final de les regions d’interés amb I'Us de boles d’estreptavidina.

Per seleccionar les regions especifiques d’interes o panells de gens disposem de dues opcions.
Una és utilitzar un kit d’'una casa comercial que ja té un contingut de molecules preseleccionat, i
I'altra és fer un disseny customitzat del panell especific de gens. Actualment, les cases comercials,
disposen de softwares amb algoritmes especifics per fer aquests dissenys. La cobertura del

disseny (coverage) dependra de I'algoritme utilitzat i de diferents factors que poden afectar
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I’eficiencia de I’enriquiment. Un d’aquests factors, inherents a les seqtiencies d’ADN, son aquelles
regions que tinguin valors extrems en els percentatges de guanines i citosines (<25% o >65%) ja
gue tenen un considerable impacte negatiu en I'eficiencia de I'enriquiment, aquestes zones solen

ser les 5’UTR/promotores i els primers exons de cada gen.

B. AMPLIFICACIO CLONAL | SEQUENCIACIO

Abans de la seqlienciacid, la llibreria s’"ha d'immobilitzar en una superficie solida i s’"ha d’amplificar
clonalment per tal d’incrementar les senyals i que puguin ser detectades durant la seqlienciacio.
Durant aquest procés, cada fragment Unic de la llibreria és lligat, mitjancant els adaptadors, o a
una bola (figura 12B) o a una cel-la de flux (flow cell) (figura 12A) i és amplificat per poder crear un
conjunt de copies idéntiques o també anomenat clon o cluster. Tots els fragments amplificats de

manera clonal seran seqlienciats a la vegada en una plataforma de NGS.

Fragmentsde la Els extrems Sintesi doble Desnaturalitzacio per La repeticio fiels dos
llibreria units a tambeé - crear \frggments passos anteriors crea
la flow cell s’uneixen a la individuals els c/usrgrs‘ dg
flow cell fragments idéentics
A A A

B7 BN /B /7 -
Cada bola uneix PCR en emulsio
Fragmentsde la . o
X X un unic crea milions de
llibreria o
fragment copies
identiques

Figura 12. Il-lustracié dels dos métodes d’amplificacié clonal, A) el de bridge amplification, i B) el de PCR d’emulsié. 30
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Durant aquests anys han sorgit diferents plataformes comercials per realitzar la NGS com Roche-

454, Termo Fisher Scientific i lllumina. Aquestes plataformes es diferencien en diversos aspectes

com el tipus de metode d’amplificacié clonal, el tipus de quimica de seqiienciacid, la longitud de

les lectures obtingudes, la capacitat d’emmagatzematge de dades, els temps dels protocols, i el

cost, entre d’altres (taula 2).3*

Taula 2. Descripci6 de les caracteristiques de les principals plataformes de NGS.

ROCHE/454 TERMO FISHER SCIENTIFIC ILLUMINA
. . ION TORRENT PGM SOLiD . .
Equips GS FLX, GS Junior (xip 316, xip 318, Proton) (4, ahq, P1) HiSeq, MiSeq
Capacitat dades 700Mb, 70Mb 100 Mb, 1Gb, <1Gb 100 Gb, 300 Gb, 77 Gb 1000 Gb, 15Gb
Longitud lectures (pb) 1000, 700 200 75 2x125, 2x300

Seqlienciacié per sintesi
amb deteccio H*
alliberats

Piroseqlienciacid
amb deteccio Ppi
alliberats

Meétode seqlienciacio

Els adaptadors
dels fragments
s'uneixen als
oligonucleotids de les
boles, i les boles es
distribueixen en pous
d'una placa
semiconductora

Els adaptadors dels
fragments
s'uneixen als
oligonucleotids de
les boles, i les boles
es distribueixen en
pous d'una placa
picotiter

Carrega a l'equip

Amplificacio clonal PCR en emulsié PCR en emulsié

Enzim seqiienciacio ADN polimerasa ADN polimerasa

Sequenciacio per
sintesi amb
terminacio reversible
i deteccid nucleotids
fluorescents

Seqlienciacio per
lligacié amb deteccio
sondes fluorescents

Els adaptadors dels
fragments s'uneixen als
oligonucleotids
complementaris de les
boles, i les boles

Els adaptadors dels
fragments s'uneixen
als oligonucleotids
complementaris de

s'uneixen a una flow la flow cell
cell
PCR en emulsid Bridge amplification

ADN lligasa ADN polimerasa
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Els seqlienciadors 454 de Roche van ser els primers en sortir al mercat i en 'actualitat estan en
desus. En aquesta plataforma I'amplificacié clonal es realitza mitjancant una PCR en emulsié
(figura 12B), i el mecanisme de seqiienciacid esta basat en la piroseqiienciacio, que és un tipus de
sequenciacio per sintesi. La PCR en emulsié es basa en I'Gs d’unes boles que estan recobertes per
oligonucleotids especifics, que sén complementaris als adaptadors que els fragments de la
llibreria ja tenen incorporats. Cadascuna de les boles s’associa a un unic fragment, i cada complex
bola/fragment és aillat en una micel-la d’aigua-oli que conté els reactius necessaris per la PCR. Aixi
a I'acabar la PCR en cada micel-la es produeixen aproximadament un milié de copies de cada
fragment d’ADN anclat a la superficie de les boles. Per a la piroseqlienciacié aquestes boles es
dipositen individualment en els pous d’una placa picotiter on iterativament flueixen els quatre
nucleodtids. Quan un nucleotid s’incorpora a la cadena creixent, el pirofosfat alliberat desencadena
una cascada de reaccions que alliberen una quantitat de llum proporcional al nombre de
nucleodtids incorporats. La placa picotiter esta acoblada a una camera que va captant imatges
després de cada ronda de nucleotids. Aquest sistema permet la seqlienciacid de seqiéncies
llargues que faciliten el seu alineament amb el genoma de referéncia, pero la seva limitacid és que
tenen una alta taxa d’error en regions amb homopolimers de més de 6pb, fet que posa en
entredit la fiabilitat de les seqliencies obtingudes. Els dos equips que funcionen amb aquesta
tecnologia sén el GS FLX que produeix 1.000.000 de lectures amb un rendiment de 700 Mb, i el GS

Junior que produeix unes 100.000 lectures amb un rendiment de 70 Mb.

Termo Fisher Scientific disposa de la plataforma SOLiD (Sequence by Oligo Ligation Detection) i la
lon Torrent. En el cas de SOLID s’utilitza la PCR en emulsié per a I'amplificacié clonal i el
mecanisme de seqlienciacié és per lligacié. La PCR en emulsié utilitza unes boles magnétiques que
porten unides I'adaptador P1 a la superficie. En aquest cas, abans de la seqiienciacid, les
emulsions es trenquen per alliberar les boles magnetiques dels microreactors i es purifiquen
mitjangant diferents rentats. Posteriorment, les boles s’uneixen covalentment a una superficie
solida (flow cell) per fer la seqlienciacié. En aquesta reaccié és necessari el primer universal,
complementari a I'adaptador, una lligasa i una barreja de quatre sondes octameriques
fluorescents basades en la codificacid de dos bases per interrogar la seqiiéncia d’ADN motlle.
Aguest tipus de seqiienciacio té la particularitat que enlloc d’una polimerasa utilitza una lligasa, i
que utilitza un sistema basat en la codificacié de dos bases. Com a resultat s’obté una seqtiéncia
de nucleotids interpretada a partir d’'una seqiiencia de colors mitjancant I'Us de les bases de
codificacié. Aixi, durant la lligacié cada nucleotid de la cadena és interrogat dos cops i el color

despres en cada cicle de lligacié és emmagatzemat digitalment. Una de les avantatges d’aquest
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meétode és que presenta la menor taxa d’errors de seqliéncia. Aquesta tecnologia té un rendiment

per carrera d’entre 77 i 300 Gb depenent de I'equip que s’utilitzi.

El seqlienciador lon Torrent va ser el primer sequienciador de taula (benchtop) que va sortir al
mercat. Aquests seqlienciadors estan guanyant molta popularitat degut al seu baix cost i a la
facilitat dels seus requeriments técnics i de manteniment. En aquest cas també es parteix d’una
PCR en emulsid, i per la sequlenciacié utilitza la tecnologia de semiconductors basada en la
deteccié d’ions d’hidrogen que s’alliberen durant la seqlienciacié per sintesi de la cadena d’ADN.
En aquest cas les boles resultants de I'amplificacid clonal sén dipositades en uns chips
semiconductors amb milions de pous, on com en els altres casos, cada pou conté una Unica
molécula d’ADN motlle. Els pous sén seqiiencialment inundats amb nucledtids sense modificar.
Quan un nucleodtid introduit és complementari al seglient nucleotid desaparellat, aquest és
incorporat a la cadena per la polimerasa i s’allibera un ié hidroegn. Aquest i6 alliberat canvia el pH
de la solucié i aquest canvi de voltatge és detectat per un ISFET (lon-Sensitive Field-Effect
Transistor), que tradueix els impulsos eléctrics a una seqliéncia d’ADN, sense la necessitat de
conversio de les senyals intermitges. En aquest cas s’abarateix el cost gracies a que no s’utilitzen
nucleodtids modificats ni processos optics. Aquesta tecnologia té un rendiment per carrera d’entre

100 Mb i més d’1Gb en funcid del chip que s'utilitzi.

Per ultim, els sequenciadors lllumina sén els que en I'actualitat lideren la NGS de lectures curtes.
La seva tecnologia combina I'amplificacié clonal amb pont (bridge amplification) i la seqiienciacio
per sintesi (Sequencing By Synthesis (SBS)) amb terminacio reversible (figura 13). Dels aparells que
disposa tenim I'equip MiSeq, que és el de mitjana capacitat, amb un rendiment per carrera d’unes
15 Gb i és el que s’ha utilitzat per aquesta tesi doctoral. Primerament, els milions de fragments
que conformen la llibreria s’han d’immobilitzar sobre una superficie solida i transparent
anomenada flow cell. La immobilitzacié es déna gracies a que aquesta superficie presenta uns
oligonucleotids que sén complementaris als adaptadors P5 i P7 que havien estat afegits als
fragments en el punt de I'amplificacié de la llibreria. Després de la immobilitzacié es produeix una
amplificacio clonal en pont (figura 12A), on per cada fragment immobilitzat inicialment es generen
multiples copies idéntiques, que és el que s’anomena generacid de clusters. L'ideal és que cada
cluster tingui aproximadament 1000 molécules idéntiques d’ADN per tal d’obtenir suficient
intensitat de senyal per a una deteccid fiable. La brigde amplification genera centenars de milions
de clusters i permet una densitat de seqlenciacid molt elevada. Un cop la generacié de clusters

s’ha completat, els fragments ja estan llestos per a ser seqlienciats.
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La seqlenciacio per sintesi (SBS) utilitza el métode basat en la terminacid reversible. Per a
aquesta reaccidé son necessaris els primers de seqliencia, la polimerasa i els quatre nucleotids
modificats com a terminadors reversibles, cadascun marcat amb una molécula fluorescent
diferent. En cada cicle, d’acord amb la complementarietat de bases de cada fragment,
s'incorporen els nucleotids terminadors reversibles marcats amb les seves respectives
fluorescéncies. En aquest moment la llum fluorescent emesa es grava utilitzant una camera, i
posteriorment es desxifra amb un software. Aixi en el primer cicle s’uniran els nucleotids
complementaris a la primera posicié de cadascun dels fragments, i es captaran imatges amb
moltes senyals fluorescents diferents. Per poder comencar el segilient cicle, una reaccié quimica
modifica el nucledtid terminador ja incorporat desprenent-ne la fluorescéncia i tornant-lo apte

per a quée s’'uneixi el seglient nucledtid marcat. D’aquesta manera, cicle a cicle, es va obtenint la

sequiéncia del fragment. La base de la SBS és molt similar a la seqlienciacié Sanger.3>3®
Flow cell with attached
primers complementary
/ to adaptators
(PS and P7, in blues) \
Ll #
'I |I| | II \ i 0 o0 i
I I I| Bridge amplification .g H+1 # C?'del
] L 44 o0 Cycle2
- . - C:,'tlek
“ TR Clust o !
AN gen::atiron 0 ees

Iy !
L
|l\| I # Cycles
1l Irl ] i '
| | i Cycled
\"'\ [ {
II I || |~|||I i Incorporations of fluorescence,
I || | , | reversibly terminated tagged
. | > nucleotides
; Spots of DNA being sequenced

Figura 13. Il-lustraci6 de I'amplificacié clonal i la seqlienciacié (SBS) que tenen lloc dintre la flow cell a la pataforma
MiSeq d’lllumina.
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C. ANALISI DE LES DADES

Els experiments de NGS generen grans quantitats de dades complexes. Tot i que, cada plataforma
té els seus algoritmes d’analisi, a la vegada també n’existeixen d’altres lliures als comercials. Tots
ells comparteixen un fluxe de treball o pipeline similar, i utilitzen metriqgues comuns per avaluar la
qualitat de les dades obtingudes. En relacid a aquesta analisi de dades, la bioinfomatica és la
disciplina encarregada d’aplicar les ciencies computacionals i les tecnologies de la informacié per

a I'analisi de les dades biologiques.

L’analisi de les dades, o analisi bioinformatica, permet convertir les senyals amb dades, les dades
en informacid interpretable, i la informacidé en coneixements cientifics aplicables. De manera
generalitzada el pipeline (figura 14) inclou una analisi primaria, una analisi secundaria i una analisi
terciaria. Breument, la primaria consisteix en convertir les senyals digitals crues generades en els
equips de NGS en nucleotids (bases). La secundaria inclou I'alineament de les lectures amb el
genoma de referéncia o I'assemblatge de novo de les lectures, i la subsegilient deteccid de les
variants. | I'analisi terciaria és qui posa en context tota la informacié generada associant a les
variants detectades les diferents anotacions descriptives. A més a més, un altre component
important del pipeline és I'obtencié de les estadistiques i metriques de la seqiienciacié que

permeten fer un control de qualitat al llarg de tot el pipeline. 37-382°

—-I Human reference genome I—‘ Alignment to genome (BAM file)

Signal analysis Duplicate read filtering

Base calling

Read realignment near INDELs

Secondary Analysis
(Sequence Processing)

Primary Analysis
(Sequence Generation)

Base quality scoring

Base quality score recalibration

Read generation

(FASTQ file) Variant calling (VCF file)

Filtering of false positive variants

I Databases and algorithms |

Tertiary Analysis ST

(Results Interpretation) Evidence-based

Frequency-based Validation Interpretation Reporting
Functional
Predictive

Figura 14. Diagrama de flux que il-lustra els components principals del pipeline bioinformatic. 37
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A continuacid es desglossen cadascun dels passos del pipeline:
a. Generacio de seqiiéncies

Es tracta d’una analisi automatica que, normalment, té lloc en els propis equips de NGS. L’objectiu
d’aquesta analisi és convertir les senyals crues (dades primaries o raw data) que s’obtenen als
equips de NGS en seqliencies de nucleotids (lectures), i assignar a cada nucleotid (base) un
parametre de qualitat. Els arxius amb que s’extreuen aquestes dades tenen el format estandard
“fastq”. Aquests arxius contenen les dades de seqliéncia de totes les lectures generades per cada
mostra i per tant sén arxius molt pesants i dificilment manejables, els quals en els passos
posteriors s’hauran de transformar per fer-los més manejables. El parametre de qualitat que
s’assigna a cada base és el que coneixem com a Phred o Q score, que ja es va introduir per poder
avaluar la qualitat de les bases de la seqiienciacié Sanger.?® Aquest parametre és un valor enter
relacionat logaritmicament amb la probabilitat que una determinada base s’hagi assignat per
error (P) que s’obté amb la seglient fdrmula: Q = - 10 logioP. Aixi, p.e. un valor de Q=30 significa
gue la base té una probabilitat d’1 entre 1000 de ser incorrecta, que és el mateix que una

probabilitat de que sigui correcta del 99,9%.
b. Alineament

El procés d’alineament té com a finalitat localitzar i organitzar cadascuna de les lectures en la
posicié correcta de la seqiiéncia del genoma de referéncia. Es molt important saber en quina
versié del genoma de referencia es vol treballar ja que es disposen de diferents versions. En el cas
de I'Homo sapiens tenim la del Genome Reference Consortium (GRC), on la versid actual és la 38,
gue s’abrevia GRCh38 (hg38). La versid anterior a aquesta era la GRCh37 (hg19). En el cas que no
hi hagi seqiiencia de referéencia perque no es coneix, el que s’intenta és col-locar les lectures una a
continuacié de l'altra sobreposant les bases coincidents i construint una seqiiéncia consens. En
I'actuallitat es disposa de molts softwares que permeten transformar els arxius “fastq” en arxius
d’alineament com el format SAM (Sequence Alignment Map) o MAP (Binary Alignment Map).
L’arxiu BAM és el format binari equivalent al SAM. Alguns exemples sén el BWA (Burrows-Wheeler
Aligner) i el Bowtie2. En 'alineament també és molt important determinar les qualitats dels
mapatges per tal de saber la probabilitat que una lectura hagi estat alineada incorrectament, i aixi
poder seleccionar els alineaments que siguin més fiables i ens assegurin una correcta deteccio de

variants.
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Hi ha softwares que ens permeten fer la visualitzacid dels alineaments utilitzant els arxius

d’alineament SAM/BAM. Un dels més utilitzats és I'IGV (Integrative Genomics Viewer).

c. Deteccio de variants

Aguest pas permet detectar les diferencies que hi ha entre la seqliéncia d’una mostra i la del
genoma de referencia. En NGS, quan trobem una diferéncia en una posicié de la seqiéncia
I’'anomenem variant. Aquestes variants poden ser insercions, delecions, indels (insercié/delecio),
SNV (Single Nucleotide Variant), ASNC (Alteraci6 Somatica del Numero de Copies) i
reordenaments. Per assolir una correcta deteccié de variants és molt important haver realitzat un
filtrat optim dels alineaments per tal de minimitzar els falsos positius i negatius. Existeixen
softwares diferents anomenats variant callers per realitzar la deteccié de variants, alguns d’ells
son el SAMtools, el GATK, el VarScan2 i el MuTect. La majoria d’aquests softwares generen els
resultats en arxius en format VCF (Variant Caller Format). Cal dir que per a la deteccié d’ASNC i
reordenaments es requereixen softwares amb algoritmes complexos i necessiten assaigs amb
elevades profunditats de lectura i lectures paired-end. En aquest apartat és també molt util I'ds
del software IGV, ja que ens permet avaluar les profunditats de lectura de cada posicid, i observar
si les variants estan en zones de poca o molta profunditat de lectura, proximes a regions

repetitives o a regions de seqliencies complicades, entre d’altres.

d. Anotacio

Aquest pas té I'objectiu de posar en context totes les variants detectades i aixi caracteritzar-les.
Aix0 significa incorporar informacié provinent de diferents bases de dades per tenir de cadascuna
de les variants una gran quantitat d’'informacié diversa com: les profunditats de lectura, les
freqUéncies al-leliques, el gen, la posicié en el gen, el codd, I'efecte sobre el transcrit, I'efecte
sobre la proteina, saber si estan descrites en bases de dades de polimorfismes, si estan descrites
com a variants somatiques, saber quina és la prediccid de patogenicitat in-silico, entre molta
d’altra informacié. Per a tot aix0, a la vegada, es fa una consulta d’una enorme quantitat
d’informacié de diferents bases de dades publiques. Per a aix0 és necessari utilitzar tota la
informacid disponible i actualitzada que contenen les bases de dades publiques i que fan

referéncia a diferents categories. Un dels programes utilitzats per I'anotacid és I’Annovar.
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e. Filtrat de variants

Aguest és I'Ultim pas de I'analisi i fa referencia a la seleccié de només aquelles variants que ens
interessen en funcié del disseny i de I'objectiu final del propi estudi. Per fer aquesta seleccié s’han
d’anar fent filtratges de les diferents categories de I'anotacié i anar establint valors llindars de
profunditat de lectura, de freqliencia al-lelica, de quins efectes sobre els transcrits i proteina

volem etc. | Aixi tenir un llistat de totes les variants identificades que son les definitives.
f. Control de qualitat: estadistiques i métriques

Les estadistiques i les métriques mostren els valors caracteristics i representatius del tot el procés
de NGS. En cadascun dels passos del pipeline és important realitzar un control de qualitat

d’aquests parametres per tal de poder detectar irregularitats en el procés de seqlienciacio.

Per al control de qualitat de les dades primaries (“fastq”) tenim p.e. la distribucié de les qualitats
mitjanes de les bases en funcid de la posicio dins de les lectures, el percentatge mitja de cadascun
dels nucleotids per cada posicié dins de les lectures, la distribucié de les qualitats mitjanes sobre
totes les sequéncies, la distribucid del percentatge mitja de GC (guanina/citosina) de les lectures,
distribucid de la llargada mitjana de les lectures, el percentatge mitja de duplicats de la seqgiiencia.

Un dels softwares més utilitzats per fer aquestes analisis de qualitat és el FastQC.

Per al control de I'alineament tenim la profunditat de lectura (read depth) mitjana de les regions
d’interes, el percentatge de nucleotids amb un minim de read depth, I’avaluacié del rendiment de
I'alineament, i I'avaluacié de les regions no cobertes. En aquest apartat cal donar importancia a la
profunditat de lectura, que fa referéncia al nimero de lectures que tenim alineades en una
determinada posicié del genoma. L’ideal seria que tinguessin una quantitat de lectures uniformes
alineades al llarg del genoma de referéncia, pero la realitat no és aixi, i la profunditat de lectura
no és uniforme, ja que la seqlienciacid no és perfecta, que hi ha regions del genoma que sén més
dificils de seqiienciar i regions que son dificils d’alinear. Les regions amb dificultat per seqiienciar
sén p.e. les regions amb alt contingut de nucleotids GC (>65%), i les dificils d’alinear sén p.e. els
elements repetitius, com les repeticions en tandem i els pseudogens. Es necessaria una
profunditat de lectura suficient (en funcié de I'aplicacid) per poder donar validesa a les variants
detectades. Aixi quan es tenen valors de profunditat de lectura elevats es poden detectar variants
amb baixes freqliencies al-leliques que estiguin distribuides heterogéniament en una mostra
tumoral. En canvi amb valors insuficients hi haura una incapacitat de poder detectar variants

d’interes.
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Per a la deteccid de variants també hi ha parametres que ens donen la qualitat del genotipat i del
nomenament de la variant. Algunes de les metriques sén el comptatge de variants, i la densitat de

variants per una determinada regié.

2.2 MULTIPLE LIGASE-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA)

La técnica MLPA (Multiple Ligase-dependent Probe Amplification) disposa de diferents aplicacions,
una d’elles és I'aplicacié per detectar nivells de metilacié de I’ADN, i I'altra permet avaluar la
variacio en el nimero de copies de diferents gens de manera simultania. Molts dels estudis que
s’han dut a terme per avaluar I'estat del nimero de copies dels gens han utilitzat les tecnologies
de mciroarrays de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), arrays de CGH (Comparative Genomic
Hybridization), i I'’eina GISTIC (Genomic Identification of Significant Targets in Cancer). Aquestes
permeten identificar regions cromosomiques que estan significativament amplificades o
delecionades. El seu inconvenient és que no permeten detectar de manera especifica quins sén
els gens implicats en aquestes regions cromosomiques. Per aixd la MLPA és una técnica d’alt
rendiment que permet avaluar les alteracions somatiques en el nimero de copies dels gens
(ASNC) de manera directa sobre un conjunt especific de gens. A més a més, és menys costosa i
més rapida que les técniques anteriors.*>* Per al desenvolupament d’aquesta tesi aquesta
tecnica ha estat la seleccionada per analitzar les alteracions somatiques en el nimero de copies

dels gens.

De manera resumida, la MLPA es basa en la hibridacié especifica i simultania de multiples sondes
sobre diferents seqléncies d’interés, la posterior amplificacié amb una Unica reaccié de PCR i la
resolucid final dels productes amplificats mitjancant una analisi d’electroforesi capil-lar. En cada
analisi de MLPA per cada mostra tumoral també s’han d’analitzar un pool de mostres no tumorals
(controls), per tal de poder determinar de manera relativa les variacions en el nimero de copies

dels gens entre les dues mostres.
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Principalment es divideix en 5 passos :

A. DESNATURALITZACIO DE L’ADN GENOMIC | HIBRIDACIO DE LES SONDES

En aquest primer pas I’ADN genomic es desnaturalitza i s’incuba durant tota la nit amb la mescla
de sondes incloses als kits MLPA que hibridaran sobre les seqliencies diana d’interés. Cadascuna
de les sondes esta constituida per dos oligonucleotids (LPO i RPO), que inclouen una seqléncia
d’hibridacié especifica a la seqliencia diana (hybridization sequence) i una seqliéncia de
reconeixement de primers (forward (X) en LPO i reverse (Y) en RPO) que sera igual en totes les
sondes MLPA. A més a més, |'oligonucleotid RPO conté una seqiiéncia de longitud variable en
funcié de la sonda (stuffer) que és la que permet diferenciar les diferents sondes en funcio de la

seva longitud mitjancant I'analisi de fragments. (figura 15)

PCR primer saquence Y

PCR primer saquence X LPO RPO
5 \

Targst saguence Hybridization ssquence (lsft) Hytridization sequance (right)

Figura 15. Primer pas de la técnica MLPA: desnaturalitzacié de I’ADN genomic i hibridacié de les sondes.*?

B. REACCIO DE LLIGACIO

Un cop hagin hibridat els dos oligonucleotids de cada sonda, una lligasa uneix els extrems 5" i 3', i
a posteriori els primers es poden unir a les seves seqliencies complementaries per a qué s’inicii
I'amplificacid. En el cas que no s’hagi trobat una seqiiéncia complementaria no es produira ni la

hibridacid ni la posterior amplificacio. (figura 16)

5-\ LFO RFPO /

Probe 1 (286bp) / Probe 2 (303bp) /
o

Probe 3 (312bp)
e

Figura 16. Segon pas de la técnica MLPA: reaccié de lligacié. El punt groc indica el punt de lligacié. 3
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C. REACCIO D’AMPLIFICACIO PER PCR
Amb I"'ds de només un parell de primers universals s’amplificaran tots els fragments. El primer

forward esta marcat amb un fluorocrom i és el que permet la posterior deteccié dels fragments.

(figura 17)

T —
e =

Il

Figura 17. Tercer pas de la técnica MLPA: reacci6 de PCR. La X i Y indiquen els primers forward i reverse,
respectivament. El fragment marcat amb verd és la sequiéncia stuffer. 43

D. SEPARACIO DELS PRODUCTES RESULTANTS DE L’AMPLIFICACIO MITJANGANT ELECTROFORESI
CAPIL-LAR

A continuacié els diferents fragments corresponents a I'amplificacié de cada sonda es resolen a
través d’una electroforesi capil-lar, gracies a les diferents longituds que tenen els fragments. A
posteriori s’analitzen els fragments resultants amb un software especific. El primer pas de I'analisi
de fragments és avaluar si la técnica s’ha produit correctament. Per a aix0, cada kit MLPA conté 9
fragments que permeten fer I'analisi de qualitat. Aquests sén: un fragment de control que té una
longitud de 92 nt (nucleotids) que és la referencia amb qui comparar els altres fragments de
qualitat, els fragments Q amb unes longituds de 64, 70, 76, 82 nt que permeten avaluar si hi havia
suficient ADN i si la lligacid s’ha produit correctament (la seva algada ha de ser inferior al 33% de
I'alcada del fragment de 92 nt), els fragments D amb unes longituds de 88 i 96 nt que permeten
avaluar si la desnaturalitzaciéd ha estat correcta (la seva algada ha de ser superior al 40% del

fragment de 92 nt) i els fragments sexuals X-Y de 100 i 105 nt respectivament. (figura 18)
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Figura 18. Quart pas de la tecnica MLPA: resolucié dels fragments. Les fletxes vermelles indiquen els fragments D, la
blava el fragment de control i les verdes els fragments X-Y. La resta de pics indiquen totes les sondes del kit que s’han

amplificat. 43

33



Capitol 1

E. ANALISI DE LES DADES | INTERPRETACIO DELS RESULTATS OBTINGUTS

Un cop s’ha avaluat que la tecnica ha funcionat correctament ja es pot procedir al posterior analisi
de resultats. De cada mostra s’obtenen tants pics com sondes s’han utilitzat (figura 18), aixi es
quantifica I'area de cada pic (sonda), i finalment totes les arees sén importades en un full Excel

(figura 19).

mitjana de les
mostra sonda tamany area control1 sonda tamany area ontro onda tama area control3 sonda tamany area arees

tumoral no tumoral 1 no tumoral 2 notumoral3
tumoral g = 23127 [ notumoral 1 s 12 |ss580 no tumoral 2 ! 12 | 50067 no tumoral 3 L 33 agart 51675,66667
tumoral 2 136 17541 no tumoral 1 2 136 26756 no tumoral 2 2 136 | 23350 no tumoral 3 2 136 23085 24397
tumoral 3 14 53562 no tumoral 1 J 42 | a3s01 no tumoral 2 3 142 | 30877 no tumoral3 2 e 20087 31108.33333
tumoral 2 1% 20028 | notumoral 1 4 4 | 25813 no tumoral 2 4 1% | 24500 no tumoral 3 4 18 24400 24007 33333
tumoral s 153 18971 no tumoral 1 5 153 21384 no tumoral 2 5 183 | 20543 no tumoral 3 5 153 19769 20558,66667
tumoral 5 160 18783 | notumoral 1 G 160 | 21504 notumoral2 | © 180 |1g784 no tumoral 3 s 160 16090 10122,68667
tumoral Z 158 25235 | notumoral 1 7 166 |27373 no tumoral 2 7 166 | 26048 no tumoral 3 7 185 25017 26148
tumoral 8 172 26132 no tumoral 1 8 172 25354 no tumoral 2 8 172 | 23308 no tumoral 3 8 172 22746 23060,33333
tumoral il = 30718 no tumoral 1 2 73 | 28360 no tumoral 2 3 173 | 26147 no tumoral 3 g 12 24273 25503.33333
tumoral L 155 12716 |notumoral1 | 10 185 | 10071 notumoralz | 10 185 |1s202 notumoralz | 10 185 17948 18706,33333
tumoral 1 193 17775 no tumoral 1 i 133 18588 no tumoral 2 u 193 17636 no tumoral 3 i 193 18246 18156 66667
tumoral 2 R 17238 |notumoralt | 12 202 | 24031 notumoral2 | 12 202 [ 21714 notumorala | 12 22 21017 22554
tumoral B 211 32784 [notumeralt | 1 21 26405 notumoralz | 13 2 [24022 notumorals | B 21 23480 24032
tumoral 14 220 22732 no tumoral 1 4 220 23336 notumoral 2 14 220 | 20051 no tumoral 3 14 220 18583 20956 66667
tumoral =2 229 23001 notumoral1 | 1% 29 | 26018 notumoral2 | 15 29 | 24158 notumorala | 1% 22 24640 2403866667
tumoral 15 28 28033 [ notumeralt | 1 38 27285 notumoral2 | 1 38 | 28671 notumoralz | 16 38 26648 2752468667
tumoral 17 & 20185 [ notumoral1 | T 27 21171 notumoral2 | 17 297 | 20041 notumoral3 | 7 24 13434 19852
tumoral 18 255 15778 |notumoral1 | 18 25 | 16204 notumoral2 | 1 25 | 14004 notumorals | 18 &9 15506 15538
tumoral 19 265 22719 [notumeralt [ 1% %5 21452 notumoralz | 19 5 | 21400 notumoralz | 19 265 21141 21334
tumoral 2 2 13083 |notumoralt | 20 73 | 19420 notumoral2 | 2 3 | 1a150 notumorala | 20 =] 18714 19100,66667
tumoral Z) 283 37521 notumoral1 | 2% 283 20301 notumoral2 | 2! 283 |32748 notumorala | 2! 83 27576 2087333333
tumoral 2 292 21703 [ notumeralt | 2 22 | 43208 notumoral2 | 2 22 4g210 notumoralz | 2 202 18005 1817033333
tumoral ) B0l 23026 [ notumoralt | 2 301 | 28842 notumoral2 | 2 301 [ 28051 notumorals | 2 W 22855 25816
tumoral 24 310 38060 | notumoralt | 24 310 20427 notumoralz | 24 310 [ 21000 notumoralz | 24 31 19812 20416
tumoral 2 319 17632 | notumoralt | % 313 | 16867 notumoralz | % 313 | 47852 notumoralz | 2 319 16461 16980
tumoral B 28 26191 notumoral1 | % 328 25234 notumoral2 | % 38 | 28180 notumorals | % 3% 23354 24016
tumoral z 27 38521 notumorall | 27 37 | 1o837 notumoral2 | 27 37 | 21541 notumoralz | &7 337 20419 20532,33332 |
tumoral 8 i 12639 notumoral1 | 28 ) 11798 notumoral2 | 28 = 12371 notumorala | %8 B 12680 12283
tumoral 2y £ 18102 |notumoralt | 23 % 23850 notumoral2 | 2 355 25085 notumorala | 23 3% 22256 23733
tumoral 30 364 16830 | notumoralt | 30 368 13748 notumoral2 | 30 364 14847 notumorals | 30 364 14410 14267 56667
tumoral 21 73 12506 notumoral1 | 31 =] 12183 notumoral2 | 3! = 15500 notumorald | 31 £ 12108 13263 66667
tumoral 32 333 13113 |notumoralt | 2 38 18282 notumoral2 | 383 20750 notumorals | 32 3% 17760 18033,66667
tumoral 3 33y 15128 |notumoralt | 3 391 19474 notumoral2 | 3 391 20288 notumoralz | 33 391 18888 19530,33333
tumoral i A 19046 notumoral1 | 3% 0 20440 notumoralz | 3% 00 22108 notumorala | 34 a0 20216 20821,33333
tumoral * 209 23618 [ notumoralt | 3 40 15008 notumoral2 | 3 403 20691 notumoralz | 3% 409 17487 18022
tumoral 36 418 28020 | notumeralt | 3 418 24547 notumoralz | 3 418 25375 notumorala | 36 418 24327 2474068667
tumoral Az = 21851 notumoral1 | 37 =7 20224 notumoral2 | ¥ 2 20053 notumorald | 37 922 18769 19982
tumoral 38 6 23419 [notumoralt | 3 86 13040 notumoralz | 3% 36 22228 notumorala | 38 a6 19620 20252,66667
tumoral £ 5 25688 [ notumorall | 39 “5 17125 notumoral2 | 39 “5 20685 notumoralz | 3% “5 18174 1366133333
tumoral Al &= 15800 | notumoralt | ¥ 2 13336 notumoral2 | % a4 16005 notumorala | % 54 15501 1404733333
tumoral A 463 21102 [ notumeralt [ 4 463 16772 notumoral2 | 4 463 12074 notumoralz | 4 43 16576 17474
tumoral ® a2 16773 notumoral1 | % a2 15519 notumoral2 | 4 a2 17615 notumorala | # 72 14343 1509233333

l60000 [E0000

(50000 0000

laoooo [40000

30000 #9900 1]

20000 |20000 H e

10000 " I'l"" MUln " allllnnn |l 10000 ,,,,,ﬂ, ﬂ i'iri H

o M [1I1] RN Il ]
1.3 8§ 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 20 31 33 35 I 39 M T® 8 7 8 M 13 15 17 48 21 23 25 27 20 31 33 35 37 oM

Figura 19. Il-lustracié del format full Excel on s’importen les quantificacions de les arees (blau, mostra tumoral) i groc
(mostres no tumorals de control), i representacid grafica de les arees de cada sonda.
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e

A continuacié es pot procedir amb la normalitzacié intra-mostra, que es basa en obtenir una
constant de normalitzacié (Normalisation Constant; NC) per cada una de les sondes d’'una mostra
(figura 20). Agquesta constant resulta de dividir, en cada mostra (tumoral i control), I'area del pic
de cada sonda respecte cadascuna de les arees de la resta de sondes i finalment obtenir un valor

mitja (NC).

mostra sonda tamany area

tumoral 1 |132|0.43| 08 [1.22|1.23 092 |oss 075 [1.82| 1.3 [1.34]071]1.02]{1.01]0.88]1.15|1.47 |1.02 |1.65 0,62 |1.06 |0.97 |0.59 [1.31|0.88 | 0.6 |1.83]1.27 137|185 |1.76 {153 |1.21 0.98 |0.89 |105 |0.99 09 |1.48| 1.1 |1.38] 1,13
tumoral o76| 1 |o33|0s |og2jogs|o7 lo67los7 138 l0.69]1.02]0540.77 078|067 |0.87]1.11 077 125 |0.47 | 08 Jo.73 0,45 |0.e9]0.67|0.96]1.39]0.08]1.04] 1.4 |1:34 1,16 J0.82 l0.7a J067 | 0.8 |o75l06a 142|083 |1.05) 086
turnoral 2:32|305| 1 |184|2:82 285 2.12|2.05 |1.74 (421 3.01[3.11]1.63|2.36) .30 236 |3.83 |1.43 [2.46 [2.24 1,37 |3.04|2.04]1.38|4.24 2 04|3.18|4.28 |4.08 [3.54 |2.81 227 |2.08 [2.44 |2.29|2.08 |3 19| 262
tumoral 126]165054] 1 |1.53]1.551.151.11 j0.95 |2.26 |1.63|1.88|0.80|1.28|1.26 112|144 184|128 [2.08 [o.77 [1.33 |1.21 lo.74 |1.65|1.11)0.75| 2.3 | 16 [1.72]252 |2.21 1,02 152|123 1,12 |1.32 |1.24]1.13 188 138|173 ) 1,42
tumaral 052/108/035/065| 1 |101]o75l073l062]140]1.07] 1.1 £2|073|0.94] 12 |0.84 136 ]0.51 0.7 |0.78 0,40 |1.08|0.72 040 ] 1.5 |1.04[1.43|152 |16 [125| 1 |08 lo73loss|0s1]074]1.22| 08 [1.43] 0,93
tumoral 0.81/1.07[0.35/065/0.99| 1 l0.74}0.72 |0.61]1.48 {1.08 |1 #2|072|083]1.19J083134) 05 Joss 079|048 |1.07]0.72}0.48)1.49]1.03]1.12) 1.5 [1.43 1, lo72logs| 08 |0.73] 1.2 josal1.12] 092
tumoral 109]1.44|0.47 087 |1.33|1.3a| 1 loe70s2]1.98 142 |1.98 077|141 1.1 [0.07[1.25] 1.6 |1.11| 1.8 [o.67 |1.16 |1.05 |o.es |1. 2 {13815 [2.02}1.92 167|132 107 [o.87 |1.15|1.08|osn|162) 1.2 | 15 | 124
turnoral 1.13]1.40]049] 00 |1:38 1130 |1.04| 1 l085|206 |1.471.52| 08 |1.15[114] 1 [120]1661.15}187 07 [12 |1.00l067]148] 1 l068]|2.07]1.941 001198 173137 [1.41] 1 |1.19)1.12{1.02|168]1.24]156] 128
tumoral 1.33[1.75057|1.08]162 |1684[122|1.18| 1 |2.42[173|1.78]0.04|1:35]1.34|1.18]152[1.05|1.36 | 2.2 |02 |1.41|1.28 |0.70 [1.741.17| 08 |2.48]180 182|248 [2.34 202|161 | 1.3 |1.18[ 1.4 |121] 12 107|148 183 150
tumoral 0.55]0.72|0.24]0.94)0.67 |068 |05 Jo.aaloat| 1 Jor2]o; ,63/0.81 0,56 0,91 |0.34 0,58 J0.53 Jo.33 o, 33101] 07 lo76 102 007 Josalos7 losal0ds loss |osal 05 |os2) 05 Joze| O
tumoral 0.77{1.01/0.33/0.61]0.84 00507 Jossjose|14 | 1 |1.03|054|078]0.77 881113 10,78 [1.27 |0.47 j0.62 0,74 [0.46 | 1.01]0.68|0.46|1.41]0.98|1.08|1.42 |1.36 |1.17 |0.83 0.75 |0.68 [0.81 |0.76 |0.69 | 1.14]0.84[1.08| 087
tumoral o, 9/0.01/0.92 Jo.68 j0.68 o.56 |1.38 j0.o7| 1 |053]0.76]0, .09 10.76 |1.23 |0.46 [0.79 |0.72 |0.44 |0, 1.36/0,851,02/1.38 [1.3111.1410.91 10.73 |o.66 |0.79 |0.74|0.67 [1.11}0.82| 1,03 0,64 |
tumoral 1.42]187[061]1.13|1.73 [1.75| 1.3 {1256 |1.07 [2568[184| 10 | 1 |1.44]1.43[1.26]162|2.08|1.44[234]0.87 | 15 |1.37 |0.84|1.36]1.25]0 8¢ 9| 1.8 |1.95/26: 217 [1.72|1.38 |1.26 |14 | 1.4 |1.28] 2.1 |1.55|1.85] 160
tumoral 098] 13 |oa2lo7e| 12 121]00 |os7o7al170 128 |1.32]060] 1 |ogslosr|1.13{1.44] 1 |163l061104l0.05 058 1.20]0.87]050] 1.8 |1.25]1.35|1.82 1173 ] 1.5 |1.10l0.06 |os7 [1.04|0.07 0,80 1.48]1.08[1.38) 1.1
tumaral 0.99]1,31/0.43]0.781.21 [1.22 0,91 f0.88 [0.75 |1.81 |1.28 [1.33| 0.7 [1.01] 1 |o.88|1.14]1.46 |1.01|1.64]0.61 |1.08 [0.95 |o.59| 1.3 [0.88] 0.8 [1.82]1.26]1.37 |1.84 |1.75 [1.52 |1.21 [o.o7 |o.ge [1.05 |0.88| 08 [1.47|1.09[1.37) 1,13
turnoral 1.43[148|040] 09 {137 ]130)1.03| 1 loss|205|1461.51}078[1.15[1.13] 1 |120)1851.15|1.86 060 |1.10]1.08 067 |1 osl143)1 oo 172137114 | 1 |119)1.41)1.02]167]1.23]155] 127
tumoral 0.57]1.15/0.38] 0.7 |1.08 [1.07 |08 |0.77 lo.66 |1.58 |1.44[1.47 g8l078| 1 |128l0s014al05al0s3l0sal052|1.1a)077|0s2) 16 |1.1] 12 |1.61 154|133 |1.08 fo.85 078 78120}098| 12 | 099
tumaral 08| 0.0 |020054)083|08al0.62 | 06 los1]12a]080 |0 e9jost|o7sl 1 lossf11zl04zjo72]066|04 |ogol 06 |o.a1]125l067]084)1.26| 12 [1.04l083l067 ost 072|067 062]1.01|075]0.84) DT
tumoral 008 13 |042|078| 12 [121] 00 |087 074|172 128 |1.3208| 1 |0saos7|113/144] 1 |162[0e1|104]005 058 |1.20]0.87 050 1.8 [1.25]1:25]1.82 |1.73] 1.5 |1.10 |o.e8 Jo.e7 |1.03 |0.07 |0.80 | 146 | 1.08| 135 | 1,11
tumaral 06 |0 |026]0.48]0.74 0,74 o 48| 1.4 l0.70 jo.21]043]0.62 061 60l080l062| 1 |o.37jos4l058 038 o, 1.11}0.77 |0.83]1.12 1,07 jo.o2 J0.73 j0.59 .54 Jo.64 | 0.5 |05 0.9 |ossoss| 068
turnoral 162|2.44] 07 [120]108| 2 |1.40 144 ]122 205 2,11 |2.18]1.1] 165|163 | 1.04] 186|238 105 260 | 1 |172 |17 |06 |23 | 1.40 007|207 |208|228] 3 |2esf2delre7 |10 [14a)171 | 16 |17 201|178 220 ] 184 |
tumoral 0.94/1.24/0.41)0.75[1.15 |1.16 Jo.86 |o.83 071 }1.71 [1.23 |1 o5|084l1.081.32 008 156 j0.58 | 10,9106 |1.24]0.83 /0671172 1.2 [1.20]1.74 |1.66 |1.94[1.14 0,02 Jos 5014|103 13 | 107
turnoral 1.03(1.360.46[0.82{1.26 [1.27 |0.95 |0.82 [0.78 |1.88 |1.35 |1.39]0.73[1.05|1.04]0.92[1.191.52 |1.05 171 jos4 | 1.1 | 1 |o.61[1.38/001]|062|1.88|1.32]1.42]1.91 182|158 1.26 |1.01|0.92 |1.08 |1.02|0.84|153[1.13|1.43] 117
tumoral 169 0.73/1.34]2,05 |2.07 |1.54 |1.40 |1.27 |3.06 [2.18 [2.26 1,19 ]1.71]1.60] 1.5 |1.93|2.47 172|270 104 179|163 | 1 |2.21]1.40]101]308]2.1a]231]3.12 2,67 [2.58 [2.05 |1.85 | 15 |1.78 |1.681.52] 255 |1.85|2.32] 191
tumaral 0.76]1010.33]0.51|0.83 [0.84| 0.7 |0.67 |0.57 139 |0.98 |1.02|0.54]0.78 |07 |0.88 |0.67 | 142 [0.78 |1.26 [0.47 0,81 j0.74 046 | 1 |0.67|0.46] 1.4 |0.57| 105|141 |1.34[1.17 oz jo.75 o2 | 0. |0.75|0.68]1.13|0.84[1.05) O
turnoral 1.131.40]0.48] 00 |1.38]1.30 |1.04| 1 085|206 |1.47|1.52) 0.8 |1.15]1.14[101] 1.3 [166 1,15 187 |07 [ 12 |100l067 |1.48] 1 |oss|207|1.44]156]200] 2 |173|138|1.11)1.0101.19]1.12{1.02|168]1.24|1.56) 128
tumoral 167| 22 |072|1:33|2.03 |2.05 |1.53 1,47 |1.25 [3.03 |27 |2.23 | 1.17 | 1.00 | 1.67 198|191 |2.04 | 17 |275 |1.08 177 |1.61 0.0 |2.18]1.47| 1 |0.05|2.12]2.20|3.08 [2.04 255 [2.02 |1.63 |1.48 |1.75 | 1.6a| 151|247 | 183] 23 | 189 |
turnoral 0.55]0.72|0.24]0.44/0.67 jo.67 | 0.5 f0.48 |0.41 0,89 |0.71 |0, 02 056109 034058 0,53 0. 1 |osslors|101jose 4 |0.40 a0lost|os lo7s| 062 |
tumoral 0.70|1.04}0.33|0.83}0.98 1007 1072 | 0.7 lo.s0 [1.92 |1.02 | 1.08|0.55| 08 070 | 0.7 | 0.8 |11 08 | 1.3 |0.48 |0 |07 l0.a7 | 103|080 |0.a7|1.48| 1 [108]1.95 138 ) 12 Ios lo77 |07 [osa|o7slo74[1.47]0.06] 10| D8O
tumoral 0. 810,80 0.0 |07 |0.64 0,55 1.3 4]0, .07 J0.74 |12 Jo.ds fo.77 |07 |o.ds fos 44]1:33]0.03] 1 |1.35|1.28]1.11 088 J0.71 Joes Jo.77 |02 0ss 108 08 | 1 | O
tumnoral 0.54|0.71|0.22|0.43 0,66 067 |05 f0.48 0.41 |0.88 | 07 |0 .79 10,55 |0.89 [0.33 [0.57 [0.52 [0.32 [0.71 0. 29loss|0.74| 1 Jossoss f0.6s f0.53 f0.48 0,57 |0s3]040| 08 |0s8 05| 0BT
turnoral 057|075/024|045 /068 | 0.7 los2]05 o4 |1.03l074]0.75] 0.4 |0.58]0.57] 05 |oss|os3 foss osafoss |06 fossfosaloral 05 |o.2a]1.04]072]078]1.05] 1 los7loealosslos |os Josslos|osaloszlore| 054
tumoral 0. 08 [081]06 |0.58 [0.48 |1.19 |0.85 |0,8810.46 067 |0.68|0.58 0.75 |0.95 |0.67 |1.08 | 0.4 |0.69 |0.63 |0.38 |0 12083/ 08 |1.21]1.15] 1 |07 064058 .50/007|0.72| 0.0 | 0,74
tumoral o2}1.00l0sloes| 1 |101lo7slorslose )15 f107] 14 slosal121 o84 |16 lost los |05 o.as |108|07s|osl 151|105 | 1.18] 152 14 126 | 1 lostlorslosrlosiloralize] o |14a) 093 |
tumaral 1.021.35044/0.81]1.25 |1.26 [0.84 | 08 |077 |1.85 133 |1.37|0.721.04]1.03|0.91|1.47| 15 |1.04]1.68 0,63 |1.08 [0.89 |0.61[1.34| 0.8 [081|1.67| 1.3 | 1.4 |19 18 |156 [1.24] 1 091|108 ]|101]0.82|151]1.42|1.41] 116
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Figura 20. Il-lustracié del format full Excel amb la normalitzacid intra-mostra de la mostra tumoral i I'obtencié del valor
NC de cada sonda.
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Després es procedeix a calcular la normalitzacié inter-mostra, que es basa en obtenir una ratio
anomenada dosage quotient (DQ) per cada sonda que permetra saber la variacio en el nimero de
copies relativa entre la mostra tumoral i la no tumoral (control) (figura 21). Aquest DQ es calcula
dividint la constant de normalitzacié d’'una determinada sonda en la mostra tumoral respecte la
constant de la mateixa sonda en la mostra no tumoral (control). Finalment amb I'obtencio dels DQ
s’estableix I'estat de nimero de copies d’'un gen definint les seglients categories: a) si el DQ per
una sonda és inferior a 0,7 considerarem una pérdua o delecid, b) si el DQ per una sonda esta

entre 0,7 i 1,4 el considerarem normal o diploide, i c) si el DQ per una sonda és superior a 1,4 ho

considerarem com guany, duplicacié o amplificacid.

Nidmero

Sonda NC mostratumoral NC mostres control

1 1518 2,54 045 PERDUA
2 0,86 1.20 0,72 NORMAL
3 2,62 1.53 1aE0

4 1,42 1.22 1.16 NORMAL
5 0,93 1,01 092 NORMAL
6 0,92 0,94 0,98 NORMAL
7, 1,24 1.28 0,96 NORMAL
8 26 1.18 1.09 NORMAL
9 1,50 1,26 1,20 NORMAL
10 0,62 0,92 0,68 PERDUA
11 0,87 0,89 0,98 NORMAL
12 0,84 1.1 0,76 NORMAL
13 1,60 1.23 131 NORMAL
14 131 1.03 1,08 NORMAL
15 118 1523 0,92 NORMAL
16 1.27 1.35 0,94 NORMAL
17 0,99 0,98 1,01 NORMAL
18 0,77 0,76 1,01 NORMAL
19 1.1 1.05 1,06 NORMAL
20 0,68 0,94 0,73 NORMAL
21 1,84 147 1:25 NORMAL
22 1.07 0,89 1.19 NORMAL
23 117 V2% 092 NORMAL
24 1.91 1,00 1.90

25 0,86 0,83 1.04 | NORMAL
26 1.28 1522 1.05 NORMAL
27 1,89 1.01 1.87

28 0,62 0,60 1.02 NORMAL
29 0,88 VT 0,76 NORMAL
30 0,82 0,70 1.18 NORMAL
31 0,61 0,65 0,94 NORMAL
32 0,64 0,93 0,69 PERDUA
33 0,74 0,96 0,77 NORMAL
34 0,93 1.03 0,91 NORMAL
35 1,16 0,89 131 NORMAL
36 1.27 1.22 1,05 NORMAL
37 1.07 0,98 1.09 NORMAL
38 ik 1,00 1.5 NORMAL
39 1,25 0,92 127 NORMAL
40 0,76 0,73 1,04 NORMAL
41 1.03 0,86 1.20 NORMAL
42 0,82 0,79 1.04 NORMAL

Figura 21. ll-lustracié del format full Excel amb la normalitzacié inter-mostra i obtencié del valor DQ i I'equivalencia en

el nimero de copies.
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3 EL CANCER D’ENDOMETRI

3.1 L'ENDOMETRI

La primera referencia al cancer uteri, de la qual es té constancia, prové d’un metge bizanti
d’Alexandria anomenat Paul d’Aegia (625-690). Aquest metge va escriure un compendi de llibres
de medicina on va fer descripcions del cancer en general, i en particular del cancer d’uter i de

mama.

El cancer d’endometri (CE) és un tipus de cancer que es desenvolupa a I'tter. L'Uter és I'organ de
I'aparell reproductor femeni encarregat de la gestacid, i com a tal les seves funcions principals sén
acollir el fetus, mantenir-lo i protegir-lo durant tot I'embaras, i expulsar-lo en el moment del part.
Es un organ de localitzacid intra-pélvica, amb una cavitat buida a l'interior i una paret que
I’envolta que esta organitzada en tres capes, el perimetri, el miometri, i 'endometri (figura 22).
En aquesta ultima capa, I'endometri, és on s’inicia el CE. Cal esmentar, que a |'Uter també es
desenvolupen altres cancers com els sarcomes uterins els qual s’inicien en I'estroma i el teixit

muscular del miometri, perd sén molt menys comuns que el CE.*4°
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Figura 22. Esquema de |'Gter.**
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L'endometri és un teixit molt dinamic que sofreix tota una seérie de canvis en resposta a
I'alliberament d’hormones, estrogens i progesterona, durant el cicle ovaric. La seva principal
funcié és servir de receptacle per a la implantacid de I'0vul fecundat i posterior desenvolupament
de I'embrid. Histologicament, I'endometri esta constituit per glandules de forma tubular
revestides per un epiteli columnar de cél-lules estretes i allargades, envoltades per un estroma
vascularitzat (figura 23). En funcié del moment del cicle, les glandules presenten morfologies
diferents passant de glandules simples i lleugerament ramificades, a glandules amb una
complexitat remarcable. L'estroma esta format per vasos sanguinis, fibres nervioses i cel-lules
immunitaries, i també presenta morfologies diferents en funcid del moment del cicle ovaric.
Funcionalment, I'endometri es subdivideix en una capa basal prima, adjacent al miometri, que no
es descama durant el cicle menstrual; i per una funcional molt dinamica a sobre que respon als
canvis hormonals produits durant el cicle ovaric. La capa funcional, a la vegada, es subdivideix en
dues capes més, una amb poques glandules i estroma abundant, anomenada compacta, i per una

altra més profunda que presenta moltes glandules i menys estroma, anomenada esponjosa.*®

S e < o
s . MIOMETRI
EPITELI COLUMNAR LN AT o 2y b =~
SIMPLE o : 3 -
COMPONENT
ESTROMAL
GLANDULES

TUBULARS SIMPLES

Figura 23. Imatge de la histologia de I'endometri.*®
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D’aquesta manera podem descriure diferents tipus d’endometri com a conseqliéncia de les
diferents morfologies que adopta aquest teixit en funcié de les variacions hormonals produides

durant el cicle ovaric (figura 24).**% Aixi tenim els seglients tipus:

- ’'endometri en fase descamativa, que es dona als inicis del cicle menstrual (dia 1 a 4 del cicle) on
hi ha una reduccié dels nivells de progesterona. Es caracteritza per una dissociacié estructural,
una marcada infiltracid leucocitaria, hemorragia i necrosi en cas de no haver-se realitzat la

fecundacio.

- I'endometri proliferatiu, que es déna en la fase fol-licular (dia 5 a 14 del cicle) on hi ha un
augment progressiu dels estrogens arribant al seu pic el dia 14 quan es produeix I'ovulacié. Es
caracteritza per glandules endometrials rectilinies delimitades per cél-lules que presenten una
marcada pseudoestratificacié nuclear i figures de mitosi, i I'estroma dens amb cel-lules amb

citoplasma escas.

- ’'endometri secretor, que es déna en la fase litia (dia 15 al 28 del cicle) on hi ha un augment de
progesterona. Es caracteritza per glandules endometrials molt serrades amb secrecid luminal i
estroma amb transformacié predecidual, aparicid de vacuoles al pol basal de les cel-lules que
contenen glucogen i mucopolisacarids que seran secretats, i aparicid a I'estroma de les arterioles

espirals i augment del citoplasma de les seves cel-lules adoptant una forma cubica.
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A més a més també es poden considerar dos tipus addicionals fora de la influéncia del cicle

menstrual:

-'endometri gestacional, que es caracteritza per la hipertrofia i el quadre secretor més activat
tant del teixit glandular com de I'estroma, per unes glandules constituides per un epiteli baix i ric
en glucogen, i unes cel-lules de I'estroma més grans i poligonals, amb un ampli citoplasma tipic de

les cel-lules decidues disposades en forma de mosaic.

- ’'endometri atrofic, que es déna en l'etapa del climateri (pas de |'etapa reproductiva a no
reproductiva) i esta caracteritzat per la pérdua de la capacitat proliferativa i per tant disminucié
de I'activitat mitotica de les cél-lules. Les glandules perden la morfologia ramificada i s’organitzen
de forma esferica, nuclis cel-lulars reduits i inactius, i I'estroma presenta una estructura densa i

fibrosa amb cel-lules fines i allargades i una coloracié blanca caracteristica.

FASE FASE T AR FASE
DESCAMATIVA PROLIFERATIVA O;gl::?:;o SECRETORA
(MENSTRUAL) (6a 14 dies) : (15 a 28 dies)

(0a 5 dies)

Figura 24. Figura de les diferents fases i morfologies que adopta I'endometri durant el cicle ovaric.*>
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3.2 EPIDEMIOLOGIA | FACTORS DE RISC

A nivell mundial, el 2012, el cancer d’endometri va ocupar la sisena posicié pel que fa a la seva
incidéncia (320000 casos nous) i la catorzena pel que fa a la seva mortalitat (76000 casos).”’” A
nivell espanyol, el 2017, va tenir una incidencia de 5473 casos nous, ocupant aixi la tercera
posicid, darrera del cancer de mama i de colon (figura 25). | pel que fa a la mortalitat va suposar
per a I'any 2016 unes 1615 defuncions.? De manera general les morts per cancer d’endometri
representen al voltant del 2-3% del total de morts produides pel cancer, i dins les pacients

diagnosticades amb CE té una taxa de mortalitat al voltant del 20%.
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Figura 25. Incidencia dels diferents tipus de tumor que afecten a les dones a Espanya per I'any 2017.2

Les hormones juguen un paper molt important en I'etiologia d’aquest cancer. Aixi, els estrogens
son contribuidors claus de cadascun dels factors de risc establerts per aquest cancer, com sén la
menarquia precog, la menopausa tardana, la nuliparitat, I'ds d’hormones per la menopausa,
I'obesitat, la diabetis, la hipertensié i tenir una historia familiar de cancer d’endometri.
Contrariament, la multiparitat, I'ds d’anticonceptius orals combinats d’estrogen-progesterona i

I’edat avancada del primer part s’ha vist que sdn factors que redueixen el seu risc.”
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En un estudi que va recollir dades de 43 paisos de 5 continents diferents en el periode comprés
entre I'any 1978 i el 2013, es va observar una tendéncia a I'augment de la incidéncia del cancer
d’endometri en la meitat de les poblacions estudiades, especialment en paisos que havien sofert
una rapida transicié socioeconomica (figura 26). Algunes de les explicacions a aquesta tendéncia
generalitzada serien: 'augment de I'Gs d’estrogens exogens en dones peri i post menopausiques;
I"augment de I'exposicio a estrogens endogens (nulipariat); canvis en els factors que influeixen la
reproduccié com la disminucié de les taxes de fertilitat i increment de la nuliparitat, que fan que
en molts paisos la mitjana de fills estigui per sota de 2; un major nombre de casos d’obesitat;
I'augment de la diabetis i increment de la conscienciacié de les revisions ginecologiques i les
millores de la sanitat en general. No obstant aix0, en alguns paisos d’Europa no s’ha observat
aquesta tendéncia i s’hipotitza que podria ser degut a I"'augment de |’Us d’anticonceptius orals en

aquests paisos.?
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Figura 26. Canvi percentual mitja anual en les taxes d’incidéncia del cancer d’endometri estandarditzat per edat, (A)
totes les edats i (B) de 25 a 49 anys, i a partir de 50 anys; en els darrers 10 anys disponibles segons estudi de Lortet-
Tieulent et al.4”
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3.3 PRESENTACIO CLINICA, EINES DIAGNOSTIQUES | CARACTERISTIQUES MACROSCOPIQUES

La forma de presentacio més freqiient (90%) del cancer d’endometri és la preséncia d’un sagnat
uteri anormal, sobretot post menopausic ja que la majoria d’aquest cancer es diagnostica en
pacients post menopausiques. Tot i aix0, cal tenir en compte altres factors associats a aquests
sagnats que no estiguin relacionats amb les neoplasies malignes. El dolor pelvic i la distensid
abdominal també poden ser altres formes de presentacié, sobretot en casos de cancer
d’endometri en estadi més avancat. També cal esmentar que un alt percentatge de les pacients

amb cancer d’endometri presenten obesitat i cicles anovulatoris.*®

Les tecniques majoritariament utilitzades per al diagnostic del CE sén I'analisi histopatologica de
la biopsia endometrial i les técniques de diagnostic per la imatge, com I'Gs d’ultrasons
transvaginals, la tomografia computeritzada i la ressonancia magnética nuclear. Per fer la presa de
la biopsia endometrial s’utilitza la tecnica de la histeroscopia, que permet la valoracié de la cavitat
endometrial i del canal endocervical a temps real. Les técniques d’imatge sén ampliament
utilitzades per poder excloure el cas de malaltia metastatica, i per avaluar I'estat d’afectacio

ganglionar.

A nivell macroscopic, I'aspecte del teixit tumoral sol ser pal-lid i carnds, i ocasionalment pot
presentar una estructura sorrosa i solida. També és freqlient trobar focus hemorragics i necrosi.
La presentacid d’aquest tumor pot ser local o difusa, afectant arees diferents de I'endometri o la
seva totalitat. Aquest carcinoma a mesura que es desenvolupa pot anar envaint els diferents
teixits adjacents com el miometri, la serosa uterina, el cérvix, les trompes, i com més avancat esta
pot arribar a estendre’s a vagina, ovaris i cavitat peritoneal, i també disseminar-se a través dels
vasos limfatics i vasculars. Conseqlientment, pot afectar ganglis limfatics regionals de la pelvis, i
també els més distants com els paraodrtics, a més en els casos més agressius pot afectar altres

organs com els pulmons.
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3.4 CLASSIFICACIONS

3.4.1 HISTOPATOLOGICA

Histologicament el cancer d’endometri és molt heterogeni i per aix0 es classifica en diferents tipus
com carcinoma endometrioide, serds, cel-lula clara, mucinds, tumor neuroendocri, carcinoma
indiferenciat, carcinoma mixte i carcinoma desdiferenciat entre d’altres.* De tots aquests, els
tipus més freqlients son el carcinoma endometrioide d’endometri (CEE) i el carcinoma serés

d’endometri (CSE) representant un 70-80% i 10-20%, respectivament (figura 27).

Carcinoma
endometrioide
d’endometri
(CEE)

Carcinoma
seros
d’endometri
(CSE)

Figura 27. Representacid a nivell macroscopic i histologic d’un carcinoma endometrioide d’endometri i d’'un carcinoma
serds d’endometri.

El CEE presenta estructures glandulars o villoglandulars, i se li reconeixen diferents variants com
diferenciacié escamosa, villoglandular, secretora i de cél-lules ciliades. Una caracteristica molt
important del CEE és que la seva histologia pot presentar diferents nivells de diferenciacié
glandular, que poden anar des d’un carcinoma ben diferenciat on les estructures glandulars siguin
molt semblants a les de I’endometri normal, fins a un carcinoma minimament diferenciat que es

pot confondre amb un carcinoma indiferenciat i també amb algun sarcoma.
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D’aquesta manera el CEE es classifica en funcid del grau histologic (FIGO (International Federation
of Gynecology and Obstetrics) grades) en tres tipus: el grau 1 (ben diferenciat), grau 2
(moderadament diferenciat) i grau 3 (pobrament diferenciat) caracteritzats per un grau de
creixement solid no glandular, inferior al 5%, comprés entre el 6 i 50% o superior al 50%,
respectivament.>® Aixi, el grau 3 es considerat el de més alt risc. Cal esmentar que I'observacié
d’una atipia notable dels nuclis, com el pleomorfisme o nucléols prominents, inapropiada per al
grau histologic podra augmentar en una unitat els grau histologic pertinent.* En els Gltims anys,
alguns grups han proposat el canvi del sistema de tres graus a |'establiment d’un sistema de grau
binari (binary FIGO) amb les categories de baix risc (grau 1, 2) i lalt risc (grau 3).°%%3
Contrariament, el CSE es caracteritza per un patré de papil-les complex, amb cél-lules i nuclis
generalment ovalats i sense presentar una orientacid perpendicular a la membrana basal. Els
nuclis estan poc diferenciats, en situacié apical i amb macro nucléols eosinofilics, i les mitosis, les
cél-lules multinucleades i els cossos de psammoma hi sén bastant presents. Aquest carcinoma per

definicio ja és considerat de grau 3, i per tant, d’alt risc.>*
3.4.2 TRADICIONAL

La classificacié tradicional del CE, també anomenada dualistica, prové de la proposta que va fer
Bokhman a lany 1983%, basada en classificar aquest cancer en dues categories
clinicopatologiques, la tipus | i la tipus Il, tenint en compte les caracteristiques histologiques,

I’expressié dels receptors hormonals i el grau (taula 3).

Segons aquesta classificacid el CE tipus | es caracteritza per ser de baix grau (grau 1 i 2), de tipus
histologic endometrioide (CEE), diploide a nivell de dotacié génica, presentar expressid
d’estrogens, ser de bon pronostic, i per provenir d'una hiperplasia complexa atipica.
Contrariament, el CE tipus Il es caracteritza per ser d’histologia endometrioide grau 3 o no
endometrioide, principalment pel carcinoma serds (CSE), aneuploide pel que fa a la dotacié
génica, per presentar mutacions del gen TP53, absencia d’expressid d’estrogens, per
desenvolupar-se a partir de I'endometri atrofic i per estar associat amb un risc més alt de
metastasi i pitjor pronostic.’! Els estudis moleculars també van recolzar aquesta classificacid
dicotomica. El tipus | esta associat amb mutacions en gens implicats en la via PI3K-AKT com PTEN,
KRAS, PIK3CA, mutacions en gens implicats en la via WNT com CTNNB1 i mutacions al gen ARID1A.
A més a més, aquest tipus freqlentment també presenta inestabilitat de microsatel-lits
majoritariament com a conseqiéncia de la hipermetilacié6 del promotor del gen MLHI.

Contrariament, el tipus Il presenta mutacions recurrents al gen TP53 i amplificacions d’ERBB2.
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Taula 3. Caracteristiques diferencials entre els carcinomes tipus | i tipus Il. 56

Tipus | Tipus Il
Caracteristiques cliniques, hormonals i morfologiques
Freqgiiéncia 60-70% 30-40%
Funcid reproductiva Reduida No afectada

Inici menopausa

Lesid precursora

Associat a estrogens

Associacio amb obesitat, diabetes mellitus

Grau

Invasié miometri

Pronostic

Supervivencia lliure de malaltia (5 anys)
Caracteristiques clinicopatologiques i moleculars
Tipus histologic

Expressio de receptors d'estrogens o progesterona
Estadi al diagnostic

Alteracions moleculars

PTEN

PIK3CA

PIK3R1

KRAS

ARID1A

CTNNB1

TP53

PPP2R1A

ERBB2 (amplificacio)

Inestabilitat de microsatel-lits

Després dels 50 anys
Hiperplasia
Si
Si
Baix (grau 1-2)
Superficial
Favorable

86%

Endometrioide
Alt
Inicials (FIGO I-11)

52-78%
36-52%
21-43%
15-43%
25-48%
23-24%
9-12%
5-7%
0
28-40%

Abans dels 50 anys
Atrofia
No
No
Alt (grau 3)
Profunda
Desfavorable

59%

Serds
Baix

Avangats (FIGO IlI-IV)

1-11%
24-42%
0-12%
2-8%
6-11%
0-3%
60-91%
15-43%
27-44%
0-2%

46



Introduccid

Actualment les evidencies cliniques, epidemiologiques i moleculars suggereixen que aquesta
classificacié dualistica basada en la composicio de dos entitats homogenies no reflecteix la
veritable naturalesa del CE. L’entitat dels carcinomes d’endometri d’alt grau (CEAG), que inclouen
tant carcinomes amb grau FIGO 3 com carcinomes endometrioides, serosos, cél-lula clara,
indiferenciats/desdiferenciats, i carcinosarcomes, son el reflex de la naturalesa complexa del CE.
Aguests carcinomes sén un subgrup amb caracteristiques biologiques, genetiques, morfologiques
i clinigues molt heterogenies. Alguns d’aquests casos (30%) no presenten caracteristiques
histologiques tipiques i els resultats immunohistoquimics tampoc sén concloents, d’aquesta
manera és dificil classificar-los adientment. Inclis s’ha observat que la reproductibilitat
interobservador entre els patolegs especialistes és també suboptima.>’ Per tant el gran repte
recau en poder discernir si un determinat CE d’alt grau es comportara com un dels subtipus més

agressius com son el carcinoma serds o de cél-lula clara.>®

3.4.3 MOLECULAR-TCGA

L'any 2013 es va fer un gran aveng en la classificacié del CE com a resultat d’'un gran estudi
molecular integrat portat a terme pel TCGA.*® Segons les dades d’aquest estudi el carcinoma

d’endometri es pot classificar en quatre grups moleculars (taula 4):

1) POLE-ultramutat (~8%), on trobem CE amb unes carregues mutacionals molt elevades
(ultramutated) (232 x 10°® mutacions/Mb), amb mutacions que afecten al domini exonucleasa del
gen POLE (100%), amb microsatellits estables (MSS), i on s’inclouen carcinomes
predominantment d’histologia endometrioide (CEE) d’alt grau perd amb molt bon pronostic, i que
solen presentar mutacions en altres gens com: PTEN (94%), PIK3R1 (65%), PIK3CA (71%), FBXW7
(82%), KRAS (53%).

2) MSI-H (~30%), amb inestabilitat de microsatél-lits (MSI), majoritariament CEE, i també amb una
elevada taxa de mutacions (hypermutated) (18 x 10°® mutacions/Mb), i que presenten mutacions

en altres gens com: PTEN (88%), PIK3CA (55%), KRAS (38%), CTNNB1 (19%) i FGFR2 (16%).

3) CN low o MSS (~65%), amb CE majoritariament CEE, amb un baix nimero de gens amb
alteracié en el nimero de copies (copy-number low), amb microsatél-lits estables (MSS), i amb
pronostic intermig i que presenten mutacions en gens com: PTEN (77%), PIK3CA (53%), CTNNB1
(53%), PIK3R1 i KRAS (15%), FGFR2 (11%) i SOX17 (8%).
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4) CN high (copy-number high) (~26%), amb CE amb alt numero de gens amb alteracié en el
numero de copies, sobretot en gens com ERBB2 i CCNE1, mutacions al gen TP53 i caracteritzat per
tumors d’alt grau que majoritariament sén carcinomes serosos i sobre un 35% de carcinomes d’alt
grau amb histologia endometrioide, tots ells amb molt mal pronostic. Cal remarcar que, tot i que
hi ha gens alterats exclusius de grups moleculars com POLE per al grup 1 i TP53 per al grup 4, les

alteracions en gens de la via PI3K/AKT/mTOR i RTK/KRAS/CTNNB1 s6n comuns a multiples grups

comell,2i3.

Taula 4. Descripci6 de les alteracions moleculars en cada grup del TCGA. 56

GRUPS MOLECULARS TCGA
POLE MSI-H CN-Low CN-High
(ultramutated) (hypermutated) (copy-number low) (copy-number high)
ASNC baix baix baix alt (ERBB2, CCNE1)
ERCES estables i inestables inestables estables estables

microsatel-lits

Taxa de molt elevada (232*10% elevada (18*10-® baixa (2,9*10¢ baixa (2,3*10¢
mutacions mutacions/Mb) mutacions/Mb) mutacions/Mb) mutacions/Mb)
POLE (100%) PTEN (88%) PTEN (77%) TP53(92%)
PTEN (94%) RPL22 (37%) CTNNB1(52%) PP2R1A (22%)
Gens PIK3CA ( 71%) KRAS (35%) PIK3CA ( 53%) PIK3CA (47%)
freqiientment PIK3R1 (65%) PIK3CA ( 54%) PIK3R1 (33%)
alterats FBXW?7( 82%) PIK3R1 (40%) ARID1A(42%)
ARID1A(76%) ARID1A(37%)
KRAS (53%)
.T|pus . Endometrioide Endometrioide Endometrioide Endomet{r|0|de !
histologic Serds
Grau grausla3 grausla3 graus 1i2 grau 3
Supervivencia
lliure de alta intermitja intermitja baixa
malaltia
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3.4.4 MOLECULAR POST-TCGA

En els Ultims 4 anys hi ha hagut un gran interes en poder portar a la practica clinica diaria
I"aplicacio de la classificacid molecular del TCGA sobretot per al diagnostic dels CEAG que sén
histoldgicament ambigus i dificils de classificar.t%>3 En aquest sentit, diferents grups han proposat
I'ds d’un sistema de classificacid molecular alternatiu (surrogate) al del TCGA amb una
aproximacié metodologica més senzilla per tal de poder aplicar-la en els laboratoris de patologia
molecular en la practica clinica diaria.®*%? De manera generalitzada aquest sistemes es basen en la
combinacié de diferents tecniques com la IHQ (immunohistoquimica) per I'analisi de I'expressio
de les proteines p53, MSH2, MSH6, MLH1 i PMS2; I'analisi de microsatel-lits mitjancant I’analisi de
fragments per determinar la inestabilitat de microsatel-lits; i la seqiienciacié Sanger per I'analisi
de mutacions del gen POLE. Les dades d’aquests estudis han revelat que aquest sistema proveeix
informacid pronostica independent més enlla de la de les variables clinicopatologiques
tradicionals, que té una capacitat discriminatoria del risc de les pacients comparable al sistema
d’estratificacio del risc ESMO (European Society for Medical Oncology), i que pot ser utilitzat en la
practica clinica.®® A més a més, també s’ha posat de manifest que els CEAG sén una col-leccid

d’almenys els 4 subtipus moleculars representats pel TCGA.%
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En base a aquesta metodologia, el grup d’Stello (Leiden/TransPORTEC)®! va classificar el CE en els
seglients grups: 1) p53, amb casos TP53 mutat, 2) MSI, amb casos amb inestabilitat de
microsatel-lits, 3) POLE mutat, i 4) NSMP (No Specific Molecular Profile) amb casos amb un perfil
molecular no especific que no corresponien a cap dels altres 3 grups. | el grup de Talhouk
(ProMisE/Vancouver)®? els va classificar com: 1) MMR-D, amb casos amb inestabilitat de
microsatel-lits, 2) POLE EDM (POLE Exonuclease Domain Mutations), 3) p53 wt amb casos on la
proteina p53 tenia funcié normal, i 4) p53 abn amb casos on hi havia una expressié aberrant de

TP53. A la figura 28 es mostra |'algoritme a seguir en funcié d’aquestes dos classificacions.

a Leiden/TransPORTEC molecular classification

New sample

- Failed molecular classification
- Multiple classifying alterations

== s sus P | unclassifiable
v v \ 4
Group 2 Group 3 Group 4
MSI POLE NSMP
P53 mutation MSI assay POLE EDM by
(assessed by IHC validated by IHC sequencing exon
validated by (MLH1, MSH2 9and 13

sequencing) MSH6, PMS2)

b ProMisE /Vancouver group molecular classification

' New sample
MMR IHC
.\q}‘\ 474’ missing
Qx %, ssesssp U
Q 2,
@« 3
POLE
missing

wsnnnnp uncl

\o \
o/
¢ p53 IHC

[PoLEEDM | 5"-'5-51”- . » [unclassifiable

x\
Ny

Figura 28. Algoritmes utilitzats per als sistemes de classificaci6 molecular del grup Leiden/TransPORTEC (a) i
ProMisE/Vancouver (b).
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En vistes de la gran heterogeneitat molecular i morfologica del CE, és evident que és necessari
establir sistemes de classificacié del CE més refinats, i que encara es necessiten més estudis per
esclarir les bases moleculars i biologiques de certs tipus de CE com els casos ambigus que
presenten solapament d’histologies, els casos amb perfils moleculars no especifics, i els casos que
pertanyen a més d’un grup molecular (multiple classifiers). Aquests ultims casos, un 2-3% segons
Stello et al i Talhouk et al %%%2, poden presentar a la vegada mutacions a POLE i MMR-D,
mutacions a TP53 i MMR-D, mutacions a POLE i TP53, i mutacions a TP53 i MMR-D. Respecte a
aix0, s’ha descrit que les mutacions del gen TP53 poden ser un efecte secundari del fenotip mutat
dels casos POLE i MMR-D. D’acord amb aix0 seria recomanable, a I’hora de fer la classificacio
molecular del CE, primer determinar |'estat mutacional del gen POLE, ja que a més a més, s’ha vist

que aquests pacients presenten pronostics molt favorables. %

En la seglient taula (taula 5) es mostra la comparativa dels quatre tipus de classificacions del CE.

Taula 5. Comparacié dels quatre sistemes de classificacio del cancer d’endometri.>®

TRADICIONAL HISTOLOGICA MOLECULAR MOLECULAR
(BOKHMAN) (WHO) TCGA POST-TCGA
BASE
caracteristiques - IHQ (p53, MSH2, MSH6, MLH1,
. . caracteristiques L .
cliniques i histologiaues caracteritzacio genomica PMS2)
histopatologiques g9 i seq. Sanger (POLE)
CATEGORIES
. .. POLE EDM, MMR-D,
Tipus | Endometrioide POLE, MSI, CN-L, CN-H 053 wt/NSMP, pS3 abn
Tipus Il Seréds CN-H p53 abn
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3.5 ESTADIS | ESTRATIFICACIO DEL RISC

La determinacié de I'estadi tumoral (estadificacid) es realitza tenint en compte el grau d’extensid
d’un tumor que s’ha iniciat en una localitzacié concreta (tumor primari) i el grau de metastasi. Un
dels principals objectius de I'estadificacid és poder definir grups de pacients amb pronostics
similars per tal de poder estandaritzar el seu maneig i donar les opcions terapéutiques més
adequades per cadascun d’ells. En I'actualitat, la classificacid dels estadis més utilitzada en el
cancer d’endometri és la que combina la classificaci6 FIGO (International Federation of

Gynecology and Obstetrics) del 2009 i el sistema TNM (Tumor Node Metastasis).>®

Aquestes
classificacions es basen en I'analisi de la pega quirdrgica amb el calcul de la mida del tumor, del
grau d’invasio del miometri, del grau d’afectacidé ganglionar i del grau de metastasi local i distant.

D’aquesta manera el CE es classifica en un total d’onze estadis (taula 6).

Taula 6. Estadiatge FIGO/TNM 2009 i supervivéncia als 5 anys.

%

E‘?Igg's T N M  SUPERVIVENCIA DESCRIPCIO
ALS 5 ANYS
|
A Ta NO MO 96 jl'umcf)r limitat a I’Gter, invasié miometrial absent o
inferior al 50%
B T1b NO MO 87 Tumor limitat a I’ater, invasié miometrial igual o
superior al 50%
]
T2 NO MO 30 I'n,va5|o de I'estroma cervical, perdo no més enlla de
I"ater
]
A T3a NO MO 48 El tumor invaeix serosa o annexes
1B T3b NO MO 53 Implicacid de la vagina o parametris
lc1 T1-T3 N1 MO 60 Ganglis pélvics implicats
ez T1-T3 N1 MO 53 Implicacié para-aortica
\
IVA T4 Qualsevol N MO 57 El tumor envaeix la bufeta i/o la mucosa intestinal
VB Qualsevol T Qualsevol N M1 16 Metastasi a distancia que inclou metastasi

abdominal i/o ganglis limfatics inguinals
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De manera global, la gran majoria dels CE (75%) son diagnosticats en estadis primerencs com
estadi | o ll, amb una supervivencia lliure de malaltia als 5 anys que oscil-la entre el 80% i 96%; per
a l'estadi lll oscil-la entre el 48-60%; i per a I'estadi IV entre el 16-57%. La supervivencia lliure de
malaltia als 5 anys és del 90% en pacients sense metastasis ganglionars, del 60-70% en pacients
amb metastasis en ganglis pélvics, i 30-40% en pacients amb metastasis als ganglis para-aortics.*®
Cal dir que en aquest sistema de classificacié no es tenen en compte altres factors pronostics que
s’ha vist que també sén importants per definir la supervivéncia global i el risc de recurréncia de
les pacients.®> Aixi, en els dltims anys, s’han desenvolupat sistemes d’avaluacié del risc de
recurrencia en el CE que han incorporat aquests factors pronostics per tal de definir els diferents
grups de risc. Aixi el grup ESMO, al 2014, va identificar que el tipus i grau histologic, una invasié
del miometri superior al 50%, la invasio de I'espai linfovascular, les metastasis ganglionars i un
diametre de tumor superior a 2 cm eren factors que determinaven un alt risc de recurréncia en
pacients en estadis aparentment inicials (estadi |). Per exemple, el grup d’alt risc era definit per
pacients amb estadis IB, grau 3 amb histologia endometrioide i per pacients amb histologia no

endometrioide de qualsevol grau histologic.®®

A més a més, altres grups, també han suggerit la incorporacid de les caracteristiques moleculars
per poder definir millor el pronostic i les terapies per a les pacients. D’aquesta manera, els quatre
grups del TCGA es classifiquen segons el risc en: el grup de baix risc on s’inclou el grup POLE-
ultramutated, el grup de risc intermig amb el grup MSI-H i CN-low, i el grup d’alt risc amb el grup
CN-high/serous-like.*® Esta clar que hi ha d’haver una integracid de les classificacions
histopatologiques i moleculars, ja que moltes pacients tenen la probabilitat de poder ser
tractades només amb cirurgia, i conseqlientment el sobretractament d’aquestes pacients pot ser
evitat. Aixi, la identificaci6 de marcadors pronostics i predictius fiables, és per tant, de gran

importancia clinica.

En resum, podem dir que cada cop hi ha més evidencia de la gran complexitat i heterogeneitat del
cancer d’endometri, i de la importancia d’aplicar a la practica clinica un sistema de classificacio
integrat global, on es combinin diferents factors com els anatomics, els histopatologics, i els
moleculars, amb I'objectiu de poder fer una optima estratificacidé de les pacients per poder definir

uns optims grups de risc, i per poder donar aixi el millor maneig quirdrgic i terapéutic.
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4 ALTERACIONS MOLECULARS DEL CANCER D’ENDOMETRI

En els Ultims anys, la recerca en I'ambit de la biologia molecular del CE ha sofert un gran aveng
gracies a I'aplicacié de la NGS. Aquesta recerca ha posat en evidéncia I'alta heterogeneitat que
presenta el CE, establint diferents grups moleculars, i ha descrit la multiple diversitat d’alteracions
moleculars que estan implicades en la seva carcinogénesi (taula 4). A continuacié es detallen les
alteracions moleculars més freqlientment associades al CE, i de les que es té més evidéncia de la
seva implicacié clinica, tant a nivell diagnostic, pronodstic i de prediccid6 de resposta als

tractaments.
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4.1 ALTERACIONS MOLECULARS IDENTITARIES DELS GRUPS MOLECULARS TCGA

4.1.1 POLE

El gen POLE (Polymerase Epsilon) codifica per una ADN polimerasa que presenta una activitat
exonucleasa de correccié d’errors de la replicacié de ’ADN, i que conseqlientment, permet que es
produeixi una replicacié d’alta fidelitat.®” Aproximadament, el 8% dels cancers d’endometri, en
general, i entre el 15-20% dels CEE FIGO grau 3 presenten mutacions al domini exonucleasa
d’aquest gen.> Les mutacions en aquest domini fan que aquesta polimerasa no pugui corregir els
errors d’introduccié de nucleotids erronis a mesura que es replica I’ADN (figura 29). S’ha descrit
que les conseqliencies d’aquesta alteracié estan associades a un increment excepcional del
numero de mutacions en altres posicions del genoma donant un genotip anomenat ultramutat
(232 x 10® mutacions/Mb), i a un increment de la proporcié de transversions C>A.%® Aquests
tumors presenten mutacions en altres gens com PTEN, PIK3R1, PIK3CA, FBXW7 i KRAS, molt
poques alteracions en el numero de copies de gens, i es caracteritzen per presentar estabilitat
dels microsatél-lits (MSS, microsatellite stable). En I'estudi de Temko® s’ha documentat que les
mutacions somatiques al gen POLE solen ser precoces i que sOn events iniciadors de la
tumorigeneésis endometrial. A la vegada també han documentat que l'adquisicié d’aquestes
mutacions provoca un patré diferent de mutacions driver, una carrega de mutacions molt

elevada, i una millor resposta immune.

A =" B —
Pol &
Leading strand
AN IAYZAYZ. T x%
[ L VAN TANTANVIAN O \V/t
X\ 77X\ M X\ 77X\ N
VAN "I ANY.
S N N Exonuclease domain
Lagging strand
\\, \/Y\/r\ggrg \\r TN\ O\ O\ X
X/ VANVIANYI AN . WA\
Pol & S

The exonuclease function of DNA Mutations in POLE proofreading

polymerases € & & serves to limit the domain lead to an ultramutated state
rate of mutation during genomic (100-fold increased mutation rate) and
replication by proofreading the are associated with endometrial and
nascent DNA strand colorectal cancer

Figura 29. Figura de la funcié normal de la polimerasa POLE (A), i del resultat de la disfuncié de POLE al incorporar
mutacions al domini exonucleasa (B). 7°
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La gran majoria de les mutacions somatiques identificades es troben localitzades entre els exons
9, 13 i 14. En el cas de la deteccid i valoracié de les mutacions, a I'hora de fer el diagnostic
molecular, és molt important tenir en compte només les variants patogeniques. Per aix0 s’ha
proposat classificar com a patogeniques aquelles variants que compleixen els requisits segiients:
qgue es demostri que la variant déna com a resultat un genotip ultramutat (més de 100 mutacions
per Mb), que suposin un increment de la proporcid de transversions C2>A (superant el 20% de
totes les substitucions) i que la mutacié escaigui en un residu que es trobi recurrentment alterat

en cancer.®’

Una gran proporcié dels tumors POLE mutats també presenten les seglients caracteristiques: sén
tumors amb histologia endometrioide, FIGO estadi |, grau 3 (60%), son rics en limfocits infiltrants
tumorals CD8+ (TILs) i/o limfocits peritumorals (Crohn’s like), i presenten heterogeneitat
intratumoral amb morfologia ambigua incloent caracteristiques similars a les del CSE.”* Multiples
estudis han demostrat que les pacients amb tumors POLE mutats tenen pronostics excel-lents,
independentment d’altres caracteristiques clinicopatologiques com el grau histologic i els estadis
avancats.”>7* Per aquest motiu és molt important detectar les pacients que sén POLE mutades,
per tal d’evitar-les tractaments innecessaris. Les raons associades a aquest bon pronostic encara
no estan del tot clares, perd s’han especulat diferents explicacions com que el genotip ultramutat
i el nimero elevat de substitucions d’aquests tumors és incompatible amb la proliferacid i
supervivéncia de les cél-lules’”?, o que aquests tumors produeixen una gran multitud de
neoantigens immunogeénics que promouen una resposta immune molt potent.”® Estudis recents
també han proposat que aquests tumors poden ser altament sensibles a les innovadores
immunoterapies que inhibeixen els punts de controls dels sistema immune (immune checkpoint
inhibition), com les terapies anti-PD-L1, ja que s’ha vist que aquests tenen sobreexpressié de PD-
L1.7 Tot i que hi ha pocs casos, existeixen tumors que presenten mutacions al gen POLE i també
mutacions al gen TP53, també anomenats double positive o multiple classifiers perque
molecularment presenten caracteristiques que els classificarien a la vegada en dos grups diferents
(el grup 14 del TCGA). No obstant, en aquests casos s’ha observat que, tot i presentar mutacions
a TP53, aquestes pacients segueixen retenint les caracteristiques de bon pronostic i pertanyent al

grup de baix risc.”%7®
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4.1.2 GENS REPARADORS D’ERRORS EN L’APARELLAMENT DE BASES DE L'ADN (MMR) I
HIPERMETILACIO PROMOTOR MLH-I

Els microsatel-lits (MS) sén petites seqliéncies repetitives, de un a cinc nucleotids, que es
constitueixen amb blocs de repeticions en tandem i que es troben dispersats al llarg de tot el
genoma. Per la seva naturalesa repetitiva, les regions del genoma amb MS sén dificils de replicar, i
els enzims encarregats de la sintesi de I’ADN poden originar petits bucles, a causa d’insercions o
delecions d’alguns nucleotids, en la nova cadena sintetitzada. En condicions normals, les cél-lules
disposen de tota una maquinaria per reconeixer i reparar aquests errors i aixi mantenir la
integritat del genoma. Un d’aquests mecanismes és |'anomenat sistema de reparacio
d’aparellaments erronis de bases de 'ADN (MMR, mismatch repair), que actua sobre els
nucleotids que han estat incorporats de manera incorrecta (mismatched nucleotide) durant el
procés de replicacié de I’ADN (figura 30). Una de les formes d’inestabilitat genomica més
estudiada és la inestabilitat que afecta els MS, anomenada inestabilitat de microsatel-lits (MSl,
microsatellite inestability), que es va descriure per primer cop en cancer de colon esporadic i en
cancer colorectal hereditari no polipdsic (CCHNP).”” La MSI ve determinada per I'alteracid en la
longitud dels MS al comparar la longitud dels MS de I’ADN tumoral i de I'ADN no tumoral
corresponent (figura 31). Aquesta alteracid dels MS és la conseqliencia de I'actuacié d’un sistema
de reparacié d’errors defectuds, també anomenat, mismatch repair defective (MMR-D). La pérdua
de funcionalitat de les proteines implicades en el sistema MMR com MSH2, MSH6, MLH1, PMS2
entre d’altres, pot ser causada per mutacions somatiques o germinals, o per silenciament

transcripcional per metilaci.”s8°
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Figura 30. Representacié del mecanisme de reparacié de ’ADN mitjangant el sistema MMR i les proteines implicades.
Font: Peggy Hsieh (NIDDK)
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Figura 31. Exemple de la inestabilitat de microsatel-lits (MSI) causada per defectes en les proteines del sistema de
reparacié MMR. En a) hi ha un correcte funcionament del sistema MMR, i en el b) el sistema MMR esta defectuds. 7°

Aproximadament entre el 20-30% de CEE esporadics presenten MSI causada principalment per la
metilacié de promotor del gen MLH1 (MutL Homolog 1), que és més o menys el doble del descrit
en cancer de colon.®* Aquests tumors es caracteritzen per presentar unes taxes de mutacions
elevades de 18 x 10°® mutacions/Mb, per una histologia majoritariament endometrioide, tot i que
també s’han descrit tumors amb histologies no endometrioides, i per presentar limfocits
infiltrants tumorals i limfocits peritumorals. A més a més, també se’ls ha associat amb un patré
d’invasid tipus MELF (Microcystic Elongated and Fragmented ) i amb LVSI (Lymphovascular Space
Invasion). Per les seves caracteristiques aquest tipus de tumor, igual que els tumors POLE mutats,
també sén candidats potencials a I'Us d’'immunoterapies que inhibeixen els punts de control del

sistema immunologic (immune checkpoint inhibition ), com les terapies anti-PD-L1.

Tot i aquestes caracteristiques, hi ha controversia quant a |'estratificacié del risc dels pacients
amb aquests tumors, ja que hi ha estudis que els associen amb indicadors pronostics
desfavorables incloent alt grau histologic i presencia de LVSI. Mentre que, altres autors no han
mostrat associacié amb el pronostic o alguns els associen amb una millor supervivencia. Aquestes
dades sén un possible reflex del maneig diferencial entre centres pel que fa a I'estadiatge i a I'Us

de terapies adjuvants.®?
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4.1.3TP53

El gen TP53 (Tumor Protein P53) codifica per un factor de transcripcié nuclear que s’expressa en
resposta a diverses senyals d’estrés com el dany a I’ADN, xocs de calor i la hipoxia. La proteina
p53, un cop activada, té la funcié de mantenir la integritat i estabilitat del genoma desencadenant
I'aturada del cicle cel-lular, la reparacié de I’ADN, i I'apotosis; per aix0 a aquesta proteina se la
coneix com el guardia del genoma.® P53 és considerada una proteina supressora tumoral amb
una longitud de 393 amino acids constituida per un domini de transactivacid N-terminal, un
domini ric en prolines, un domini d’unié al ADN, un domini de tetrameritzacié i un domini
regulador C-terminal.®* En condicions normals, la sintesis i degradacié d’aquesta proteina esta
estrictament regulada, fent que el seu nivell d’expressié es mantingui molt baix. Una proteina p53
anomala té un recanvi més prolongat resultant en una sobreexpressid de la proteina que pot ser
detectada per IHQ.%> La gran majoria de gens supressors tumorals presenten mutacions frameshift
0 nonsense i resulten en una péerdua d’expressié de la proteina. En canvi pel gen TP53 la majoria
de mutacions detectades sén missense i es localitzen pricipalment al domini d’unié a I’ADN (exons

5 al 8), concretament afectant els residus R175, G245, R248, R249, R273 i R282 (figura 32).%¢
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Figura 32. Distribucio i espectre de les mutacions de TP53 en el cancer d’endometri.8 Els cercles verds indiquen
mutacions missense, els vermells mutacions truncadores, i els negres insercions in-frame i deleccions.
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S’ha vist que aquestes mutacions repercuteixen amb una perdua de funcionalitat, com a
conseqliencia poden exercir activitats dominants negatives o poden obtenir noves propietats
oncogeniques. Els diferents tipus de mutacions que es detecten en aquest gen tenen efectes
diferents a nivell proteic. L’estudi de Murnydak ¥, on analitza les dades de la base de dades IARC
(International Agency for Research on Cancer) TP53, ha demostrat que la gran majoria de
mutacions al gen TP53 sén missense i produeixen una sobreexpressié detectable mitjancant IHQ,
contrariament les mutacions nonsense que sén menys freqlents i sdn responsables de produir
proteines truncades donen resultats d’'IHQ negatius (null pattern), és a dir, que no es detecta la

proteina.

Esta plenament reconegut el paper que juga el gen TP53 en el desenvolupament tumoral, ja que
s’han trobat alteracions en aquest gen en més del 50% de tumors humans 2, i @ més a més les
mutacions en aquest gen son les que han estat més associades a la pitjor supervivéncia dels
pacients, més que qualsevol altre gen.®® En el CE, de manera global, s’han detectat freqiiéncies
mutacionals del gen TP53 del 25% principalment associades a CEAG.*® Especificament en el
subtipus molecular CN high/serous-like, s’ha descrit una altissima proporcié de mutacions en
aquest gen (91 %), i en el grup POLE-ultramutated s’han trobat freqliencies del 35%. D’aquesta
manera les alteracions en aquest gen han estat plenament relacionades amb cancer d’alt risc,
com és el CN-high, el carcinoma serés d’ovari i el cancer de mama basal-like. En relacié amb aixo,
diferents estudis han evidenciat que les mutacions a TP53 estan associades amb tumors que
presenten duplicacions en tandem al llarg de tot el genoma.**?>% Tot i aix0, cal esmentar que
sobre un 10% de casos del grup CN high no presenten mutacions en aquest gen, i que per tant la
deteccié d’alteracions en aquest gen no pot ser utilitzada com una caracteristica definitoria de
carcinomes d’alt grau i tampoc pot servir per discriminar entre CEE i CSE.®® De la mateixa manera,
s’ha demostrat que existeixen tumors (2-3%) amb més d’una caracteristica molecular, com els
tumors amb mutacions a TP53 i POLE, i els tumors amb mutacions a TP53 i MSI. Conseqlientment,
és molt important establir un bon ordre dels tests moleculars, com per exemple primer realitzar la
determinacié de POLE i a posteriori la de p53.5%? Les alteracions moleculars de TP53 s’ha vist que
son events iniciadors de la tumorigénesis ja que s’han descrit en lesions premalignes, en displasies

endometrials glandulars i en carcinoma intraepitelial endometrial.*?
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4.1.4 ALTERACIO SOMATICA EN EL NUMERO DE COPIES (ASNC) DELS GENS

En el nucli, els gens, de manera normal es troben en una dotacié genica diploide (2N), és a dir dos
copies, una per cromosoma homoleg. Quan existeixen alteracions somatiques en el nimero de
copies dels gens (ASNC), significa que hi ha una alteracié en les dotacions geéniques dels gens
produida per un guany o amplificacié del nimero de copies (3N, 4N... o amplificacié massiva), o
per una pérdua o delecié dels gens (1N, ON).% (figura 33). En els Ultims anys molts estudis han
subratllat que els tumors amb un alt nombre d’ASNC tendeixen a tenir pitjor pronostic que els

tumors diploides.®
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Figura 33. Exemples de les alteracions en el numero de copies dels gens (ASNC), com els guanys (gain) i les perdues
(loss). (Font: Gaélle Marenne, 2012).

Segons les dades del TCGA °° la gran majoria de CSE (94%) s’inclouen dins el grup 4 (CN high
/serous-like). Aquest grup es caracteritza per un alt grau d’ASNC com amplificacions focals
recurrents (guanys) que afecten localitzacions on trobem gens com ERBB2 (17q12) (27%) i CCNE1
(19q12) (42%). Altres laboratoris 94°> també han descrit en els CSE amplificacions focals en altres
gens com PIK3CA (3926.32) (60%), i EVI1 (MECOM) (3926.2) (21.7%). El grup 4 del TCGA també es
caracteritza per tenir una alta freqiiéncia de mutacions al gen TP53 (90%), poca MSI (6%) i poques
mutacions al gen PTEN (11%) en comparacié a la freqiiencia que es troba en els CEE (84%).
Aguests tumors tenen molt pitjor pronostic que els tumors de tipus endometrioide. D’aquesta
manera es pot afirmar que les ASNC juguen un paper molt important en la patogenesi del CSE.

Recentment, s’ha descrit que les ASNC proveeixen més informacié pronostica que les mutacions
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puntuals, i que les amplificacions focals tendeixen a conferir un pitjor pronostic comparat amb les
amplificacions que engloben més amplitud. Aix0 és consistent amb el fet que en models animals
s’ha vist que els desequilibris a gran escala de les dosis géniques fan que es produeixi un estrés
proteotoxic que perjudica la supervivencia de les cél-lules tumorals. Addicionalment, també s’ha
observat que els tumors amb mutacions al gen TP53 presenten més grau d’aneuploidia i ASNC

que els tumors TP53 wild type. ¥

ERBB2 (Erb-B2 receptor Tyrosine Kinase 2) és una glicoproteina transmembrana, membre de la
familia dels receptors dels factors de creixement epidermics, concretament és el receptor del
factor de creixement epidérmic huma 2. Es un receptor tirosina cinasa que quan dimeritza activa
la via de transduccié de senyal a través de la fosforilacid dels seus residus tirosina cinasa
intracel-lulars, i d’aguesta manera activa vies, com la via Ras/Raf/MAPK i la PI3K/AKT/mTOR.
Conseqlientment, I'amplificacié genomica i sobreexpressié d’ERBB2 esta associada amb un
increment de la proliferacid, pitjor supervivéncia i resisténcia a tractaments en diferents tipus de
tumors incloent el CSE.°® Diferents estudis han correlacionat I'estat del gen ERBB2 i les
caracteristiques clinicopatologiques del CSE, associant la seva amplificaci6 amb temps de
supervivéncia menors que en els casos amb estats normals d’aquest gen. ¥ Amb tot el descrit, el
gen ERBB2 és una potencial diana terapéutica per al CSE i recentment, s’han publicat diferents

estudis més prometedors en aquesta linia .%%%°

El gen CCNE1 (Cyclin E1) codifica per la ciclina E1 que esta implicada en la regulacié de la transicié
de la fase G1 a la fase S del cicle cel-lular a través d’interaccions amb les proteines cdk2, la
fosforilacié del Rb (retinoblastoma) i el factor E2F-1. Els alts nivells d’aquesta ciclina fan que
s’acceleri la transicio a través de la fase G1, i s’ha vist que la seva acumulacié és freqiient en un alt
nombre de tumors.}%1%2 | 3 degradacié de la CCNE1 esta mediada per la unié a FBXW7 seguit de
la ubiquitinitzacié mitjancant la via del complex SCF (Skp, Cullin, F-box). D’aquesta manera tant les
mutacions al gen FBXW7, que també han estat descrites al CSE (20%), com les amplificacions de
CCNE1 produeixen I'acumulacio de ciclina E1 en el CSE. Aixi veiem que quasi la meitat del CSE esta
afectat per aquestes alteracions.®® A més a més, també s’ha descrit que les amplificacions de
CCNE1, juntament amb les mutacions de TP53, estan associades a tumors que presenten
duplicacions en tandem al llarg de tot el genoma.*®?>° Conseqiientment, I'activacié de CCNE1 pot
jugar un paper primordial en conduir la tumorigenesis en el CSE, i també es pot considerar com

una potencial diana terapéutica.
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El gen PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphophate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha) codifica per
la proteina p110a que és la subunitat catalitica de PI3K. Aquesta subunitat juga un paper principal
en la via de senyalitzacid PI3K/AKT/mTOR, eix central de la senyalitzacid cel-lular. Tant les
mutacions, com les amplificacions de PIK3CA produeixen una desregulacié d’aquesta via, que és la
via més freqlientment alterada en les neoplasies humanes i es considera fonamental per al
desenvolupament tumoral desencadenant senyals de proliferacid cel-lular.}®® Tot i aixo,
recentment s’ha observat que les amplificacions de PIK3CA s’associen a algun tipus d’activacié de
la via PI3K, pero no es correlaciona amb marcadors d’activitat d’AKT i mTOR. Aixo suggereix que
en el cas de les amplificacions de PIK3CA, les associacions entre I'amplificacié i I'activacid de la via
PI3K pot ser indirecta, resultat de la propensid que tenen els tumors serous-like a tenir alt ASNC i
per tant, a tenir activades altres vies intercomunicants. Aquestes dades posarien en dubte I'Gs
d’inhibidors de la via PI3K/AKT/mTOR per al tractament del CSE. El que s’ha vist és que
I'amplificacié focal de PIK3CA esta associada amb I'expressid de gens implicats en el punt de
control de la fase G2 del cicle cel-lular i la reparacié de I’ADN. A més a més, també s’ha vist que
les amplificacions de PIK3CA estan associades a parametres clinico-patologics de fenotips més
agressius com edats més avancades, estadis FIGO més elevats, alts graus, ganglis positius,

infiltracid miometrica i els subtipus CSE.104105

EVI1 (Ecotropic Viral Integration Site-1 Protein) o també anomenat MECOM (MDS1 and EVI1
Complex Locus) esta localitzat cromosdmicament al locus 3926.2. Es un factor de transcripcié zinc
finger que juga un paper important en el desenvolupament normal i en la oncogénesi. En
diferents neoplasies hematologiques s’ha vist que els seus reordenaments sovint activen la seva
expressid, i en tumors solids d’endometri, ovari, pulmd, fetge també s’ha descrit la seva

sobreexpressio i amplificacig.'%%

A més a més, aquestes alteracions s’han associat
significativament amb tumors més agressius i amb pitjor pronostic indicant que EVII és un
oncogen dominant en molts tipus de tumor.’® EVI1 s’ha relacionat amb diferents vies de
senyalitzacié com PI3K/AKT i RAS/ERK, i s’ha descrit que pot promoure la transcripcié de PBK
(AKT) en el carcinoma serds d’ovari d’alt grau, i inhibir a TGFB que es sap que actua com a
supressor tumoral. A través d’aquestes vies s’ha suggerit que la sobreexpressié de EVI1 pot estar
promovent I'adquisicié de quimioresisténcia a través de la induccié de "autofagia.!'! En el treball
de Fields et al 12 s’ha posat de manifest la importancia i la funcionalitat dels freqiients ASNC que
afecten la regidé 3926, apuntant que els gens alterats en aquesta regid, com PIK3CA i EVI1 entre

altres, actuen de manera altament coordinada, que és el que anomenen “onccassette”, per tal de

conduir el procés tumorigeénic.
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4.2 ALTRES ALTERACIONS MOLECULARS

4.2.1 PIK3CA, PIK3R1, PTEN (VIA PI3K/AKT/mTOR)

La via PI3K/AKT/mTOR regula aspectes claus de la biologia del cancer incloent el metabolisme, el
creixement cel-lular i la supervivéncia (figura 34).1% Després de I’estimulacid, per diferents factors
de creixement, dels receptors tirosina cinasa (RTK) com poden ser EGFR, HER2, s’activa la PI3K i
fosforila el lipid PIP2 donant com a producte el lipid PIP3. Aleshores PIP3 recluta a la membrana
diferents quinases com I’AKT, i aquesta cinasa llavors es fosforilada i activada a través del complex
mTOR2 i de PDK1. Entre les seves dianes, AKT (PKB) fosforila i inhibeix TSC2, la qual indirectament
inhibeix el complex mTORC1.113114 PTEN s’encarrega d’hidrolitzar PIP3 a PIP2, i aixi desactiva la via
PI3K/AKT/mTOR. Respecte altres tipus de cancer, el CE presenta les taxes més elevades (93%)
d’alteracié d’aquesta via *°, amb mutacions als gens PIK3CA, PIK3R1, PTEN i amplificacions de

PIK3CA entre d’altres, que es troben en diferents freqliencies en funcid del grup molecular.
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Figura 34. Exemple de la via de senyalitzacié PI3K/AKT/mTOR. Les fletxes signifiquen activacié de la via i les barres
inhibicio. 113
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Existeixen quatre classes de PI3K, de les quals la classe IA és la que s’ha relacionat més amb el
cancer. Estructuralment esta constituida per una subunitat catalitica, la PIK3CA o també
anomenda p110a, i una subunitat reguladora, la PIK3R1 o també anomenada p85. Les mutacions
en els gens PIK3CA i PIK3R1 generalment sdn excloents entre elles, perd contrariament aquestes
poden coexistir amb les mutacions de PTEN.!® S’ha vist que els carcinomes d’endometri
presenten un patré especific de mutacions de PIK3CA que es caracteritza per presentar les
mutacions en els dominis ABD i C2. Les mutacions d’aquests gens provoquen l'activacié

constitutiva de la via PI3K/AKT/mTOR.16:%7

PTEN (Phosfatase and Tensin Homolog) és un gen supressor tumoral localitzat al cromosoma
10g23.2 que codifica per una fosfatasa lipidica i actua com un regulador negatiu de la via
PI3K/AKT/mTOR, ja que la seva funci6 és defosforilar el lipid PIP3. La pérdua de funcié d’aquesta
proteina ha estat proposada com una de les alteracions moleculars iniciadores del
desenvolupament de la carcinogenesi del CEE, ja que la disminucié de l'activitat de PTEN
augmenta la proliferacié i la supervivéncia de les cél-lules.'*® Les causes de la seva pérdua de
funcidé poden ser mutacions, la pérdua d’heterozigositat (LOH) i la metilacié del seu promotor.t*®
Cal dir que s’ha descrit que les mutacions d’aquest gen sén una de les primeres alteracions
moleculars que es donen en el desenvolupament del CEE, ja que ocorren en un 20-27% en
hiperplasies endometrials i en un 55 % en neoplasies intraepitalials. Contrariament, les mutacions

de PIK3CA en hiperplasies complexes atipiques sén rares, i apareixen com events moleculars més

tardans en el desenvolupament del CEE.*?°
4.2.2 KRAS

El gen KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) codifica per la proteina K-Ras que
forma part de la via de senyalitzacié RAS/RAF/MEK/ERK. K-ras és una GTPasa, la qual s’encarrega
de transformar les molécules GTP a GDP. Amb aquesta activitat funciona com un interruptor
intracel-lular que ddéna senyals que indiquen a la cél-lula que creixi i proliferi, o que maduri i
assumeixi funcions especialitzades de diferenciacid. Les mutacions somatiques en aquest gen
produeixen una inhibicié de I'activitat GTPasa fent que es mantinguin de manera constitutiva les
senyals de proliferacié i per tant permetent la proliferacié del tumor.'?! Les mutacions de KRAS
sén molt més frequients en el CEE (18%) que en el CSE (3%). S’ha observat que les mutacions de
KRAS apareixen en etapes primerenques del desenvolupament tumoral del CEE, detectant-se en
hiperplasies endometrials atipiques. Aquestes mutacions s’ha vist que poden coexistir amb

mutacions en altres gens com PTEN, PIK3CA i PIK3R1, fet que suggereix que les mutacions de
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KRAS no sén funcionalment redundants amb les mutacions dels gens de la via PI3K/AKT/mTOR.?2*

124

4.2.3 FGFR2

El gen FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) codifica pel receptor amb activitat tirosina
cinasa anomenat receptor 2 del factor de creixement de fibroblast (FGFR2). Aquest receptors, a
I'activar-se, participen en processos importants com ara el creixement i divisid cel-lular, la
maduracié cel-lular, la formaci6 de vasos sanguinis, la cicatritzaci6 de ferides i el
desenvolupament embrionari.’®® En el CE s’han detectat mutacions en aquest gen en un 12% de
CEE. Aquestes mutacions sén mutuament excloents amb les mutacions de KRAS, en canvi, la
majoria de casos CEE FGFR2 mutats (77%) també sén PTEN mutats. S’ha vist que aquest gen
presenta un hotspot, el residu S252W, que esta localitzat en el domini extracel-lular que intervé
en la unio al lligand, i és on es troben al voltant del 41% de mutacions reportades. En linies
cel-lulars s’ha observat que els casos amb mutacions activadores de FGFR2 sén més propenses a
respondre a inhibidors d’aquest receptor, fet que senyala les mutacions de FGFR2 com a

potencials dianes terapéutiques.'?¢12

4.2.4 ARID1A

Recentment, ARID1A (AT-Rich Interaction Domain 1A) ha estat descrit com un gen supressor
tumoral que codifica per la proteina BAF250a, que és un component del complex SWI/SNF
remodelador de la cromatina (SWI/SNF Chromatin-Remodeling Complex). Les mutacions d’ARID1A
poden resultar en una activacié de la via PI3K a través de la desregulacié de PIK3IP1 (PI3K
Interacting Protein 1). La pérdua d’expressiéo d’ARID1A mitjangant immunohistoquimica ha estat
observada en CEE de baix grau (26-29%) i d’alt grau (39%). Les mutacions s’han detectat al voltant
del 40% en CEE de baix grau, i el 50% d’aquests tumors mutats presentaven pérdua d’expressié de

la proteina. 129131

4.2.5 PPP2R1A

PPP2R1A (Protein Phosphatase 2 Scaffold Subunit Aalpha) codifica per la subunitat Aa de la
fosfatasa especifica Ser/Thr PP2A, que és una proteina supressora tumoral. La fosfatasa PP2A
regula diferents vies com ERK, PI3K/AKT/mTOR, i WNT. Cal remarcar que les mutacions sén
bastant freqiients en el CSE (fins un 40%), mentre que es troben en molt baixa freqiéncia en el
CEE (inferior al 7%). A més a més, les mutacions trobades als pocs CEE son en el subtipus d’alt

grau, suggerint que aquestes mutacions estan associades amb I'agressivitat dels tumors i la pitjor
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supervivencia dels pacients. Les mutacions estan confinades als exons 5 i 6, en el CE la majoria

d’elles afecten els hotspots 179, 256 j 257.1327134
4.2.6 FBXW7

FBXW?7 (F-Box And WD Repeat Domain Containing 7) codifica per la proteina supressora tumoral
FBOX, que és un component del complex ubiquitin lligasa SCF (Skp, Cullin, F-box). Aquest complex
té com a funcié d’ubiquitinar substrats fosfoproteics per poder ser degradats pel proteosoma. Les
mutacions en aquest gen afecten les repeticions WD40 d’unié a substrat de la proteina FBOX
resultant en una perdua de la funcié del complex SCF i produint una acumulacié d’onco-
proteines.’® La ciclina E1 és una de les proteines que es veu afectada per les mutacions a FBXW?7,
fent que s’observi un increment de I'expressio de ciclina E1 en els CSE amb mutacions a FBXW7.
En els CSE també s’ha vist que les mutacions a FBXW?7 i les amplificacions de CCNE1 sén events
moleculars excloents. Aixi s’ha descrit que sobre un total d’'un 57 % de casos CSE tenen afectat el
sistema CCNE1-FBXW?7, tant per amplificacions al gen CCNE1 com per mutacions (20%) o
deleccions a FBXW7. També s’ha observat que les mutacions a FBXW?7 es donen en etapes inicials

del desenvolupament tumoral ja que s’han detectat en carcinomes serosos intraepitelials.®*
4.2.7 L1ICAM | CTNNB1

L1CAM (L1 Neuronal Cell-Adhesion Molecule) és una glicoproteina transmembrana de la
superfamilia de les immunoglobulines. En models experimentals s’ha observat que I'expressio de
L1CAM indueix la migracié de les cél-lules tumorals, la invasid, la transicié epiteli mesenquima
(EMT, Epithelial Mesenchymal Transition) i la quimioresisténcia.’**3® Recentment, L1CAM ha
guanyat molta for¢ca com a marcador pronostic especific, i potencial diana terapéutica en el CE i

altres tumors.’3®1%0 En |'estudi de Kommoss

, S’ha demostrat que I'expressido de L1CAM es
correlaciona amb el casos de CEE d’alt grau, d’estadis avangats i amb pronostic desfavorable que
estan inclosos en el grup 3 del TCGA, és a dir, els p53 wt/NSMP. També s’ha definit una associacid
entre I'expressié de L1CAM i el CSE, els quals sén coneguts per presentar una alta taxa de
mutacions al gen TP53. Alguns autors han suggerit una associacié robusta entre |'expressio de
LICAM amb tumors amb mutacions a TP53. A més a més, s’ha vist que després de la
histerectomia, les pacients del grup p53 wt/NSMP L1CAM positives tenen un risc similar a
aquelles pacients del grup p53 mutat. D’aquesta manera aquestes pacients es podrien beneficiar
de terapies adjuvants, tot i estar incloses en el grup de baix risc. Un efecte pronostic similar de

I'expressié de LICAM també s’ha observat en en el grup MMR-D. Amb tot aix0, es podria

considerar els casos L1CAM positius com un subgup pronostic dins els grups p53 wt/NSMP i
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MMR-D, i aixi redefinir el grup de risc intermig que ocupen aquests dos grups que constitueixen

un gran nombre de casos de CE (64-79%).14

Tot i que el grup p53wt/NSMP no té cap gen amb efecte pronostic, s’ha observat que fins a un
50% de pacients d’aquest grup presenten mutacions activadores al gen CTNNB1 (Catenin Beta 1),
que codifica per la proteina B-catenina.”® Aquesta proteina és un component integral de la via
canonica WNT. Juntament amb E-cadherina conformen una unitat que és important per la
diferenciacid cel-lular, pel manteniment de I'arquitectura dels teixits normals i per la transduccio
de senyals. B-catenina esta negativament regulada per GSK-3B (Glycogen Synthase Kinase 38) ja
que la fosforila i activa la seva degradacid. En els CEE s’ha vist que la majoria de mutacions de
CTNNBI1 es localitzen a I'exd 3 i que resulten en I'evasio de la fosforilacié mediada per GSK-38
produint la seva acumulacié nuclear i conseqlientment un augment de la proliferacio
cel-lular.1¥>1%3 ’estudi de Kommoss et al ¥ suggereix que les mutacions de CTNNB1 poden activar
I'expressié de L1ICAM i aixi establir un comportament més agressiu d’aquests tumors. D’aquesta
manera la determinacié d’aquestes mutacions també podria donar informacié pronostica
addicional al classificador ProMisE ja que permetria identificar casos amb més risc de recurrencia

dins el grup p53wt/NSMP.

4.2 TERAPIA MOLECULAR DIRIGIDA

La histerectomia total i I'exeresi del cérvix, els ovaris i les trompes de fal-lopi sén els tractaments
quirdrgics estandards que es realitzen a les pacients amb cancer d’endometri amb aparent estadi |
i que resulten efectius en la gran majoria de casos. No obstant aix0, moltes pacients en estadis
avancats i algunes en estadis inicials presentaran recidiva en el temps. Molts estudis han avaluat
aquest risc de recurréncia post-cirurgia i han intentat definir les terapies adjuvants més
adequades per tal de reduir aquest risc. Aixi s’ha vist que els factors d’alt risc inclouen el grau del
tumor, la mida del tumor, el tipus histologic, la profunditat de la invasié del miometri, la preséncia
d’invasié de I'espai linfovascular (LVSI) i I'estadi.** De manera resumida, tenint en compte les
dades dels assaigs clinics portats a terme en els ultims anys, podem dir que la quimioterapia
adjuvant és la que aporta més benefici en pacients en estadis Il i IV, i que la radioterapia pot ser
considerada per al control local. En els casos en qué existeix malaltia recurrent i metastasis, es

considera que el cancer és incurable i esta associat a molt mal pronostic.
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En aquests casos es pot pensar en altres terapies en assaigs clinics com la hormonoterapia,
immunoterapia i les terapies dirigides.’**'* En I’actualitat, gracies al coneixement de la
classificaci6 molecular del CE, s’esta intentant incorporar aquesta informacié molecular als
algoritmes d’estratificacié del risc, per tal de poder millorar els grups i conseqiientment poder

recomanar millors terapies.

Sobretot s’esta posant molt esfor¢ en aconseguir terapies efectives per als carcinomes
d’endometri d’estadis avangats i amb malaltia recurrent, ja que fins ara els tractaments que hi ha
s6n inadequats i els pronodstics no han millorat.*® A continuacié es mostra un resum actualitzat de
les terapies moleculars dirigides (amb el codi de I'assaig clinic) en el CE en funcidé dels grups

moleculars i dels marcadors moleculars afectats.'® (figura 35).

Serous and
Histology Endometrioid 1/4 of grade 3

L IL endometrioid ]

High neoantigen load T
Tumor-infiltrating lymphocytes Hormonal Cell cycle
Strategy PD-1/PD-L1 therapy deregulation

PI3K / AKT / mTOR inhibitor

[ iclib + L. (NCT02730429)
Method e > CDK L~ | Ribociclib + L (NCT02657928)
Durvalumab (NCT02725489)
Avelumab (NCT02912572) — 1
Nivolmab + Ipilimumab (NCT03126110, NCT03241173) +E s + L (NCT03008408) |

Pembrolizumab (NCT03277352, NCT02628067, NCT03192059,
NCTO02899793, NCT02178722, NCT02549209)
Durvalumab + Tremelimumab (NCT03015129)

Cabozantanib + Nivolumab (NCT03367741) |

AZD2014 + Anastrozole (NCT02730923)

Everolimus + Levonorgestrel (NCT02397083)
; EEK/ARTLmTOR inhibitor Everolimus + Letrozole (NCT01787523, NCT02228681)

LY3023414 (NCT025499889) |

Nintedanib (NCT02730416)

Anti-angiogenesis therapy " | Sunitinib (NCT00478426)

Rucaparib + Bevacizumab (NCT03476798) ]

| PARP inhibitor Niraparib (NCT03016338)

5

Cee Olapario + AZD2014 (NCT02206375, phase 1)

TRAIL activator ONC201 (NCT03384027, NCT03485729, NCT03099499)

ATR inhibitor EZH2 inhibitor
BAY 1895344 Tazemetostat
(NCT03188965) | (NCT03348631)

Figura 35. Terapies dirigides i assaigs clinics actuals, en funcié dels grups moleculars TCGA i de les alteracions
moleculars associades en cada grup.146

69






CAPITOL 2
HIPOTESIS | OBJECTIUS






Hipotesis i Objectius

1 HIPOTESIS

Els dos subtipus més freqlents de cancer d’endometri (CE) sén el carcinoma endometrioide
d’endometri (CEE) i el carcinoma serés d’endometri (CSE). El diagnostic diferencial entre aquestes
dues tipologies no sempre és facil, hi ha casos que presenten caracteristiques histologiques
dubtoses i ambigiies que dificulten el correcte diagnostic final. Es sabut que aquests dos tipus
presenten diferents perfils moleculars, i també un pronostic diferencial, fent que el carcinoma
serds d’endometri sigui el subtipus més agressiu i amb el pronostic més desfavorable. Actualment
també s’esta posant en coneixement la importancia que pot jugar I’heterogeneitat intratumoral
(HIT) en els comportaments més agressius dels tumors i en la resisténcia als tractaments, com és
el cas del CSE. En els ultims anys, la irrupcié de les tecnologies d’alt rendiment com la NGS (Next
Generation Sequencing) i la MLPA (Multiple Ligase-dependent Probe Amplification) han ofert

I'opcid d’ampliar el coneixement molecular del cancer d’una manera més precisa i resolutiva.
Per tot aix0 s’han plantejat les seglients hipotesis (H):

H1. Les tecnologies d’alt rendiment com la NGS i MLPA permeten fer una analisi de diferents
alteracions moleculars en gens responsables dels processos tumorigenics. La identificacio
d’aquests gens en mostres pertanyents als tipus més freqlients de cancer d’endometri (CEE i CSE)
permet establir perfils genetics per classificar les mostres d’'una manera més precisa i objectiva, i

realitzar un diagnostic final més acurat.

H2. La preséncia d’heterogeneitat intratumoral en el tipus de cancer CSE condiciona el

comportament agressiu d’aquest tumor.
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2 OBIJECTIUS

Per avaluar les hipotesis s’han definit un total de 3 objectius especifics (OE):

OE1. Analitzar les alteracions de diferents gens a nivell de variants somatiques (VS) mitjangant
una analisi de seqlienciacid dirigida (targeted sequencing) amb la tecnologia NGS per tal d’establir
un perfil de gens que permeti classificar aquests tipus tumorals. Aquestes alteracions s’han
determinat en mostres pertanyents als dos tipus més freqiients de cancer d’endometri (CEE i

CSE).

OE2. Analitzar les alteracions somatiques en el nimero de copies de gens (ASNC) mitjancant la
tecnica MLPA per tal d’establir un perfil de gens que permeti classificar aquests tipus tumorals.
Aquestes alteracions s’han determinat en mostres pertanyents als dos tipus més freqlients de

cancer d’endometri (CEE i CSE).

OE3. Estudiar I'heterogeneitat intratumoral (HIT) en mostres de carcinoma serds d’endometri a
diferents nivells d’alteracié molecular: (a) a nivell de les alteracions somatiques en el nimero de

copies dels gens (ASNC), i (b) a nivell de variants somatiques (VS).
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Materials i Métodes

En aquest capitol es descriuen els materials i métodes emprats per desenvolupar els tres objectius
especifics d’aquesta tesi doctoral. La figura 36 il-lustra la relacié entre els objectius, les alteracions

moleculars analitzades i els materials i métodes emprats.

VS: variants somatiques, EP: expressio proteines, ASNC: alteracio somatica nimero de copies,
CEE: carcinoma endometrioide d’endometri, CSE: carcinoma serés d’endometri,

TS: targeted sequencing, MLPA: multiplex ligase-dependent probe amplification,

SS: Sequienciacio Sanger, IHQ: immunohistoquimica, SISH: silver in-situ hybridization

1
1 1
1 1
1 1
! ALTERACIO MOSTRES METODES i
! MOLECULAR :
! i
1 1
1 1
| OE1: ALTERACIONS A NIVELL DE VS § :
1 & 1
3 -
E VARIANTS SOMATIQUES EP 16 CEE+8 C5F T8 1HGSS = |k
| AE
! ;
)
i = |3
| OE2 CIONS IMERO SNC A
| OE2:ALTERACIONS DEL NUMER ASN m i
i DE COPIES DELS GENS EP 1oCRE+ 12L3E MLF&,.IHQ e l
I m I
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1 1
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! OE3: HETEROGENEITAT A\S/SNC 3 REGIONS DE ?sL:/s\ i
! ’
: INTRATUMORAL EN EL CSE i 8 CSE IHQ, SISH |
I I
1 1
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1 |
1 1
1 ]
1 1
1 |

|

Figura 36. Relacid entre objectius, i materials i métodes
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1 MOSTRES

Les mostres utilitzades per al desenvolupament d’aquesta tesi doctoral han estat biopsies
tumorals i no tumorals provinents de pacients diagnosticades de carcinoma endometrioide
d’endometri (CEE) o carcinoma serés d’endometri (CSE), i tractades a |'Hospital Universitari Arnau
de Vilanova de Lleida (HUAV). Cadascuna de les mostres, després de la cirurgia, va ser
immediatament registrada, congelada i emmagatzemada a -802C al banc de tumors de I'IRBLleida.
A la vegada aquestes biopsies van ser diagnosticades al departament d’Anatomia Patologica de
I'THUAV seguint les recomanacions de la OMS (Organitzacié Mundial de la Salut), i els tumors van
ser estadificats i gradats seguint el sistema FIGO (taula 7).%*°° De cada biopsia es va avaluar la
qualitat tissular en seccions d’hematoxilina-eosina, i a la vegada, es va quantificar el percentatge
tumoral, la necrosis i la porciéd no tumoral. Previament a les analisis realitzades les pacients van
firmar els consentiments informats oportuns, i els estudis també van estar aprovats pel Comite

Etic d’Investigacié Clinica (CEIC) de I'Hospital.

Per assolir cadascun dels objectius especifics proposats s’han utilitzat diferents conjunts de

mostres, d’aquesta manera tenim la segilient distribucié de mostres en funcioé de I'objectiu:

- Per a I'objectiu especific 1 s’han emprat 16 mostres de CEE, 8 mostres de CSE i els respectius

teixits no tumorals de cadascuna d’elles.

- Per a I'objectiu especific 2 s’Than emprat 12 mostres de CEE, 12 mostres de CSE, i els respectius

teixits no tumorals de cadascuna d’elles.

- Per a I'objectiu especific 3 s’Than emprat 8 mostres de CSE, i tres porcions de tumor de cadascun

dels carcinomes, en total 24 mostres, i els respectius teixits no tumorals de cadascuna d’elles.
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Taula 7. Caracteristiques histopatologiques de totes les mostres utilitzades en funcid de cadascun dels objectius

OBJECTIU ESPECIFIC 1

OBJECTIU ESPECIFIC 2

OBJECTIU ESPECIFIC 3

Materials i Métodes

TIPU‘S TIPU‘S TIPU‘S

CAS HISTOLOGIC GRAU ESTADI CAS HISTOLOGIC GRAU ESTADI CAS HISTOLOGIC GRAU ESTADI
1 CEE Il 1B 1 CEE IB | 1 CSE 1] IA

2 CEE ] I 2 CEE 1B I 2 CSE 1] A
3 CEE Il 1B 3 CEE 1A Il 3 CSE 1] B

4 CEE Il 1B 4 CEE 1B I 4 CSE 1] IA

5 CEE Il IA 5 CEE 1A | 5 CSE 1] IA

6 CEE ] A 6 CEE 1A | 6 CSE 1] 1B
7 CEE 1] 1B 7 CEE IB | 7 CSE 1] B

8 CEE Il 1B 8 CEE 1A | 8 CSE 1] Il

9 CEE ] 1B 9 CEE B 1]

10 CEE | 1B 10 CEE 1A |

11 CEE ] 1B 11 CEE B 1]

12 CEE 1] 1B 12 CEE 1A |

13 CEE ] 1B 13 CSE I} 1A

14 CEE Il I 14 CSE I} IA

15 CEE | 1B 15 CSE I} A

16 CEE ] 1B 16 CSE I} 1A

17 CSE 1] IA 17 CSE I} A

18 CSE ] A 18 CSE I} 1B

19 CSE 1] 1B 19 CSE I} IA

20 CSE ] IA 20 CSE I} 1B

21 CSE 1] IA 21 CSE I} 1B

22 CSE ] 1B 22 CSE I} 1B

23 CSE 1] 1B 23 CSE I} I

24 CSE ] I 24 CSE I} 1B
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2 EXTRACCIO D’ADN

De cadascuna de les mostres tumorals i no tumorals congelades a -80 2C amb el compost OCT
(Optimum Cutting Temperature) es va extreure ADN mitjangant el Kit DNeasy and Tissue Kit
(Qiagen) seguint les instruccions del fabricant. Un cop extret I’ADN, es va determinar la quantitat i
la seva puresa mitjancant I'is de I'equip Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific). A més a
més, la solucié d’ADN de les mostres que van ser emprades per I'analisi de targeted sequencing
(NGS) es va quantificar utilitzant el kit Qubit dsADN HS Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)

amb I’equip Qubit Fluorometer 1.0 (Invitrogen, Life Technologies).

3 MULTIPLEX LIGASE-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA)

En el primer capitol s’ha descrit el funcionament general de la técnica MLPA, aixi que en aquest

apartat s’especifiquen els kits utilitzats i el protocol especific per desenvolupar-la.

Els kits SALSA MLPA utilitzats van ser el P171-A2 gain, el P172-B1 gain, el P173-A2 gain i el P294-
Al tumor-loss de MRC-Holland (Amsterdam, The Netherlands). Amb aquests kits es va avaluar

I’estat del nimero de copies d’un total de 106 gens (taula 8) en els objectius especifics 2 i 3.

Per realitzar aquesta tecnica es van seguir les recomanacions del fabricant. Tot i aix0, a

continuacié es descriu breument el protocol:
A. DESNATURALITZACIO | HIBRIDACIO

Rotular un tub de 0.2 ul per cada mostra, afegir 5ul d’ADN i desnaturalitzar al termociclador
durant 15 min. a 982C. A continuacio preparar la mix d’hibridacié (MLPA Buffer y MLPA probemix),
afegir-la a I’ADN desnaturalitzat, incubar 1 min a 952C i a continuacié hibridar entre 16-20h a

60°C.
B. LLIGACIO

Preparar la mix de lligacio (aigua, Ligase Buffer A, Ligase Buffer B i Ligase-65), afegir-la a la mostra

hibridada i lligarla a 542C durant 15 min. Pausar a 202C
C. AMPLIFICACIO

Preparar la mix d’amplificacio (aigua, Salsa pcr primer mix i Salsa polymerase), afegir-la a la mostra
lligada i procedir amb el programa d’amplificacié: 35 cicles: 30 seg. 959C; 30 seg. 609C; 60 seg.
72°Ciincubar 20 min. 72°C. Pausar a 15 2C.
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D. ANALISI DE FRAGMENTS

Analisi de fragments mitjancant una electroforesis capil-lar amb I'equip 3130 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems) i el software GeneMapper®4.1 (Applied Biosystems).

E. ANALISI DE LES DADES | INTERPRETACIO DELS RESULTATS

Avaluacié dels electroferogramas i dels patrons de pics, calcul dels DQ (Dosage Quocient) després
de realitzar la normalitzacid intra i inter mostra, i assignacié de I’estat del nimero de copies (DQ
inferior a 0,7 = pérdua o delecié, DQ entre 0,7 i 1,4 = normal o diploide, DQ superior a 1,4 =

guany, duplicacié o amplificacid).
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Taula 8. Llistat dels 106 gens analitzats per MLPA amb les seves corresponents localitzacions cromosomiques.

MLPA
GEN  LOC.CROM. GEN  LOC.CROM.
NRAS 1p13.2 WT1 11p13
BCAS2 1p13.3 CCND1 11q13
BCAR3 1p22.1 EMS 11q13
PSMB4 1q21.3 FGF3 11913
MDM4 1g32.1 GSTP1 11q13
MYCL1 1p34.2 RELA 11913
KIF1B 1p36.23 BRMS1 11¢13.2
CAMTAL 1p36.31 FGF4 11¢13.3
CHD5 1p36.31 BIRC2 11922
PRDM16 1p36.32 BIRC3 11922
DVL1 1p36.33 MMP7 11922.3
NTRK1 1g23.1 BCL2L14 12p13.2
CENPF 1932.3 CCND2 12p13.3
PIK3C2B 1g32.1 CDK4 12q14
MYCN 2p24.1 MDM2 12¢14.3
BCL2L11 2q13 CYP27B1 12¢14.1
ERBB4 2433 CCNAL 13¢12.3
IGFBP2 2435 BRCA2 13¢12.3
IGFBP5 2435 RB1 13¢14.2
FHIT 3p14.2 DLEU1 13¢14.3
VHL 3p25.3 MIRNISA  13g14.3
PIK3CA 3426.32 IRS2 13934
EVIl 3q26 AKT1L 14¢32.33
BCL6 3q27 BCL2A1 15024.3
PDGFRA 4q11 NTRK3 15025.3
TERT 5p25 IGFIR 15026.3
BIRC1 5q13.2 TSC2 16p13.3
APC 5q22 TOM1L2 17p11.2
PDGFRB 5032 TP53 17p13.1
HMGA1 6p21.3 NF1 17¢11.2
CCND3 6p21.1 ERBB2 17¢21.1
NFKBIE 6p21.1 IGFBP4 17¢21.2
SERPINB9  6p25.2 BRCA1 17¢21.31
ESR1 625.1 PPM1D 17¢23.2
EGFR 7p12 BIRC5 17¢25.3
CDK6 7q21.3 BCL2 18¢21.33
MET 7931 SMAD4 18¢21.1
BRAF 7934 SERPINB2  18¢21.33
MOS 8q11 SERPINB7  18¢21.33
RNF139 8q24.13 FKBPS 19p13.11
FGFR1 8p11.2 STK11 19p13.3
MYBL1 8q21 CCNE1 19q12
PTK2 8q24 BCL2L1 20q11.1
MYC 8q24.12 MYBL2 20q12
PTP4A3 8q24.3 PTPN1 20g13.13
CDKN2A 9p21 BCAS1 20q13.2
CDKN2B 9p21 AURKA 20g13.31
JAK2 9p24.1 GNAS 20q13.32
NTRK2 9q21.33 UCKL1 20q13.33
PTCH 9q22.3 RUNX1 21022.12
TsC1 9q34 BCL2L13 22q11
PTEN 10g23.3 | SMARCB1  22q11.23
FAM123B  Xgill
BIRC4 X025
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4 APLICACIO TARGETED SEQUENCING (NGS)

En el primer capitol s’ha fet una descripcid detallada del funcionament de la tecnologia NGS i
I'aplicacié de targeted sequencing. En aquest apartat es detallen més concetament els passos

realitzats per desenvolupar aquesta analisi en els objectius especifics 1i 3.

A.  OBTENCIO DEL PANELL CUSTOMITZAT DE GENS

Amb I'Gs de I'algoritme per al disseny de panells de gens (lllumina) es va fer el disseny d’un panell
customitzat de 40 gens basant-nos en els resultats moleculars de diferents estudis realitzats en
cancer d’endometri. >°*91%7 A |3 taula 9 es mostra el llistat dels gens seleccionats relacionats
amb la seva localitzacié cromosomica i amb les funcions cel-lulars en que cadascun d’ells esta
implicat. El disseny va incloure un total de 1333 amplicons de 250 pb de longitud, que cobrien el

98,59% d’exons, introns i zones no traduides de cadascun dels gens seleccionats.
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Taula 9. Llistat dels 40 gens analitzats mitjangant I'apilcacié de targeted sequencing (NGS), amb la localitzacidé

cromosomica, la descripcid i les vies de senyalitzacié en que estan implicats.

VIA
GEN LOC. CROM. DESCRIPCIO SENYALITZACIO
ABCC9 chr12 ATP binding cassette subfamily C member 9
ATR chr3 ATR Serine/Threonine Kinase
CCND1 chrll Cyclin D1
CSDE1 chrl Cold Shock Domain Containing E1
EP300 chr22 E1A Binding Protein P300 Cicle cel-lular
MKI67 chrl0 Marker Of Proliferation Ki-67
PPP2R1A chr19 Protein Phosphatase 2 Scaffold Subunit A alpha
TP53 chrl7 Tumor Protein P53
WRAP53 chrl?7 WD Repeat Containing Antisense to TP53
ARID1A chrl AT-rich interaction domain 1A
ARID5B chrl0 AT-Rich Interaction Domain 5B
CHD4 chrl2 Chromodomain Helicase ADN Binding Protein 4 Organitzacio
KMT2B chr19 Lysine Methyltransferase 2B cromatina
SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent
SMARCA4 chrl? Regulator Of Chromatin, Subfamily A, Member 4
CDH19 chrl8 Cadherin 19 Comunicacio
COL11A1 chrl Collagen Type XI Alpha 1 Chain cél-lula-cél-lula
CTNNB1 chr3 Catenin Beta 1 Via WNT
ERBB2 chrl7 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2
PIK3CA chr3 Phosphatidylinositol-4,5-Bis.phosphate 3-Kinase Catalytic ‘
Subunit Alpha Via
PIK3R1 chr5 Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 1 PI3K/AKT/mTOR
PTEN chr10 Phosphatase And Tensin Homolog
TAF1 chrX TATA-Box Binding Protein Associated Factor 1
FGFR2 chr10 Fibroblast Growth Factor Receptor 2
KRAS chrl2 KRAS Proto-Oncogene, GTPase Via
MAP3K4 chré Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 4 RTK/RAS/MAPK
NRAS chrl NRAS Proto-Oncogene, GTPase
BCOR chrX BCL6 Corepressor
CSMD3 chr8 CUB And Sushi Multiple Domains 3
CTCF chrl6 CCCTC-Binding Factor
FBXW7 chrd F-Box And WD Repeat Domain Containing 7
FOXA2 chr20 Forkhead Box A2
KLLN chr10 Killin, P53 Regulated ADN Replication Inhibitor
PGAP3 chrl7 Post-GPI Attachment To Proteins 3 Divers
PRPF18 chr10 Pre-MARN Processing Factor 18
RPL22 chrl Ribosomal Protein L22
SCAARN11 chrl2 Small Cajal Body-Specific ARN 11
SIN3A chrl5 SIN3 Transcription Regulator Family Member A
SPOP chrl7 Speckle Type BTB/POZ Protein
TSPYL2 chrX TSPY Like 2
USP36 chrl?7 Ubiquitin Specific Peptidase 36
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B. PREPARACIO | OBTENCIO DE LLIBRERIES

Les llibreries es van crear a partir de 100 ng d’ADN genomic de les mostres tumorals i no tumorals
utilitzant el Kit TruSeq Custom Amplicon (TSCA) (Illumina) seguint les instruccions detallades pel

fabricant.

Per cada run de seqiiéncia es va produir una llibreria comu que contenia la combinacié de les
llibreries individuals de 16 mostres. Amb el kit TSCA la creacié de la llibreria es basa en el sistema
d’amplicons (figura 37), on 'ADN genomic de cadascuna de les mostres s’hibrida amb el pool
customitzat d’oligonucleotids (CAT probes) especifics per poder cobrir els gens seleccionats.
Després de la eliminacié dels oligonucleotids no hibridats, es produeix un procés d’extensio-
lligacié que permet connectar els oligonucleotids hibridats als extrems 3’ i 5" complementaris a la
regié d’interés. Una ADN polimerasa sintetitza tot el fragment des de I'oligonucleotid unit a
I'extrem 3’ fins a I'unit al 5’, i seguidament es produeix un lligament a I'extrem de 5’ amb I'Us
d’una lligasa d'ADN. D’aquesta manera s’obtenen fragments que contenen les regions d’interes
flanquejades per seqliencies necessaries per a la posterior amplificacid. En I'amplificacid els
productes resultants de I'extensid-lligacié s’amplifiquen amb I'Gs de primers que, a més a més,
afegiran als fragments anteriors les seqliencies index (i5, i7), necessaries per marcar cadascuna de
les mostres, i els adaptadors (P5 i P7) requerits per la generacid de clusters en I'equip MiSeq. El
seglient pas és purificar els productes resultants de I'amplificacio de la resta de components, i fer
una comprovaciéo amb gel d’agarosa per assegurar que la llibreria ha estat amplificada amb éxit. A
continuacié s’ha de quantificar cadascuna de les llibreries amb el kit Qubit dsADN HS (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) en el fluorometre Qubit 1.0 (Invitrogen, Life Technologies) per tal de
poder realitzar la normalitzacié de cadascuna d’elles a 10nM i finalment fer la mescla de totes les

llibreries (pooling) amb concentracions equitatives de cadascuna.
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Create custom oligo capture probes
flanking each region of interest

Custom Custom
Probe 1 Regi Probe 2
egion of interest
¥.—----- - =

CAT (custom amplicon tube)

CAT probes hybridize to flanking
regions of interest in unfragmented gDNA

Custom Custom
Probe 1 Probe 2

s =

4

Extension/Ligation between Custom Probes
across regions of interest

W

£

PCR adds indexes and sequencing primers

"7\..,,;. :\ /. ,,..,ps

&
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Figura 37. Flux de treball per la preparacié de la llibreria TSCA (Font: https://emea.illumina.com/)
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C. SEQUENCIACIO

La seqlienciacio de la llibreria comu (pooled library) es va realitzar en un equip MiSeq (Illumina)

amb I’Us del kit Miseq Reagent v3 600 cycles (lllumina).
D. ANALISI BIOINFORMATICA I IDENTIFICACIO DE VARIANTS SOMATIQUES

L’analisi bioinfomatica es va dur a terme amb la col-laboracié de I'empresa Sistemas Genémicos
S.L. (Espanya). L’analisi va incloure els seglients punts: I'analisi de qualitat de les seqliéncies,
I'alineament de les lectures contra el genoma huma de referéncia (en el nostre cas el
GRCh38/hg38), el control de qualitat dels mapatges, I'analisi de les profunditats de lectura (read

depth), la deteccid de variants, I'anotacio, i la validacid i interpretacioé dels resultats.

Amb la deteccié de variants obtenim tot un llistat de variants, és a dir, nucleotids que soén
diferents al del genoma de referéncia, que han passat els filtres de qualitat primaris. L’anotacié
ens recopila i dona, per cadascuna de les variants, tota la informacio existent a les bases de dades
publiques per tal de poder classificar les variants. A I'annex | es mostren tots els camp de
I’'anotacié utilitzats en el nostre estudi. Per poder fer una classificacié de variants més exhaustiva i
adequada als nostres objectius, vam procedir a realitzar un filtrat especific de les variants
préviament anotades. Per aconseguir-ho es va fer un primer filtrat de variants analitzant de
manera aparellada la mostra tumoral i no tumoral, per tal de descartar els polimorfismes i les
variants germinals, i conseqlientment, quedar-nos només amb les variants potencialment
somatiques. Per aixo vam seleccionar aquelles variants de la mostra tumoral que no estiguessin
presents a la mostra no tumoral i tinguessin una freqiieéncia al-lélica (variant allelic frequency
(VAF)) superior a 0,15 i una profunditat de lectura superior a 100X. A posteriori les variants
somatiques seleccionades van ser altre cop filtrades en funcié de I'efecte de la variant sobre la
isoforma canodnica del transcrit, excloent les que afectaven a les isoformes no canoniques i les
variants que produien canvis sindnims, és a dir, no hi havia canvi de I'aminoacid. Per restringir
més I'analisi, les variants van ser seleccionades tenint en compte les freqliiencies poblacionals
detallades a les bases de dades publiques de I'annex |, per tal de descartar variants conegudes

amb una freqiiencia d’al-lel menor (minor allele frequency (MAF)) superior a I'1%.

Finalment, les variants somatiques definitives les vam classificar, d’una banda, tenint en compte
la guia de recomanacio de la classificacié de les variants de I’ACMG (American College of Medical
Genetics) 1*8; i d’altra banda, tenint en compte I'efecte que produien sobre el transcrit. Tenint en

compte les recomanacions de 'ACMG en el nostre estudi vam categoritzar les variants en quatre
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grups en funcié de la informacié de la base de dades COSMIC (Catalog of Somatic Mutations in
Cancer) i les dades de diferents predictors de patogenicitat com Polyphen2, Sift, Condel i Fathmm.
El grup 1 contenia les variants patogeéniques (pathogenic variants (PV)) que eren aquelles variants
reportades préviament a la base de dades COSMIC, associades amb la malaltia i avaluades com
deletéries pels diferents predictors de patogenicitat; el 2 contenia les variants probablement
patogeniques (likely pathogenic variants (LPV)) que eren variants reportades a COSMIC, amb
alguna evidencia d’associacio amb la malaltia, pero sense informacié sobre la prediccid de
patogenicitat; el 3 incloia les variants de significat incert (variant of unknown significacne (VUS))
gue eren les variants que no havien estat previament reportades ni com a patogéniques ni com a
benignes, i tampoc es coneix amb certesa el grau de patogenicitat; i el 4 que incloia les variants
probablement benignes o neutres (likely benign or neutral variants (LBNV)) que eren les que
havien estat anotades a COSMIC pero avaluades com neutres o benignes segons els predictors de

patogenicitat.

Tenint en compte I'efecte de la variant sobre el transcrit les vam classificar en 6 categories
d’acord amb la categoritzacid de les variants del projecte Sequence Ontology a través de la
plataforma Open Targets *°. Les 6 categories van ser les segiients: missense, és una variant que
causa el canvi d’'una o més bases, donant lloc a una seqiiéncia d'aminoacids diferent pero on es
conserva la longitud; frameshift, és una variant que provoca una interrupcio de la pauta de lectura
de la traduccié de la proteina, perque el nombre de nucleotids inserits o eliminats no és un
multiple de tres; stop gained, és una variant mitjancant la qual es canvia almenys una base d’un
codd, donant lloc a un coddé stop prematur, donant lloc a una proteina més curta; inframe
deletion, és una variant causasda per una delecié, donant lloc a una seqliéncia d’aminoacids
diferents pero on es conserva la longitud de la proteina; splice acceptor, és una variant on s’ha
canviat la regi6 de 2 bases a I'extrem 3' d'un intré modificant la regié d’splicing; i protein altering,
és una variant de la seqiiéncia, produida per una indel (insercié-deleccié) que es preveu que canvii

la proteina codificada.
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5 SEQUENCIACIO SANGER

La seqiienciacié Sanger es considera la técnica de seqiienciacié de primera generacid, sent la que
s’ha utilitzat des del 1977 i que encara es manté en vigencia, tot i I'adveniment des del 2005 de la
tecnologia de segona generacid (NGS). Es basa en una primera amplificacié de fragments concrets
(normalment exons) dels gens d’interés mitjancant una PCR, i després d’uns passos de purificacid
d’aquestes regions amplificades, es tracta de determinar la seqiiéncia especifica de nucleotids
d’aquest fragment. La reaccidé de seqiienciacié té com a fonament I'Us d’uns nucleotids especials
anomenats dideoxinucleotids que el que fan és que un cop incorporats en el procés de sintesi
d’un fragment d’ADN no es pugui continuar la sintesi i es produeixi una terminacié de I'elongacié
de la cadena (chain-termination) del determinat fragment. En aquesta reaccid es subministra una
guantitat equilibrada de nucleodtids normals i de dideoxucleodtids. Després de la precipitacio dels
fragments resultants de la seqiienciacio, es desnaturalitzen amb formamida i es carreguen en un
analitzador genétic, per tal de fer una electroforesi capil-lar i que es puguin anar llegint de manera
automatitzada. En el nostre cas per fer la reaccid de seqiiencia hem utilitzat el kit BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) i per cérrer els fragments el 3130

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

En aquesta tesi la seqlienciacid Sanger s’ha utilitzat, d’'una banda per fer I'estudi mutacional del
gen POLE de tots els casos utilitzats per a I'objectiu especific 1, de 4 casos de CSE de I'objectiu
especific 2, i d’altra banda per validar variants detectades als gens TP53, ARID1A, PTEN, i PIK3CA
en les analisis mutacionals mitjangant targeted sequencing en els objectius especifics 1 i 3. Els
primers utilitzats per I'amplificacié dels exons especifics de tots els gens descrits anteriorment es

detallen a la taula 10.
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Taula 10. Llistat dels primers utilitzats per amplificar diferents exons dels gens POLE, TP53, ARID1A, PTEN i PIK3CA.

POLE
Ex6 9
Ex6 11
Ex6 13
Exo6 14
TP53
Exd 4
Ex6 5
Exd 6
Ex6 7
Exd 8
Ex6 10
ARID1A
Ex6 2
Exd 3
Exo 12
Exd 18
Ex6 20
PTEN
Ex6 2
Exd 5
Ex6 6
Exd 7
Exo 8
PIK3CA
Ex6 2
Ex6 9
Exo 20

Forward 5'-3' Reverse 5'-3'
TGCTTATTTTGTCCCCACAG TACTTCCCAGAAGCCACCTG
GCAGACCTCTGACTGCTGTG CCTAAGTCGACATGGGAAGC

TCTGTTCTCATTCTCCTTCCAG CGGGATGTGGCTTACGTG
ACCCTGGGCTCTTGATTTTT CACCTCCATTCAGCTCCAGT
GTCCAGATGAAGCTCCCAGA ACTGACCGTGCAAGTCACAG
CACTTGTGCCCTGACTTTCA AACCAGCCCTGTCGTCTCT
GTGCAGCTGTGGGTTGATT CTTAACCCCTCCTCCCAGAG
TTGGGCCTGTGTTATCTCCT GTGTGCAGGGTGGCAAGT
GCCTCTTGCTTCTCTTTTCC GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT
ACTTCTCCCCCTCCTCTGTT GAAGGCAGGATGAGAATGGA
GGCCATCAAAGCTCAGGTTA GGGTACCCATGTCCTTGCT
CCTCTCAGCCTCCATACTCC GAGACTGGGGCTGAGGATAC
CCTCGACTCCTTTGGTTTGG GATCTTGGGCTGGGACTTCT
TCTCCATTCCTGCACTCTGG TGTCTTTCATTGTGAGCCGC
CATGCAGAACCCACCCTTTG TAAGTTCTCCACACACGCAC
TTTCAGATATTTCTTTCCTTA AACAAGAATATAAAACATCAA
TTTTCTTATTCTGAGGTTATC TAAATATGCACATATCATTAC
TTGGCTTCTCTTTTTTITCTG ACATGGAAGGATGAGAATTTC

CCTGTGAAATAATACTGGTATG
ACACATCACATACATACAAGTC

CCCCTCCATCAACTTCTTCAA
GGGAAAATGACAAAGAACAGC
TGAGCAAGAGGCTTTGGAGT

CTCCCCAATGAAAGTAAAGTACA
GTGCAGATAATGACAAGGAATA

AGAAAGGGACAACAGTTAAGCT
ACATGCTGAGATCAGCCAAAT
GGTCTTTGCCTGCTGAGAGT
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6 IMMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

La immunohistoquimica (IHQ) neix a partir de la immunofluorescéncia. Es una técnica que permet
detectar in situ components cel-lulars i extracel-lulars (antigens), mitjancant anticossos especifics
utilitzant sistemes de deteccid enzimatics. La fixacié i la posterior inclusié de les mostres en
parafina permet transformar el material biologic semi-liquid en un de solid, homogeni i dur, i

d’aquesta manera es poden realitzar talls fins que preserven I'estructura.

6.1 IHQ DE P53, PTEN, ARID1A, MSHS6, | PMS2

En el cas de I'objectiu especific 1 es va utilitzar la IHQ per testar diferents marcadors moleculars
(p53, PMS2, MSH®6) per tal de poder classificar els CEE i els CSE segons el panell alternatiu del
TCGA (surrogate TCGA) juntament amb la seqlienciacié del gen POLE per Sanger. També es va
utilitzar la IHQ per validar I'efecte de les variants detectades en els gens TP53, PTEN i ARID1A
sobre I'expressié de la proteina. En el cas de I'objectiu especific 2 es va utilitzar per testar el

marcador molecular p53.

La IHQ es va realitzar sobre seccions dels blocs de parafina de 3 um, després de ser estufades
durant una hora a 652C. A continuacid, es va realitzar un pretractament de desparafinacio i
rehidratacié del teixit. El seglient pas va ser el desemmascarament antigenic, que permet
recuperar i exposar antigens emmascarats durant la preparacié de la mostra. Aixi s’incuben les
preparacions amb un tampd comercial que conté Tris/EDTA 50x a pH 9, en un modul de
pretractament PT-LINK (Dako) durant 20 minuts a 952C. Després es bloqueja la peroxidasa
endogena de la mostra incubant els portaobjectes amb una solucié d’H,0; al 3% per reduir el
soroll de fons que s’obté amb el cromogen emprat. Seguidament, es realitzen tres rentats amb
PBS (Phosphate-Buffered Saline) i s’incuba la mostra amb I’anticos primari durant 30 minuts a
temperatura ambient. Posteriorment, es realitzen tres rentats més i s’incuba la mostra amb
I’anticos secundari. Per acabar s’incuba amb el cromogen diaminobenzimida (DAB, Dako-Agilent)
per rebel-lar la reaccid, i es realitza una contra-tincié amb hematoxilina per visualitzar els nuclis de
les cel-lules del teixit analitzat. Les mostres van ser testades pels seglients marcadors moleculars:
p53, PTEN, ARID1A, MSH®6, i PMS2. Els anticossos utilitzats, clons, fonts i dilucions es mostren a la

taula 11.
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Taula 11. Relacié dels anticossos utilitzats per la técnica d'immunohistoquimica

ANTICOS CLON FONT DILUCIO
p53 DO7 DAKO *RTU

ARID1A EPR13501-73 DAKO 1/500
PTEN 6H2.1 DAKO 1/100
MSH6 EP49 DAKO *RTU
PMS2 EP51 DAKO *RTU

*RTU: Ready to use

Els criteris per avaluar els 5 marcadors van ser els seglients: p53 va ser avaluat amb patré mutat si
hi havia una tincié forta en més del 80% de les cél-lules tumorals, o si hi havia una tincid
completament negativa, respecte I'avaluacié amb patré wild type en la resta de casos; PTEN,
ARID1A, MSH6 i PMS2 van ser avaluats com positius, si hi havia qualsevol grau de tincid, i negatiu
si hi havia abséncia de tincié. D’aquesta manera cadascuna de les mostres va ser classificada
molecularment d’acord amb el panell alternatiu al TCGA (seqlienciacié POLE, i test per IHQ dels

marcadors p53, MSH6 i PMS2). Aixi els casos van ser classificats en cinc categories:

1) els casos amb inestabilitat de microsatél-lits o hipermutats (MSI) que inclouen els casos

negatius per MSH6 i PMS2.

2) els casos tipus-serosos (serous-like) que inclouen els casos amb un patré mutat per p53.

3) els casos POLE-mutats, on també es van incloure els casos amb mutacions al gen POLE encara

que fossin MSI o p53 mutat.

4) els casos amb un perfil mutacional no especific (NSMP, No Specific Mutation Profile) que

inclouen casos que no s’han pogut classificar en cap dels grups anteriors.

5) els casos amb la preséncia de més d’'un marcador alternatiu (MSI i p53) van ser classificats com

doble mutats.
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6.2 IHQ DE ERBB2

En el cas de I'objectiu especific 3, pel que fa als resultats d’ MLPA, es van validar per IHQ i SISH
(Silver In Situ Hibrydization) aquells casos de CSE amb alteracioé al gen ERBB2. Tant la IHQ com el
SISH es van realitzar sobre seccions de 2 um de tres blocs de parafina diferents de cada cas de
carcinoma serds d’endometri. Per determinar I'estat del gen ERBB2 per IHQ es va utilitzar
I'Hercep test (Dako-Agilent) seguint les instruccions del fabricant. La valoracié per IHQ es va fer
seguint les recomanacions ASCO (American Society of Clinical Oncology)/CAP (College of American
Pathologists) 2018 per al cancer de mama.'™ Els casos ERBB2 negatius van ser valorats per IHQ
com 0 o 1+, i els casos ERBB2 positius van ser valorats per IHQ com 3+, o 2+ amb amplificacio

genica confirmada per SISH.

7 SILVERIN SITU HYBRIDIZATION (SISH)

La hibridacio in situ és una técnica que consisteix en hibridar directament sobre el teixit regions
especifiques de 'ADN amb un oligonucleotid complementari (sonda). Aquest marcatge pot ser

fluorescent (FISH), cromogenic (CISH) o en plata (SISH).

En el cas de I'objectiu especific 3 es va utilitzar la técnica SISH per validar els resultats d’MLPA per
al gen ERBB2. Es va utilitzar un sistema automatitzat de dos colors, on el gen ERBB2 es tenyia amb
negre amb el precipitat de plata, i el CEP17 (centromer 17) en vermell (Roche). Els passos del
protocol del SISH incloien una desparafinacid, un tractament amb citrat, una incubacié amb ISH
proteasa, I'addicié i hibridacié de les sondes ERBB2 i CEP1, la incubacié amb plata i la incubacié
amb hematoxilina com a contrast. La valoracid per SISH es va fer seguint les recomanacions ASCO
(American Society of Clinical Oncology)/CAP (College of American Pathologists) 2018 per al cancer
de mama.'™ Els casos ERBB2 negatius van ser definits per un resultat IHQ de 0 o 1+, i els casos
ERBB2 positius van ser definits per un resultat d’'IHQ de 3+, o 2+ amb amplificacié génica

confirmada per SISH.
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8 ANALISI BIOESTADISTICA

En I'objectiu especific 1 es van realitzar les segiients analisis:

A) un estudi estadistic per determinar I'associacié entre els gens alterats a nivell de variants
somatiques i el tipus de cancer d’endometri (CEE, CSE). Per a aix0, primer es van determinar les
freqliencies absolutes i relatives d’alteracid per cada gen, i per cada subconjunt de mostres.
Posterioriment, es van obtenir les odds ratio i els p-valors corresponents per determinar la forga i

la significacio de I’associacié. El llindar del valor de significacié va ser establert en un p-valor=0,05.

B) una analisi de doble cluster jerarquic amb distancia euclidea per veure I'agrupacié automatica
de les mostres en funcié de la similitud de les alteracions de cadascuna d’elles. Per representar
aquesta agrupacio i determinar la capacitat del perfil genétic en discriminar entre tipus histologic
es van construir dos heatmaps. El heatmap 1 que incloia tots els gens alterats, i el 2 que incloia

només els gens alterats estadisticament significatius.

Per a aquestes dos analisis es va utilitzar el software estadistic R (www.r-project.org) i es va

establir el llindar del valor de significacié com p-valor=0,05.

En I'objectiu especific 2, es van realitzar les mateixes analisis que en |'objectiu especific 1 per
determinar I'associacid entre les ASNC dels gens i el tipus de cancer d’endometri (CEE, CSE),
I'agrupacié automatica de les mostres en funcié de les similituds de les alteracions de cadascuna
d’elles, i la capacitat discriminativa del perfil de gens. En aquest cas I'agrupacio es va representar
construint un total de 6 heatmaps: el heatmap 1 que incloia tots els gens alterats, el 2 tots els
gens estadisticament significatius, el 3 els gens detectats amb guanys, el 4 els gens
estadisticament significatius que presentaven guanys, el 5 tots els gens que presentaven perdua, i

el 6 els gens significatius amb pérdua.

En I'objectiu especific 3, es va realitzar una analisi estadistica descriptiva calculant les freqiéencies
globals d’alteracio, i les freqiiéncies d’heterogeneitat per cada gen i pel total de mostres
alterades, tant pel que fa a I'alteracid en el nimero de copies com a les variants somatiques. A
més a més, es van establir els criteris d’heterogenitat per definir quan un determinat gen i mostra
es presentaven en heterogeneitat intratumoral, tant a nivell d’alteracié en el nimero de copies

com de variants somatiques.
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A continuacid es detallen aquests criteris:

1) Establiment del criteri d’heterogeneitat intratumoral en lanalisi, mitjancant MLPA, de

I’alteracio en el numero de copies

Per establir els criteris descrits a continuacié ens vam basar en el treball de Dopierala et al . Per
determinar quan un gen presentava heterogeneitat intratumoral es van calcular tres parametres
en base als valors DQ de les tres regions tumorals analitzades per gen i per mostra. Els tres
parametres (taula 12) van ser a) el ADQ (average dosage quocient) que és la mitjana dels tres
valors de DQ, b) el SDDQ (standard deviation dosage quocient) que és la desviacié estandard dels
tres valors de DQ, i c) el DDQ (difference between ADQ+SDDQ i ADQ-SDDQ) que és la diferencia
entre ADQ+SDDQ i ADQ-SDDQ. L’analisi d’aquests parametres en gens amb dotacid diploide ens
va permetre determinar la seva variacié estadistica. Conseqlientment, un gen va ser considerat
significativament heterogeni si es complien totes les condicions seglients: (1) que el SDDQ fos
superior a 0,15, (2) que el DDQ fos superior a 0,3, i (3) que els valors DQ de les tres regions

tumorals pertanyessin a diferents categories (pérdua, normal, guany).

Finalment, per considerar que un cas presentava heterogeneitat intratumoral s’havien de

comptabilitzar més de tres gens en heterogeneitat.

Taula 12. Férmules per calcular els tres parametres necessaris per determinar la preséncia d’heterogeneitat tumoral en
un gen.

MOSTRA 1
GEN 1 2 3 ADQ SDDQ DDQ
DQ DQ DQ ADQA= SDDQA= DDQA=
A A A A (DQA11+DQA12+DQA13)/ V((DQA11-ADQA)*+(DQA12-ADQA)? (ADQA+SDDQA)-
11 12 13 3 +(DQA13-ADQA)?)/2 (ADQA-SDDQA)

ba  Dba  bQ ADQN= SDDQN= DDQN=

v Y N N (ADQN+SDDQN)
11 12 13 (DQN11+DQN12+DQN13)/ V((DQN11-ADQN)*+(DQN12-ADQN)? -

3 +(DQN13-ADQN)?)/2 (ADQN-SDDQN)
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2) Establiment del criteri d’heterogeneitat intratumoral en lanalisi, mitjancant targeted

sequencing, de les variants somatiques

En aquest cas es va determinar la presencia o abséncia d’una determinada variant somatica en
cadascuna de les tres porcions de tumor. Si no hi havia concordanca quant a la variant entre les

tres porcions es va considerar que aquesta es trobava en heterogeneitat en el determinat cas.
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Resultats

En aquest capitol es presenten els resultats d’aquesta tesi doctoral. S’han estructurat en 3
apartats que corresponen als 3 objectius especifics de la tesi. Tot i que no es tracta d’una tesi amb
format d’articles cientifics, els resultats corresponents als objectius especifics 1 i 3 han estat
publicats en revistes indexades dintre el JCR-SCI (figura 38). Aquests articles es presenten a
I'annex Il. Moltes de les taules i figures utilitzades en aquest capitol han estat extretes d’aquests

treballs, i per tant, es presenten en el seu format original.

ARTICLES PUBLICATS

OE1: Cuevas D, et al. Targeted sequencing with a customized panel to assess histological typing in endometrial carcinoma.
Virchows Arch. 2019;474(5):585-98.

OE3: Cuevas D, et al. Intratumor heterogeneity in endometrial serous carcinoma assessed by targeted sequencing and
multiplex ligation-dependent probe amplification: a descriptive study. Histopathology. 2020; 76(3): 447-460.

Figura 38. Articles publicats.
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1  ALTERACIONS GENETIQUES A NIVELL DE VARIANTS SOMATIQUES

En aquest apartat es detallen els resultats obtinguts en el marc de I'objectiu especific 1: analitzar
les alteracions de diferents gens a nivell de variants somatiques (VS) mitjancant una analisi de
targeted sequencing amb la tecnologia NGS per tal d’establir un perfil de gens que permetin
classificar el cancer d’endometri. Aquestes alteracions s’han determinat en mostres pertanyents

als dos tipus més freqlients de cancer d’endometri (CEE i CSE).
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1.1 METRIQUES | ESTADISTIQUES DE L’ANALISI DE TARGETED SEQUENCING (NGS)

Durant el procés de seqienciacidé es van anar avaluant tots els parametres de qualitat per tal
d’assegurar-nos una correcta identificacid de les variants somatiques. Aixi es van obtenir valors
adequats de la densitat de clusters, de profunditat de lectura (read depth), entre molts altres. Les
figures 39, 40 i 41 mostren I'exemple de les dades de qualitat d’una determinada mostra, com sén
la distribucié de la mitjana de les qualitats de les bases (base calling) en funcid de la posicié dintre
de les lectures, la distribucié de la mitjana del percentatge de cadascun dels nucleotids per cada
posicié dintre de les lectures, i la distribucié de la mitjana de les qualitats sobre totes les

sequencies. Per totes les mostres es van obtenir unes dades de qualitat molt similiars.

A la figura 39 s’observa que les lectures que tenen entre 1 i 200 parells de bases tenen uns
adequats valors de qualitat (Q superior a 30), i és a partir de les lectures de més de 200 parells de
bases que es comenca a perdre aquesta qualitat (Q inferior a 30). Aquesta pérdua de qualitat es
inherent al a la propia técnica de seqlienciacid. Aquests valors ens demostren que hem tingut una

seqlienciacio adequada per continuar amb les seglients analisis.

Quality scores across all bases

| Y

2z | :

[T

1
L

13

4

2z ] I M

18
16 4L

14

1z

12 -
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Figura 39. Puntuacions de qualitat (Q, Phred Score) (eix y) all llarg de totes les posicions dels fragments seqiienciats (eix
X).
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A la figura 40 s’observa una distribucié equitativa dels nucleotids i homogeneitat d’aquesta
distribucid al llarg de totes les posicions de les lectures. Aixo, és el que s’espera en un procés de

sequenciacio adequat.

Sequence contentacross all bases
196

)

=11

EGWWW '-—“"_ﬁf“ﬁf"h\

127450783 20-24 40-44 G0-04 EQ-84 100-104 123-123 150-134 175F-173 200-204 22F-223 250-251

Positionin read (bp)

Figura 40. Contingut dels 4 nucleotids (A, T, C, G) en percentatge (eix y) al llarg de totes les posicions (pb, base pair) dels
fragments seqienciats (eix x),
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A la figura 41 s’observa que a partir de les 50000 letures ja s’obtenen uns valors de qualitat

mitjans superiors al Q= 30. Aix0 indica que un alt percentatge de les nostres lectures tenen una

elevada qualitat, i que no s’observa cap rang de lectures amb scores de qualitat baixos.

Quality score distribution over all sequences
A5 CaSe
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S e

—
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__o—'—'_'_'_'_
. 12 1% 14 15 L& 17 18 13 20 21 22 22 I4 2F 2§ 27 28 25 ZI0 Il 3T 33 34 I

Mean sequence quality(Phred Score)

ElEEATE /

g IT

Figura 41. Distribucio de les puntuacions de qualitat de totes les lectures generades.

Quant a les métriques obtingudes de I'analisi de totes les mostres, es va obtenir per mostra una

mitjana de 2270521 lectures (total reads) i de 1563X de profunditat de lectura (read depth). La

cobertura (coverage) mitjana de les lectures sobre el genoma de referéncia GRCh38 / hg38 va ser

del 97,64%. Cal dir que tant els valors de nombre de lectures com de profunditat de lectura van

ser molt similars entre les mostres tumorals i no tumorals. A la taula 13, es detallen els valors

d’aquestes metriques per cadascuna de les mostres analitzades.
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Taula 13. Detall dels valors de niUmero total de lectures, de la mitjana de profunditat de lectura i del percentatge mitja
de cobertura per cadascuna de les mostres analitzades.

SAMPLE TOTALREADS  MEAN READ DEPTH % HIGH QUALITY MAPPED READS

1-NT 3487474 2862,27 98,31
1-T 3407288 2774,02 97,87
2-NT 3550442 2902,57 98,15
2-T 3265326 2654,93 97,92
3-NT 597512 474,68 95,89
3-T 666952 532,58 96,17
4-NT 4003316 3271,38 98,04
4-T 3421968 2794,06 97,94
5-NT 3139500 2556,25 97,85
5-T 3266798 2666,54 98,06
6-NT 595286 475,53 96,28
6-T 579432 457,94 95,36
7-NT 3137584 2553,74 97,86
7-T 3335370 2716,47 97,94
8-NT 730934 585,33 96,61
8T 602492 478,97 96,13
9-NT 685580 548,91 96,4
9-T 920658 739,85 96,66
10-NT 3462116 2825,75 98,1
10-T 2552294 2081,3 98,12
11-NT 471706 378,99 96,65
11-T 498354 400,36 96,77
12-NT 545164 438,83 96,78
12-T 487756 389,22 96,26
13-NT 3465816 2822,89 97,98
13-T 3169558 2582,17 97,93
14-NT 3020668 2461,82 97,96
14-T 3494936 2849,24 97,96
15-NT 482576 388,63 96,89
15-T 607962 489,72 96,93
16-NT 492558 395,83 96,73
16-T 419832 336,54 96,6
17-NT 2712498 1426,73 98,97
17-T 2659436 1408,4 99,26
18-NT 2231814 1119,64 97,12
18-T 2355950 1187 97,19
19-NT 1662798 852,21 98,41
19-T 1699924 867,51 98,05
20-NT 2148976 1093,73 98,09
20-T 1618364 831,69 98,52
21-NT 4962612 2609,67 98,83
21-T 3151148 1654,86 98,98
22-NT 2456272 1294,76 99,14
22-T 3191244 1677,26 98,89
23-NT 6906944 3642,52 99,11
23-T 4894570 2580,91 99,16
24-NT 2050068 1048,45 98,45
24-T 1717170 871,85 97,63

NT: no tumoral; T: tumoral
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1.2 DESCRIPCIO DE LES VARIANTS SOMATIQUES | GENS ALTERATS

Les variants somatiques es van identificar i classificar seguint els criteris descrits a I'apartat de
materials i métodes. En tot el conjunt de mostres analitzades (n=24) es van identificar un total de
164 variants somatiques, observant una mitjana de 7 variants per mostra (rang de 1 a 23). A la
taula 14 es descriuen totes les variants detectades en relacid a cada mostra (sample_id) i es
detalla de cadascuna d’elles el gen implicat (gene symbol), la freqliiéncia al-lelica (tumor vaf), la
profunditat de lectura (tumor depth), la nomenclatura de la variant a nivell genomic (HGVSc), la
nomenclatura de la variant a nivell de la proteina (HGVSp), I'efecte de la variant sobre el transcrit

(variant effect), i si ha estat reportada o no a la base de dades COSMIC (COSMIC data base).
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Taula 14. Descripcié de totes les variants somatiques detectades per cadascunda de les mostres analitzades

GENE TUMOR TUMOR VARIANT COsMIC
SAMPLEID  SYMBOL VAF DEPTH HGVSc_NAME HGVSp NAME EFFECT DATABASE
ARID1A 0.435 3710 c.3216delA p.Lys1072AsnfsTer21 frameshift YES
ARID1A 0.451 1114 c.6707G>C p.Arg2236Pro missense YES
BCOR 0.443 451 C.4376A>G p.Asn1459Ser missense YES
EP300 0.379 3919 C.2746T>A p.Ser916Thr missense YES
1 FOXA2 0.472 397 €.643C>T p.His215Tyr missense YES
KMT2B 0.267 498 ¢.1250T>C p.Leud17Pro missense YES
MKI167 0.213 7670 ¢.5455C>A p.Leul819lle missense NO
PIK3CA 0.263 4748 ¢.3140A>G p.His1047Arg missense YES
PTEN 0.881 2652 C.994A>T p.Lys332Ter stop_gained YES
RPL22 0.3 1790 c.44delA p.Lys15ArgfsTer5 frameshift YES
KRAS 0.412 3013 c.37G>T p.Gly13Cys missense YES
MKI167 0.319 3839 c.6725G>A p.Ser2242Asn missense YES
2 PPP2R1A 0.432 4929 ¢.536C>G p.Prol79Arg missense YES
PTEN 0.688 1343 €.929A>G p.Asp310Gly missense YES
TP53 0.8 1113 c.524G>A p.Argl75His missense YES
ATR 0.264 197 €.2320delA p.1le774TyrfsTer5 frameshift YES
BCOR 0.229 262 €.248G>A p.Arg83Gin missense NO
3 FBXW7 0.287 1302 ¢.1513C>T p.Arg505Cys missense YES
PTEN 0.243 551 c.491dupA p.Vall66SerfsTerl4 frameshift YES
PTEN 0.314 551 €.697C>T p.Arg233Ter stop_gained YES
RPL22 0.265 310 c.44delA p.Lys15ArgfsTer5 frameshift YES
CHD4 0.418 2165 €.3328G>A p.Asp1110Asn missense NO
CTCF 0.383 2358 ¢.859delA p.Ser287AlafsTer23 frameshift NO
4 FGFR2 0.385 2946 €.755C>G p.Ser252Trp missense YES
PIK3R1 0.32 2586 €.2105C>T p.Ser702Phe missense YES
PTEN 0.382 2863 €.388C>T p.Argl30Ter stop_gained YES
CTNNB1 0.414 762 c.134C>T p.Ser45Phe missense YES
5 PIK3CA 0.455 582 c.1636C>A p.GIn546Lys missense YES
PTEN 0.881 2659 €.388C>G p.Argl30Gly missense YES
ARID1A 0.859 497 c.3281delA p.Lys1094SerfsTer67 frameshift NO
BCOR 0.427 626 €.695C>T p.Pro232Leu missense NO
EP300 0.415 585 ¢.1701delT p.Arg568GlyfsTer33 frameshift NO
FGFR2 0.388 1260 €.208A>C p.lle70Leu missense NO
KMT2B 0.361 1197 c.1067delA p.Lys356SerfsTer31 frameshift NO
6 PIK3CA 0.4 370 ¢.1634A>C p.Glu545Ala missense YES
PTEN 0.549 488 ¢.376G>A p.Alal26Thr missense YES
PTEN 0.291 729 €.800delA p.Lys267ArgfsTer9 frameshift YES
RPL22 0.881 303 c.44delA p.Lys15ArgfsTer5 frameshift YES
SIN3A 0.342 237 €.2006T>C p.Leu669Pro missense YES
TP53 0.401 519 C.743G>A p.Arg248GIn missense YES
TP53 0.395 401 c.455C>T p.Prol52Leu missense YES
ARID1A 0.163 192 €.4910G>A p.Argl637GIn missense YES
COL11A1 0.168 502 €.3893C>T p.Pro1298Leu missense NO
KMT2B 0.259 536 ¢.1250T>C p.Leud17Pro missense YES
7 PPP2R1A 0.188 320 €.685G>A p.Val229Met missense YES
SIN3A 0.159 472 €.2444T>C p.11e815Thr missense NO
SMARCA4 0.152 2494 €.28G>A p.Gly10Arg missense YES
TP53 0.151 2175 ¢.523C>T p.Argl75Cys missense YES
ARID1A 0.208 308 €.1650dupC p.Tyr551LeufsTer72 frameshift YES
CTNNB1 0.182 176 c.121A>G p.ThrdlAla missense YES
FGFR2 0.212 578 C.755C>T p.Ser252Leu missense YES
s FOXA2 0.269 104 €.646T>G p.Ser216Ala missense NO
KMT2B 0.214 482 €.3057delA p.Gly1020AlafsTer4 frameshift YES
MKI167 0.223 467 C.9414T>A p.Asp3138Glu missense NO
PIK3R1 0.279 1111 €.1727_1729del3pb p.Thr576del inframe_deletion YES
PTEN 0.152 184 €.955_958del4pb p.Thr319Ter frameshift YES
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Resultats

GENE TUMOR TUMOR VARIANT COsMIC
SAMPLE ID SYMBOL VAF DEPTH HGVSc_ NAME HGVSp_NAME EFFECT DATABASE

ARID1A 0.416 974 €.5548delG p.Asp1850ThrfsTer33 frameshift YES
ARID5B 0.444 895 €.1336_1363del28pb p.His446LysfsTer24 frameshift YES
ATR 0.288 1429 €.6932_6934del3pb p.Lys2311del inframe_deletion YES
CHD4 0.43 734 €.3313C>T p.Argl105Trp missense YES
COL11A1 0.328 546 €.5273C>T p.Alal758Val missense YES
EP300 0.212 199 €.2992T>C p.Ser998Pro missense NO
9 FBXW7 0.375 1590 ¢.1513C>G p.Arg505Gly missense YES
MKI167 0.429 1761 ¢.3161C>G p.Thrl054Arg missense NO
NRAS 0.407 481 c.182A>G p.GIn61Arg missense YES
PPP2R1A 0.398 869 ¢.1586C>T p.Ala529Val missense NO
PTEN 0.422 638 c.388C>T p.Argl30Ter stop_gained YES
PTEN 0.434 671 c.518G>A p.Argl73His missense YES
TP53 0.406 1038 c.731G>A p.Gly244Asp missense YES
USP36 0.505 191 c.2524G>A p.Gly842Arg missense YES
ARID1A 0.22 1846 .1897C>T p.GIn633Ter stop_gained YES
ATR 0.313 1258 €.3402delT p.Phel134LeufsTer6 frameshift YES
CTCF 0.251 3445 €.1369C>T p.Argd57Ter stop_gained YES
10 NRAS 0.232 3543 ¢.35G>C p.Gly12Ala missense YES
PTEN 0.24 3101 ¢.133delG p.Vald5TyrfsTer9 frameshift YES
PTEN 0.198 3664 c.775delC p.His259ThrfsTer7 frameshift YES
SIN3A 0.234 687 €.3157_3165del9pb p.Lys1053_Glul055del | inframe_deletion NO
ARID1A 0.326 466 ¢.3281A>G p.Lys1094Arg missense YES
ARID1A 0.318 601 €.5548dupG p.Asp1850GlyfsTerd frameshift YES
ATR 0.313 1258 €.3402delT p.Phel134LeufsTer6 frameshift YES
CDH19 0.177 588 c.1974G>T p.Glu658Asp missense NO
CHD4 0.33 197 €.2998C>T p.Argl000Ter stop_gained YES
CHD4 0.296 1185 €.2543T>C p.Leu848Pro missense NO
COL11A1 0.362 338 €.2063G>A p.Gly688Glu missense NO
CSMD3 0.261 406 €.6959G>A p.Gly2320Asp missense YES
CTNNB1 0.16 346 C.931A>T p.Ser311Cys missense NO
EP300 0.354 952 c.4195G>T p.Asp1399Tyr missense YES
KMT2B 0.388 134 c.8135G>A p.Arg2712GIn missense YES
11 MKI167 0.174 1871 c.4792C>T p.Argl598Ter stop_gained YES
PIK3CA 0.249 672 c.113G>A p.Arg38His missense YES
PIK3CA 0.336 290 c.3073A>G p.Thrl025Ala missense YES
PPP2R1A 0.336 652 c.548G>A p.Argl83Gin missense YES
PRPF18 0.279 524 c.755A>G p.Asp252Gly missense NO
PTEN 0.287 342 €.469dupG p.Glul57GlyfsTer23 frameshift YES
PTEN 0.252 155 €.968dupA p.Asn323LysfsTer2 frameshift YES
SIN3A 0.279 161 C.384A>G p.Asp129Gly missense NO
SMARCA4 0.188 580 C.749G>T p.Ser250lle missense YES
TAF1 0.315 1011 €.3605G>A p.Argl202His missense YES
TP53 0.218 883 ¢.400T>C p.Phel34Leu missense YES
USP36 0.313 264 c.1264C>T p.Argd22Ter stop_gained YES
ARID1A 0.292 137 €.1207C>T p.GIn403Ter stop_gained YES
CTCF 0.592 198 ¢.1061C>T p.Ser354Phe missense YES
PIK3CA 0.347 248 c.2521A>G p.lle841Val missense YES
12 PIK3R1 0.311 713 ¢.1600C>G p.Arg534Gly missense YES
PIK3R1 0.336 917 ¢.1723_1731del9pb p.Lys575_Arg577del inframe_deletion YES
PTEN 0.319 376 c.388C>T p.Argl30Ter stop_gained YES
PTEN 0.374 374 c.389G>A p.Argl30GIn missense YES
ARID1A 0.29 3745 ¢.3281dupA p.GIn1095AlafsTer10 frameshift YES
CHD4 0.292 3888 €.417_419del3pb p.Glul139del inframe_deletion YES
FGFR2 0.302 2584 C.755C>G p.Ser252Trp missense YES
KMT2B 0.305 1548 c.521delC p.Prol74GinfsTer20 frameshift YES
13 PIK3CA 0.279 2684 ¢.1030G>A p.Val344Met missense YES
PIK3R1 0.26 1595 c.1701A>C p.Lys567Asn missense NO
PIK3R1 0.278 2105 C.1943T>A p.Val648Asp missense NO
PTEN 0.54 3216 €.723dupT p.Glu242Ter frameshift YES
RPL22 0.338 2470 c.44delA p.Lys15ArgfsTer5 frameshift YES
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Taula 14 . Continuacié

GENE TUMOR TUMOR VARIANT COsMIC
SAMPLE ID SYMBOL VAF DEPTH HGVSc NAME HGVSp_NAME EFFECT DATABASE

ARID1A 0.8 103 €.4891C>T p.GIn1631Ter stop_gained YES

ARID5B 0.154 6395 .1489dupA p.11e497AsnfsTer31 frameshift NO

CTCF 0.387 1245 ¢.1022G>C p.Arg341Pro missense NO

CTNNB1 0.317 894 €.133T>C p.Ser45Pro missense YES

14 KMT2B 0.21 557 €.1250T>C p.Leud17Pro missense YES
PIK3CA 0.333 160 €.2675C>T p.Alag892Val missense NO

PIK3CA 0.333 160 €.2695C>T p.Arg899Cys missense NO

PIK3R1 0.206 6487 €.1708_1709insGAT p.Leu570delinsArgPhe protein_altering YES

PTEN 0.415 2728 c.491delA p.Lys164ArgfsTer3 frameshift YES

ARID1A 0.162 370 €.304A>G p.Asn102Asp missense NO

15 ARID1A 0.174 230 ¢.1120C>G p.Leu374Val missense NO
KRAS 0.17 693 ¢.35G>T p.Gly12Val missense YES

PTEN 0.257 420 C.724G>T p.Glu242Ter stop_gained YES

ATR 0.25 238 c.7501A>G p.Lys2501Glu missense NO

CHD4 0.247 526 €.2629C>T p.Arg877Trp missense YES

CTCF 0.162 174 c.1186delA p.Arg396GlyfsTer3 frameshift NO

MAP3K4 0.224 286 c.479delA p.Asn160MetfsTer8 frameshift YES

MKI167 0.156 276 €.1928G>T p.Cys643Phe missense NO

16 PIK3CA 0.27 244 ¢.3062A>G p.Tyrl021Cys missense YES
PIK3R1 0.197 375 €.1924C>T p.Arg642Ter stop_gained YES

PTEN 0.209 498 €.97_99del3pb p.lle33del inframe_deletion YES

PTEN 0.26 146 €.955_958del4pb p.Thr319Ter frameshift YES

RPL22 0.213 207 c.44delA p.Lys15ArgfsTer5 frameshift YES

TAF1 0.207 242 €.2591G>A p.Arg864GIn missense YES

TP53 0.15 746 c.412G>A p.Alal38Thr missense YES
17 PIK3CA 0.95 1985 €.344G>C p.Argl15Pro missense YES
TP53 0.889 1658 ¢.586C>T p.Arglo6Ter stop gained YES

CCND1 0.903 648 .686delT p.Leu229ProfsTer8 frameshift NO

MAP3K4 0.863 1397 €.2207delT p.lle736LysfsTer24 frameshift NO
18 PIK3CA 0.531 1811 €.316G>C p.Gly106Arg missense YES
PIK3CA 0.53 1810 €.333G>C p.Lys111Asn missense YES
TP53 0.726 782 €.821T>C p.Val274Ala missense YES
19 PPP2R1A 0.251 1633 ¢.536C>G p.Prol79Arg missense YES
TP53 0.31 300 €.1024_1034del11pb p.Arg342Ter frameshift YES

CDH19 0.227 387 €.1820_1821delTC p.1le607AsnfsTer22 frameshift NO
PIK3CA 0.233 2246 €.263G>A p.Argd8GIn missense YES
20 PPP2R1A 0.517 1601 €.536C>G p.Prol79Arg missense YES
TAF1 0.882 537 €.408dupC p.Ser137LeufsTer4 frameshift NO
TP53 0.788 1039 C.724T>C p.Cys242Arg missense YES

21 CSMD3 0.392 917 c.1552C>A p.Leu518lle missense NO
2 ERBB2 0.344 1276 €.722C>T p.Ala241Val missense YES
TP53 0.299 1358 €.376-1G>A splice_acceptor YES

FOXA2 0.222 694 €.903dupC p.Glu302ArgfsTer66 frameshift NO
23 TP53 0.352 3082 €.536A>T p.His179Leu missense YES
TP53 0.376 1437 €.329G>T p.Argll0Leu missense YES

MKI67 0.21 1876 C.4892G>A p.Argl631GIn missense YES
24 PIK3CA 0.495 503 €.353G>A p.Gly118Asp missense YES
TP53 0.968 2465 c.701A>G p.Tyr234Cys missense YES
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Les variants somatiques es van classificar de dues maneres, a) en funcié del seu efecte sobre el
transcrit com missense (62%), frameshift (24%), stop gained (9%), inframe deletion (4%), splice
acceptor (1%) i protein altering (1%) (figura 42, A); i b) en funcié del seu grau de patogenicitat com
variants patogéniques (PV) (51%), variants probablement patogéeniques (LPV) (21%), variants de
significacié desconeguda (VUS) (24%) i variants probablement benignes o neutres (LBNV) (4%)
(Figura 42- B, i figura 43).

A B
Inframe Splice  Protein

Sto deletion acceptor _altering

gained 4% % ~\ 1%

9% T~

Frameshift

24%

Missense
62%

Figura 42. Representacio grafica de les frequéncies de les variants somatiques detectades en funcié de I'efecte sobre el
transcrit (A) i del seu grau de patogenicitat (B).

Quant als gens alterats, es va observar una mitjana de 6 per mostra. Els gens més freqientment
alterats van ser PTEN (63%), TP53 (54%), PIK3CA (50%), ARID1A (46%), MKI67 (29%), KMT2B
(29%), PPP2R1A (25%), ATR (21%), CHD4 (21%), CTCF (21%) i RPL22 (21%) (figura 43). Les vies de
senyalitzacid més alterades, tenint en compte els gens alterats amb freqiiencies superiors al 40%,
van ser la via PI3K/AKT/mTOR (PTEN i PIK3CA), la via de regulacié de cicle cel-lular (TP53), i la via

implicada en la organitzacio de la cromatina (ARID1A).
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Histological Type EEC
Case 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 MF n,(%) a)

0 (0%) Mutation Classification
. 5 (21%) (pathogenicity degree)
B 1 (4%) PV
0 (0%) LPV
[ | 4 (17%) vUs
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|
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2 (8%) diverse
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Figura 43. Distribucid de les variants somatiques detectades segons els casos i els gens analitzats. La part superior de
I’eix x mostra els casos agrupats en funcid del tipus histologic (CEE (EEC), CSE (SC)) i a la part inferior, el nimero de gens
alterats per cas. A la part esquerra de I'eix y es mostren tots els gens analitzats i a la part dreta es mostra la freqiiencia
d’alteracié de cada gen (MF). Els quadres de colors indiquen el seglient: a) els tipus de variants detectades segons la
classificacié pel seu grau de patogenicitat, aixi el taroja fort mostra les PV, el taronja clar les LPV, el blau les VUS i el verd
les LBNV; i b) els tipus de vies que estan associades a cadascun dels gens analitzats, aixi el vermell indica la via cicle
cel-lular, en rosa la de I'organitzacid de la cromatina, en taronja clar la de comunicacié cel-lular, en groc la Wnt, en verd
la de senyalitzacio PI3K/AKT/mTOR, en blau la de senyalitzacid RTK/RAS/MAPK, i en lila gens associats a diferents vies
menys prevalents.
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1.3 ANALISI D’ASSOCIACIO ENTRE GENS I TIPUS HISTOLOGIC

Pel que fa a la distribucié de les variants en funcié del tipus de cancer d’endometri, al grup de CEE
es va observar una mitjana de 9 variants per mostra (rang 3 a 23), i al grup de CSE una mitjana de
3 variants per mostra (rang 1 a 5). Pel que fa als gens alterats, en el grup CEE es va observar una

mitjana de 8 (rang de 3 a 19) per mostra, i al grup CSE de 3 per mostra (rang de 1 a 5).

Els gens més freqlientment alterats en els CEE van ser PTEN (93,75%), ARID1A (68,75%), PIK3CA
(50%), KMT2B (43,75%) i TP53 (37,5%). En el grup de CSE van ser TP53 (87,5%), PIK3CA (50%) i
PPP2R1A (25%). L’analisi estadistica d’associacié entre gens alterats i tipus histologic va
determinar que els gens significativament alterats (p-valor<0,05) d’'una manera diferencial entre
els dos tipus histologics eren PTEN, ARID1A, KMT2B i TP53. Observant les odds-ratio i els p-value
veiem que l'alteracid en els gens PTEN, ARID1A, KMT2B es va associar amb el tipus CEE, i
I'alteracié de TP53 amb el tipus CSE. La taula 15 mostra el llistat de gens alterats (n=32) amb el
nombre de casos alterats i les frequéncies d’alteracid, i els valors de I'analisi estadistica. Dels 40
gens analitzats, en 8 d’ells no es va detectar cap variant (ABCC9, CSDE1, KLLN, PGAP3, SCAARN11,
SPOP, TSPYL2 i WRAP53).
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Taula 15. Descripcid per cada gen alterat (gene symbol) del nimero total de casos alterats (n), freqliencia d’alteracié
(%), odds-ratio i p-valor (p-value) en funcié del tipus histologic, CEE (EEC) i CSE (SC). L'asterisc indica els gens
estadisticament significatius (p-value < 0.05).

GENE MUTATED CASES, n (%) ODDS-RATIO
SYMBOL EEC (16 cases) SC (8 cases) EEC vs SC SCvs EEC p-value
PTEN* 15 (93.75%) 0 (0%) 60.00 0.00001*
ARID1A* 11 (68.75%) 0 (0%) 14.67 0.002*
TP53* 6 (37.5%) 7 (87.5%) 9.62 0.03*
KMT2B* 7 (43.75%) 0 (0%) 5.60 0.03*
PIK3R1 6 (37.5%) 0 (0%) 4.36 0.06
ATR 5 (31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
CHD4 5 (31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
CTCF 5 (31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
RPL22 5 (31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
CTNNB1 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
EP300 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
FGFR2 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
SIN3A 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
MKI67 6 (37.5%) 1 (12.5%) 3.66 0.25
BCOR 3(18.75%) 0 (0%) 171 0.28
COL11A1 3(18.75%) 0 (0%) 171 0.28
CCND1 0 (0%) 1 (12.5%) 2.00 0.33
ERBB2 0 (0%) 1 (12.5%) 2.00 0.33
FBXW7 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
KRAS 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
NRAS 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
SMARCA4 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
USP36 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
CDH19 1 (6.25%) 1(12.5%) 2.07 0.67
CSMD3 1 (6.25%) 1(12.5%) 2.07 0.67
MAP3K4 1 (6.25%) 1 (12.5%) 2.07 0.67
ARID5B 1 (6.25%) 0 (0%) 1.01 0.67
PRPF18 1 (6.25%) 0 (0%) 1.01 0.67
FOXA2 3(18.75%) 1 (12.5%) 1.48 0.67 0.76
TAF1 2 (12.5%) 1 (12.5%) 1.05 0.97
PPP2R1A 4 (25%) 2 (25%) 1.00 1.00 0.98
PIK3CA 8 (50%) 4 (50%) 1.00 1.00 1
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1.4 IMPORTANCIA DE LES VARIANTS SOMATIQUES DETECTADES

Mitjangant I'eina Mutation Mapper (www.cbioportal.org) es van identificar quins eren els dominis

de la proteina més recurrentment afectats dels gens més freqlientment alterats. Aquesta eina ens
va permetre localitzar les variants somatiques detectades en els dominis proteics segons la base
de dades de Pfam i, per tant, valorar la rellevancia funcional de les variants detectades. La figura

44 mostra els hotspots més recurrents dels gens PTEN, TP53, PIK3CA i ARID1A.

El 45% (10/22) de les variants detectades al gen PTEN es van localitzar en el domini C2, i el 31,8%
(7/22) en el domini DSPc, sent R130 el hotspot més freqiient (71,4%, 5/7). El 72,8% (16/22) de les
variants de PTEN generaven una proteina truncada i el 22% (5/22) restant eren missense. De les
16 variants detectades, 10 van ser classificades com variants patogeniques (PV) i les 6 restants

com probablement patogéniques (LPV).

En el cas del gen TP53, el 86% (13/15) de les variants es localitzaven en el domini d’unié a ’ADN. A
diferéncia de PTEN, el 80% (12/15) d’aquestes eren missense i només dues variants produien una
proteina truncada (13%). De les 13 variants detectades 12 van ser classificades com PV i 1 com

LPV.

Curiosament, vam observar un mapeig diferencial de les mutacions de PIK3CA depenent del tipus
de tumor. En les mostres de CSE les variants del gen PIK3CA es localitzaven al final de I'exd 2 i al
comencament de I’exd 3. En canvi, al grup CEE estaven ampliament distribuides al llarg de tot el
gen. En aquest ultim grup es van observar variants als hotspots tipics de I'exd 9 i 20, amb unes
freqUéncies del 25% i el 37%, respectivament. De les 12 variants detectades, 10 van ser
classificades com PV, 1 com a variant de significacié desconeguda (VUS), i 1 com a probablement

benigna o neutra (LBNV).

En el cas d’ARID1A, les variants estaven distribuides al llarg de tot el gen, sense detectar cap
hotspot recurrent, el 64,3% eren variants que generaven una proteina truncada i el 35,7% eren

missense. De les 11 variants detectades, 7 van ser classificades com PV, 2 com LPV, i 2 com VUS.
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Figura 44. a) llista de les variants somatiques identificades en els gens PTEN, TP53, PIK3CA i ARID1A, b) localitzacié de
cadascuna de les variants sobre la sequéncia linial de la proteina on es mostren els dominis Pfam i s’indiquen en vermell
les variants stop gained, en verd les missense, en marrd les inframe i en negre les truncating. L'eix Y indica el nombre de
variants i I'eix x representa la seqilieéncia de la proteina amb els nombres dels aminoacids.
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Les variants del gen KMT2B no es van localitzar en dominis coneguts de la proteina. El 57% d’elles
van ser missense, on la mutacié L417P representava el 75%, i el 43% restant corresponia a
variants frameshift. De les 7 variants detectades, 3 van ser classificades com PV, 2 com LPV, 1 com

VUSi1com LBNV.

Totes les variants detectades en el gen PPP2R1A eren missense, sent la P179R la més observada

(50%, 3/6). De les 6 variants detectades, 5 van ser classificades com PV, i 1 com VUS.

Cal esmentar, que en els gens PTEN, ARID1A, PIK3CA i TP53 es van trobar casos amb la

coexisténcia de més d'una mutacio en el mateix gen.

Segons les dades del TCGA, les cinc mostres amb alteracié al gen RPL22 van presentar la variant

p.Lys15ArgfsTer5 i quatre d’elles presentaven inestabilitat de microsatel-lits (MSI).

1.5 ANALISI DE DOBLE CLUSTER JERARQUIC

L’analisi de doble cluster jerarquic, descrit als materials i metodes, va agrupar les mostres, de

manera automatica, en funcio del perfil d’alteracions de cadascuna d’elles.

Es van obtenir dos grups clarament diferenciats que estaven caracteritzats per perfils genétics
especifics i que es correlacionaven cadascun d’ells amb una histologia determinada. Aixi, el perfil
genétic correponent als casos CEE estava caracteritzat per la preséncia d’alteracions als gens
PTEN, ARID1A i KMT2B; i el dels casos CSE per la preséncia d’alteracions al gen TP53 i abséncia
d’alteracions als gens gens PTEN, ARID1A i KMT2B (figura 45). Aquests resultats confirmen que la
nostra analisi de targeted sequencing (NGS) té capacitat per discriminar entre els casos CEE i CSE, i
es pot utilitzar com una eina complementaria al diagnostic histologic per tal d’arribar a un

diagnostic final més objectiu i precis.
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Figura 45. Representacid dels dos heatmaps obtinguts que il-lustren la preséncia (altered en negre) o no preséncia
(non-altered en gris) de variants, tenint en compte per una banda, els 32 gens alterats en les 24 mostres analitzades
(A), i per altra, només els 4 gens alterats que son estadisticament significatius (B).

116



Resultats

1.6 VALIDACIO MITJANGANT SEQUENCIACIO SANGER

L’analisi de sequienciacio Sanger dels gens TP53, PTEN i ARID1A va permetre la identificacié de les

mateixes variants detectades amb I'analisi de targeted sequencing (NGS) (taula 16).

A més, I'analisi de variants somatiques del gen POLE mitjangant la seqlienciacié Sanger va
demostrar que tots els casos eren wild type, excepte un cas de CEE (cas 11) que va mostrar la
variant patogenica p.Y458N situada a I'exd 14 (figura 46). Aquesta analisi també va permetre fer

la classificacid molecular de tots els casos amb el sistema alternatiu al TCGA.

tumor
164 159 ® 154 149
no tumor

166 161 156 151

s VA

Figura 46. Sequéncies obtingudes de I'exd 14 de gen POLE de la mostra tumoral i no tumoral del cas 11, on s’observa
que la mostra tumoral presenta la variant (indicada amb cercle vermell).

1.7 VALIDACIO MITJANGANT IMMUNOHISTOQUIMICA

Mitjancant la tecnica immunohistoquimica (IHQ) es va realitzar la validacié de I'efecte de les
variants dels gens TP53, PTEN i ARID1A (taula 16) sobre I'expressié de la proteina. En tots els
casos es va obtenir una bona correlacid entre la immunohistoquimica, I'analisi de targeted
sequencing (NGS) i la seqlienciacié Sanger. Dotze (92%) dels 13 tumors amb TP53 alterat van
donar lloc a un patré mutat per IHQ. En el cas de PTEN es va observar una tincié negativa en 13
(87%) dels 15 casos alterats. La tincié negativa d’ARID1A es va observar en 10 (83%) dels 12

tumors alterats.
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Taula 16. Correlacié dels resultats obtinguts mitjangant I'analisi de targeted sequencing, la seqlienciacié Sanger i la
immunohistoquimica (IHC) del gens ARID1A, PTEN, i TP53 per cadascuna de les mostres (case).

ARID1A PTEN TP53
CASE TARGETED SANGER IHC TARGETED SANGER IHC TARGETED SANGER IHC
K1072NfsTer21 K1072NfsTer21 w .
1 R2236P R2236P NS K332* K332* NS WT ND WT”P
2 WT ND PS D310G D310G NS R175H R175H “M”P
3 WT ND PS R233* R233* NS WT ND “WT”P
4 WT ND PS R130* R130* NS WT ND “WT”P
5 WT ND PS R130G R130G PS WT ND “WT”P
Al126T Al126T R248Q R248Q confon
6 K1094SfsTer67 K1094SfsTer67 NS K267RfsTerd  K267RfsTero NS P152L. P152L. M”P
7 R1637Q R1637Q PS WT ND PS R175C R175C “M”P
8 Y551LfsTer72 Y551LfsTer72 NS T319* T319* NS WT ND “WT”P
R130* R130* I
9 D1850TfsTerd D1850TfsTer4 NS R173H R173H NS G244D G244D WT”P
VA45YfsTer9 VA45YfsTer9
* e 99]
10 Q633 ND NS | |1o50TfsTer7 H250TfsTer7 N Wt ND wT™P
K1094R K1094R E157GfsTer23 E157GfsTer23 Cn fon
n D1850GfsTer4 D1850GfsTer4 PS N323KfsTer2 N323KfsTer2 NS F134L F134L MP
12 Q403* Q403* NS R130* R130™ PS WT ND “WT”P
R130Q R130Q
13 Q1095AfsTerl0 Q1095AfsTerl0 NS E242* E242* NS WT ND “WT”P
14 Q1631* Q1631* NS | K164RfsTer3 ND NS WT ND “WT”P
N102D . " U
15 L374V ND NS E242 E242 NS WT ND WT”P
#P373R 133del 133del -
16 #Q3725fsTerl9 ND NS T319* T319* NS A138T A138T M”P
17 WT ND PS WT ND PS R196* R196* “M”P
18 WT ND PS WT ND PS V274A V274A “M”P
19 WT ND PS WT ND PS R342* R342* “M”P
20 WT ND PS WT ND PS C242R C242R “M”P
21 WT ND PS WT ND NV WT ND “WT”P
splice acceptor splice acceptor .., ..,
22 WT ND PS WT ND NV €.376-1G>A €376-1G>A M”P
H179L H179L cong
23 WT ND PS WT ND NS R110L R110L M”P
24 WT ND PS WT ND NV Y234C Y234C “M”P

# indica la deteccié de la variant per sota del llindar 100X de profunditat de lectura (cas 16, 4X); *indica que I'efecte de la variant és la
generacio d’un codod stop. NS (negative staining) tincié negativa; PS (positive staining) tincid positiva; NV (not valuable) no valorable;

“WT”P (“wild type” pattern) patré wild type; “M”P ( “mutated” pattern); ND (not done) no realitzat.
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La figura 47, mostra I'’exemple d’un cas CEE doble mutat (cas 6), que també presentava variants a
PTEN i ARIDI1A. En aquest exemple es pot observar la bona correlacié entre 3 tecniques, la

seqienciacié Sanger, la targeted sequencing i la immunohistoquimica.

b! ARID1A : PTEN i
E I h;—-rmmm—_-—nﬂ.-mmmﬂ E I i e i
: i i e ————
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Figura 47. Composicio que il-lustra la integracio de I’analisi macroscopica, microscopic i molecular d’'un CEE de grau 3
(cas 6). a) Aspecte microscopic (x 20) i macroscopic; b) visualitzacié mitjangant I’eina I'lGV de les variants detectades als
gens ARID1A (c.3281delA, p.K1094SfsTer67), PTEN (c.376G> A, p.A126T) i TP53 (c.743 G> A, R248Q); c) sequeéncies
Sanger de les variants detallades en el punt b); i d) resultat immunohistoquimic de I'analisi de les proteines ARID1A,
PTEN i TP53 (x 20).
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1.8 CLASSIFICACIO MOLECULAR AMB EL SISTEMA ALTERNATIU AL TCGA

Per tal de realitzar la classificacié molecular de tots els casos amb el sistema alternatiu al TCGA es
va fer Us de la tecnica IHQ per les proteines p53, MSH6 i PMS2, i la seqiienciacié del gen POLE
(taula 17). Com hem descrit a I'apartat de material i metodes, els casos van ser classificats en cinc

categories:

1) els casos amb inestabilitat de microsatel-lits o hipermutats (MSI) que inclouen els casos

negatius per MSH6 i PMS2.

2) els casos tipus-serosos (serous-like) que inclouen els casos amb un patré mutat per p53.

3) els casos POLE-mutats, on també es van incloure els casos amb mutacions al gen POLE encara

gue fossin MSI o p53 mutat.

4) els casos amb un perfil mutacional no especific (NSMP, No Specific Mutation Profile) que

inclouen casos que no s’han pogut classificar en cap dels grups anteriors,

5)els casos amb la preséncia de més d’'un marcador alternatius (MSI i p53) van ser classificats com

doble mutats.

Pel que fa als resultats de I'expressié de MSH6 i PMS2, es va obtenir una tincié negativa en 1 cas
per MSHS6, i en 7 casos per PMS2. D’aquesta manera en 8 casos, els quals eren CEE, es va detectar
una deficiéncia del sistema de reparacié de I’ADN (MMRd o MSI). En 2 d’aquests casos, va haver-
hi la coexisténcia de MSI i defecte de p53, aixi van ser categoritzats com doble mutats. Els casos
MSI tenien un rang de 7 a 19 gens alterats (mitjana 10; mediana 9). Els casos MSS, amb les
proteines reparadores estables, tenien un rang d’1 a 6 gens alterats (mitjana 3,7; mediana 4). Set
casos van ser classificats com NSMP, 6 eren CEE i un era CSE (presentava patré wild type per p53 i
tampoc tenia cap variant somatica). Es van categoritzar 8 casos com serous-like, els quals
presentaven un patré mutat de p53 per IHQ. Curiosament, 1 d’aquests casos corresponia a CEE.
L'Unic cas mutat per POLE (cas 11) va ser un tumor CEE de grau 3, que va mostrar una tincid
negativa pel PMS2, aixi com el major nombre de variants (19), inclosos els gens TP53, PTEN i

ARID1A.
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Taula 17. Detall de la classificacié molecular de tots els casos analitzats (case), a més a més de I'edat de les pacients
(age), el tipus histologic (histological type), el grau (grade), I'estadi (stage), i I'estat del seguiment de la malaltia (follow

up).

HISTOLOGICAL MOLECULAR
CASE AGE TYPE GRADE STAGE CLASSIFICATION FOLLOW UP
1 86 EEC I IB MSI (Hypermutated) NED
2 91 EEC 1 1l Serous-like DOD
3 94 EEC ] IB MSI (Hypermutated) NED
4 91 EEC I IB NSMP NED
5 83 EEC 1 1A NSMP NED
6 60 EEC 1 1A Double mutated* NED
7 67 EEC 1 IB Serous-like NED
8 76 EEC I IB MSI (Hypermutated) NED
9 77 EEC 1 IB Double mutated* NED
10 86 EEC I IB NSMP NED
11 73 EEC 1 IB POLE-mutated NED
12 77 EEC 1 IB NSMP NED
13 77 EEC " IB MSI (Hypermutated) NED
14 77 EEC ] Il NSMP NED
15 78 EEC | IB NSMP DDD
16 59 EEC 1 IB Double mutated* NED
17 86 SC 1 1A Serous-like DOD
18 89 SC 1 1A Serous-like DOD
19 85 SC 1 IB Serous-like AWOD
20 76 SC 1 1A Serous-like DOD
21 81 SC i 1A NSMP DOD
22 87 SC 1 1B Serous-like DOD
23 93 SC 1 IB Serous-like DOD
24 96 SC 1 1l Serous-like DOD

*indica els casos doble mutats (double mutated); MSI(hypermutated), tumors amb inestabilitat de microsatel-lits; NSMP (no specific
molecular profile), tumors amb un patré mutacional no especific; EEC (endometrial endometrioid carcinoma), CEE; SC (serous
carcinoma), CSE; NED (no evidence of disease), no evidencia de la malaltia; DOD (dead of disease), mort per la malaltia; DDD (dead of
different disease), mort per causes diferents; AWOD (alive with other disease), viu amb altres malalties.
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1.9 INTEGRACIO DE RESULTATS: CORRELACIO ENTRE LA CLASSIFICACIO HISTOLOGICA, LA
CLASSIFICACIO MOLECULAR ALTERNATIVA, | EL PERFIL GENETIC

En aquest Utlim apartat es mostra la integracié de tots el resultats obtinguts per tal de visualitzar
d’una manera general la correlacié entre els diferents sistemes de classificacié utilitzats. La taula
18 ens detalla per cada cas la classificacid histologica, la molecular alternativa i la classificacié en
funcié del perfil genétic. Veiem que la classificacié mitjancant el perfil genétic, tenint en compte
els 4 gens significatius, concorda amb la classificacid histologica. On hi ha dicrepancies és entre la
classificacié alternativa del TCGA i el perfil genétic. Els casos discrepants sén el 2 i 7, que amb la
classificacié alternativa son serous-like i el perfil genétic els classifica com un CEE; i el 21, que amb

la classificacio alternativa és un NSMP i el perfil genetic el classifica com un CSE.
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Taula 18. Detall de la classificacié histologica (histological type), de la classificacid alternativa al TCGA (molecular
classification (surrogate)) i de la classificacié mitjangant el perfil genetic (classification by genetic profile) per cadascun
dels casos analitzats.

MOLECULAR
HISTOLOGICAL CLASSIFICATION CLASSIFICATION BY GENETIC PROFILE
CASE TYPE (SURROGATE)
ARID1A KMT2B PTEN TP53 Cluster Analysis Groups
1 EEC MSI (Hypermutated) Altered Altered Altered No altered EEC
2 EEC Serous-like No altered No altered Altered Altered EEC
3 EEC MSI (Hypermutated) No altered No altered Altered No altered EEC
4 EEC NSMP No altered No altered Altered No altered EEC
5 EEC NSMP No altered No altered Altered No altered EEC
6 EEC Double mutated* Altered Altered Altered Altered EEC
7 EEC Serous-like Altered Altered No altered Altered EEC
8 EEC MSI (Hypermutated) Altered Altered Altered No altered EEC
9 EEC Double mutated* Altered No altered Altered Altered EEC
10 EEC NSMP Altered No altered Altered No altered EEC
1 EEC POLE-mutated Altered Altered Altered Altered EEC
12 EEC NSMP Altered No altered Altered No altered EEC
13 EEC MSI (Hypermutated) Altered Altered Altered No altered EEC
14 EEC NSMP Altered Altered Altered No altered EEC
15 EEC NSMP Altered No altered Altered No altered EEC
16 EEC Double mutated* No altered No altered Altered Altered EEC
17 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered sC
18 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered SC
19 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered SC
20 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered SC
21 SC NSMP No altered No altered No altered No altered SsC
22 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered SsC
23 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered sC
24 SC Serous-like No altered No altered No altered Altered SC

EEC (endometrial endometrioid carcinoma), CEE ; SC (serous carcinoma), CSE; *indica els casos doble mutats (double mutated);
MSI(hypermutated), tumors amb inestabilitat de microsatel-lits; NSMP (no specific molecular profile), tumors amb un patré mutacional
no especific.
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2 ALTERACIONS SOMATIQUES EN EL NUMERO DE COPIES DELS GENS

En aquest apartat es detallen els resultats obtinguts en el marc de I'objectiu especific 2: analitzar
les alteracions somatiques en el nimero de copies de gens (ASNC) mitjangant la tecnica MLPA per
tal d’establir un perfil de gens que permeti classificar el cancer d’endometri. Aquestes alteracions
s’han determinat en mostres pertanyents als dos tipus més freqiients de cancer d’endometri (CEE

i el CSE).
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2.1 DESCRIPCIO DE LES ALTERACIONS SOMATIQUES EN EL NUMERO DE COPIES DELS GENS

Com s’ha descrit a la introduccio, I'estat del nimero de copies dels gens es va classificar en tres
categories: 1) pérdua o delecié (quan el DQ (Dosage Quocient) per una sonda era inferior a 0,7), 2)
normal o diploide (quan el DQ per una sonda estava entre 0,7 i 1,4), i 3) guany, duplicacidé o
amplificacidé (quan el DQ per una sonda era superior a 1,4). La figura 48 exemplifica com es van
obtenir els valors DQ d’una mostra amb I’ds d’un dels Kits MLPA. D’una banda, es mostren els pics
obtinguts en I'analisi de fragments corresponents a cadascuna de les sondes amplificades d’un
determinat kit MLPA, tant per la mostra tumoral com per la mostra no tumoral (control), i d’altra
banda es mostra el grafic amb els valors DQ obtinguts per cadascuna de les mostres, després de la
normalitzacié intra i inter mostra. Als grafics estan marcades aquelles sondes que han donat uns
valors alterats, amb groc esta marcada una sonda amb pérdua (B/IRC4) i amb blau les sondes amb

guany (ERBB2).
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Figura 48. Exemple de |'obtencid dels pics corresponents a cadascuna de les sondes incloses al Kit SALSA P171-A2 gain
mitjangant I'electroforesi capil-lar, tant de la mostra tumor com de la no tumor, i de la seva transformacié a valors DQ
en el grafic de sota. En aquest grafic I'eix y indica els valors de DQ MLPA, on l'interval normal es troba entre 0,7-1,4
(rang definit per les linies vermelles). Les fletxes blaves indiquen sondes detectades amb guanys i les grogues amb

perdua.
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La figura 49 mostra la distribucié dels valors de DQ obtinguts en totes les mostres de CEE i de CSE
per tots els gens analitzats. Amb la comparacid dels dos grafics es poden constatar les diferéncies
quant al perfil dels valors DQ, i conseqiientment, d’ASNC entre els dos subconjunts de mostres,
posant de manifest que el grup dels CSE presenten molta més freqiiencia d’ASNC, sobretot a

nivell de guanys.
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analitzats (eix x). L’eix y indica els valors de DQ MLPA, on I'interval normal es troba entre 0,7-1,4 (rang definit per les
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Figura 49. Distribucid dels valors de DQ obtinguts en totes les mostres de CEE (EEC) i de CSE (SC) per tots els gens
linies vermelles), el de guany (gain) és el superior a 1,4 i el de pérdua (loss) és I'inferior a 0,7.
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En el grup de CEE es van detectar ASNC en 10 (83%) dels 12 casos estudiats perdo amb unes
freqUiéncies d’alteracio (FA) molt baixes. D’aquests 10 casos, en 5 (50%) es va detectar només un
Unic gen alterat (0.9%), en 2 casos 2 gens alterats, en altres 2 casos tres gens alterats i en 1 cas 4
gens alterats. La mitjana de gens alterats per mostra va ser de 1,6, amb un rang que oscil-lava
entre 0 a 4. La mitjana de gens amb guanys va ser de 1,1 (rang de 0 a 3), i la de gens amb pérdues
vas ser de 0,5 (rang de 0 a 2). A diferencia del grup de CEE, en el grup de CSE tots els casos
analitzats presentaven ASNC i freqiencies d’alteraci6 més elevades. Quatre casos (33,3%)
presentaven freqiieéncies d’alteracié similar al dels casos CEE, oscil-lant entre el 0,9 i el 2%. Els
altres 8 casos (66,6%) presentaven unes FA que anaven de I'11 al 31%. La mitjana de gens alterats
per mostra va ser de 14, amb un rang que oscil-lava entre 1 i 33. La mitjana de gens amb guanys
va ser de 10,8 (rang de 1 a 22), i la de gens amb pérdues vas ser de 3,2 (rang de 0 a 11). (figura
50).
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Figura 50. NUumero de gens alterats, a nivell de guanys (blau) i de perdues (groc), per cadascuna de les mostres
analitzades CEE (EEC) i CSE (SC).
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2.2 GENS ALTERATS | LOCALITZACIONS CROMOSOMIQUES IMPLICADES

De tot el conjunt de mostres tumorals analitzades (n=24), es van detectar un total de 80 (75%)
gens alterats, dels quals 63 (79%) presentaven guanys i 28 (35%) perdues. D’entre aquests n’hi

havia 11 que depenent de la mostra presentaven guanys o perdues.

Al grup de CEE es van trobar alteracions en un total de 12 gens (11,3%), 9 van ser alterats amb
guanys i 5 amb pérdues. Cal dir que en tres d’aquests gens es van detectar guanys o perdues
depenent de la mostra. Els gens amb guanys més freqiientment alterats van ser BIRC1 (36%),
SERPINB2 (17%), HMIGA1 (17%), PTCH (9%), i amb pérdua HMGA1 (17%), BIRC1 (13%) i PTCH (9%).
Al grup de CSE, es van observar un total de 75 gens alterats (70,75%), 59 d’aquests (78,6%)
presentaven guanys i 25 (33,3%) presentaven pérdues. Cal dir que en 10 d’aquests gens es van
detectar guanys o péerdues depenent de la mostra. Els gens amb guanys més freqlientment
alterats van ser CCNE1 (58%), UCKL1 (58%), EVI1 (50%), PIK3CA (50%), NTRK1 (42%), PTPN1 (42%),
AURKA (42%), BCL6 i FKBP8 (33%). Els gens més freqlients amb pérdues van ser BIRC4 (42%),
BIRC1 (36%), FGFR1 (33%), i BIRC2, CCNA1, ERBB4 amb un 17 % respectivament. Les localitzacions
cromosomiques més freqlients dels gens amb guanys van ser al cromosoma 19, la 19q12 (CCNE1)
i 19p13.11 (FKBPS8), al 20, la 20q13.13 (PTPN1) i 20q13.33 (UCKL1), al 3, la 3926 (EVI1), 3926.32
(PIK3CA) i 3927 (BCL6), ial'l, la1g23.1 (NTRK1). Pel que fa als gens amb pérdua les localitzacions
van ser al cromosoma X, la Xq25 (BIRC4) i al 8, la 8p11.2 (FGFR1). (figura 51).
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Figura 51. A) Frequeéncies d’alteracié de tots els gens per cada subconjunt de mostres; B) frequéncies dels gens amb

guanys ; i C) frequéncies dels gens amb pérdues.
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2.3 ANALISI D’ASSOCIACIO ENTRE GENS | TIPUS HISTOLOGIC

Resultats

L'analisi estadistica d’associacid entre gens i tipus histologic va determinar que els gens

significativament alterats (p-valor<0,05) d’'una manera diferencial entre els dos tipus histologics

eren CCNE1, UCKL1, EVI1, PIK3CA, NTRK1, PTPN1, BCL6 i FKBP8, BIRC4 i FGFR1 (taula 19). Els vuit

primers van ser detectats a nivell de guanys, i els dos Ultims a nivell de pérdues. Es de remarcar

gue aquests gens no es van trobar alterats en cap de les mostres del tipus CEE, i per tant

I'alteracio en aquests gens va estar associada només al CSE.

Taula 19. Descripcio per a cada gen significativament alterat (gene symbol) del nimero total de casos alterats (n),
freqiiencia d’alteracio (%), ODDS-RATIO i p-valor (p-value) en funcid del tipus histologic, CEE (EEC) i CSE (SC).

GENE ALTERED CASES (n, %) ODDS-RATIO
SYMBOL EEC (12 cases) SC(12cases)  CEEvsSC SCvsCEE  p-value
CCNE1* 0(0%) 7(58.33%) 14.00 0.002*
UCKL1* 0(0%) 7(58.33%) 14.00 0.002*
EVIT* 0(0%) 6 (50%) 10.29 0.007*
GAIN PIK3CA* 0(0%) 6 (50%) 10.29 0.007*
NTRK1 0(0%) 5(41.67%) 7.50 0.02*
PTPN1* 0(0%) 5(41.67%) 7.50 0.02*
BCL6* 0(0%) 4(33.33%) 5.33 0.047*
FKBP8* 0(0%) 4(33.33%) 5.33 0.047*
LOSS BIRC4* 0(0%) 5(41.67%) 7.50 0.02*
FGFR1* 0(0%) 4(33.33%) 5.33 0.047*
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2.4 ANALISI DE DOBLE CLUSTER JERARQUIC

L’analisi de doble cluster jerarquic, descrit als materials i métodes, va agrupar les mostres en

funcié de les alteracions de cadascuna d’elles.

De manera global, tenint en compte els 10 gens significativament alterats, |'analisi va agrupar les
mostres en dos grans grups, el grup 1 (G1) que contenia tots els casos de CEE (n=12) més 5 casos
de CSE, i el grup 2 (G2) que incloia 7 casos de CSE (figura 52). El G1 es caracteritzava per tenir
entre cap i 2 gens significatius alterats, i el G2, amb només casos CSE, presentava entre 5 i 8 gens

significatius alterats.

Els casos del grup 1 es van reagrupar en 3 subgrups, A, B i C. El B corresponia a tots els casos CEE i
a dos casos CSE que presentaven només un gen alterat, i no era cap dels 10 més significatius. L'A
corresponia a un cas CSE (cas 17) que presentava alteracions a gens estadisticament significatius
com FKBP8 i UCKL1 a més d’altres gens alterats (un total de 7). Finalment el C corresponia a dos
casos CSE, que estaven molts propers al grup 2, que presentaven també una baixa freqliéncia
d’alteracié amb només un gen alterat, perd en aquest cas el gen era CCNE1, que va resultar ser un
dels gens amb més poder estadistic (p-value 0.002). Amb aquesta agrupacid, observem que hi ha
tres casos de CSE que s’ens agrupen en unes categories intermitges (G1A i G1C) entre els tipics

CEE (G1B) i els tipics CSE (G2). (figura 52).

Aquests resultats demostren que la nostra analisi d’ASNC mitjangcant MLPA permet identificar un
subgrup de casos amb histologia serosa que genotipicament s’agrupen amb els casos d’histologia
endometrioide, i per tant, suggereixen que aquesta analisi es pot utilitzar com una eina

complementaria al diagnostic histologic per tal d’arribar a un diagnostic final més objectiu i precis.
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Figura 52. Heatmap que il-lustra la presencia (altered, groc clar) o no presencia d’alteracié (non-altered, vermell) dels
10 gens significativament alterats (eix x) en les 24 mostres analitzades (eix y). S'indiquen els diferents grups: G1 (G1A,
G1B, G1C) i G2.
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2.5 SEQUENCIACIO SANGER GEN POLE

Es va realitzar I'analisi mutacional del gen POLE dels 4 casos (14, 16, 22 i 24) dels CSE que
presentaven unes baixes freqtiencies d’ASNC. Un d’aquests casos, el 14, va presentar la variant
somatica patogéenica p.P286R (c.857C>G) situada a I'exé 9, confirmant que era un CEAG amb un

potencial bon pronostic. (figura 53).
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Figura 53. Sequencies obtingudes de I'exd 9 de gen POLE de la mostra tumoral i no tumoral del cas 14, on s’observa que
la mostra tumoral presenta la variant c.857C>G (indicada amb cercle vermell).

2.6 ANALISI IMMUNOHISTOQUIMICA DE P53

Ja que segons el sistema de classificacio alternatiu del TCGA, s’utilitza la IHQ de p53 per classificar
els casos com CN high/serous-like, en tots els casos d’aquest objectiu es va fer la determinacié de

p53 per veure 'associacid entre el patré IHQ de p53 i els valors d’ASNC.

En global es va obtenir una freqiéncia d’alteracié de p53 del 42% (10/24). Dels 14 casos amb
patré p53 wild type, 13 casos (93%) presentaven un baix nimero d’ASNC, 11 corresponien a CEE i
2 a CSE; i I'altre cas (7%) era un CSE que presentava un alt numero d’ASNC. Dels 10 casos amb
patré mutat de p53, 3 (30%) eren casos que pesentaven un baix nimero d’ASNC, 1 era un CEE i 2

eren CSE, i 7 (70%) eren CSE que presentaven un alt nimero d’ASNC.
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2.7 INTEGRACIO DE RESULTATS: CORRELACIO ENTRE LA CLASSIFICACIO HISTOLOGICA,
L’EXPRESSIO DE P53, EL NUMERO D’ASNC | EL PERFIL GENETIC

En aquest Utlim apartat es mostra la integracié de tots el resultats obtinguts per tal de visualitzar
d’una manera general la correlacié entre els diferents sistemes de classificacié utilitzats. La taula
20 detalla per cada cas com va ser la classificacié histologica, I'expressié de p53, la freqiéencia
d’ASNC i la classificacié en funcié del perfil genetic. Per als casos CEE la concordancga es va definir
en presentar histologia de CEE, patré wild type de p53 (entés com métode per captar els casos
amb ASNC), baix numero d’ASNC, i pertanyer al grup perfil molecular G1B. Per als casos CSE la
concordanca es va definir en presentar histologia de CSE, patré mutat de p53, elevat numero

d’ASNC i pertanyer al grup molecular G2.

Dins els casos CEE veiem que hi ha una concordanca del 92% entre les 4 categories. Només hi ha
un cas, cas 4, on no hi ha concordanca entre el resultat de p53, que era mutat, i la histologia
d’endometrioide i I'assignacié al grup G1B. Aquest cas també va ser analitzat a I'objectiu 1, cas 16,
i alli es va confirmar que era un cas doble mutat, amb preséncia de MSI i d’alteracié a TP53, i el
perfil genétic el va classificar com a CEE amb alteracié a PTEN i TP53. En aquests casos |'alteracid
de TP53 no s’enten com un event driver sind com un passenger, i no ha de ser classificat com un

serous-like ja que el que preval és I'estat MSl i per tant esta ben classificat amb el perfil genetic.

Dins els casos CSE, s’ha observat una concordanca del 50% (6/12) entre les 4 categories. Els 6
casos amb discordancia entre les 4 categories els podem subdividir en 4 grups, el que inclouria el
cas 19, el que inclouria els casos 14 i 24, el que inclouria els casos 16 i 22, i el que inclouria el cas
17. En el cas 19, no es correlaciona ni la histologia CSE, ni I'alt nimero d’ASNC, ni I'assignacio al
grup G2, amb el patré wild type de p53. Curiosament, aquest cas també va ser analitzat a
I'objectiu 1, cas 21, on es va confirmar que no presentava cap variant somatica per TP53 i va ser
classificat pel perfil genetic com un CSE. Per tant, en aquest cas el perfil genétic d’ASNC el
classificaria correctament com un serous-like del grup 4 del TCGA, i no erroniament com un CN-
low o NSMP. En els casos 14 i 24, no es correlaciona la histologia de CSE amb el patré wild type de
p53, el baix numero d’ASNC i I'agrupacié al grup G1B. Concretament el cas 14 es va confirmar que
era POLE mutat i per tant es classificaria dintre el grup 1 del TCGA (POLE ultramutated), i el cas 24
es va confirmar que no presentava inestabilitat de microsatel-lits i per tant s’hauria de classificar
dins el grup 3 del TCGA (CN-low o NSMP). En aquests 2 casos demostrem que el perfil molecular
d’ASNC ens ajudaria a classificar-los més adientment. En els casos 16 i 22, no es correlaciona ni la

histologia de CSE, ni el patré mutat de p53 amb el baix nimero d’ASNC. No obstant aix0, aquests
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son dos casos molt particulars ja que tot i presentar baix nimero d’ASNC, la Unica alteracié que

presenten és al gen CCNE1, que és un dels dos gens amb més assoaciacié estadistica amb el CSE, i

per aixo amb el perfil molecular s’agrupen en un grup intermig el G1C que esta entre el G1B i el

G2. | per ultim el cas 17, que presenta una histologia de CSE, que es classifica en un altre grup

intermig, el G1A, que presenta un nimero mitja d’ASNC (n=7) i patré mutat de p53.

Taula 20. Detall de la classificacid histologica (histological type), de la IHQ de p53, de la freqiiéncia d’ASNC (SCNA
frequency) i de la classificacié mitjangant el perfil genétic (classification by genetic profile) per cadascun dels casos

analitzats.

HISTOLOGICAL

SCNA

CLASSIFICATION BY GENETIC PROFILE

CASE TYPE p53 (frequency, %)
BCL6 CCNE1  EVII  FKBP8 NTRKI PIK3CA PTPN1 UCKLI BIRC4 FGFR1  Cluster Analysis Groups
1 EEC wt 3 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal Normal Normal Normal ~Normal GI1B
2 EEC wt 1 Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal G1B
3 EEC wt 1 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1B
4 EEC ab 2 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GIB
5 EEC wt 1 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal Normal Normal Normal ~Normal GI1B
6 EEC wt 1 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1B
7 EEC wt 1 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal Normal Normal Normal ~Normal GI1B
8 EEC wt 0 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1B
9 EEC wt 3 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal Normal Normal Normal ~Normal GI1B
10 EEC wt 0 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1B
11 EEC wt 2 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal Normal Normal Normal ~Normal GI1B
12 EEC wt 4 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1B
13 SC ab 26 Normal ~ Gain  Normal Normal Normal ~ Gain  Gain  Gain  Normal  Loss G2
14 SC wt 2 Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1B
15 SC ab 15 Gain  Gain  Gain  Gain  Gan  Gain  Normal Gain  Loss  Normal G2
16 SC ab 1 Normal ~ Gain  Normal Normal Normal ~Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1C
17 SC ab 7 Normal Normal Normal ~ Gain  Normal ~Normal Normal ~ Gain  Normal ~Normal GIA
18 SC ab 21 Gain  Gain  Gain Normal Gain  Gain  Gain  Gain  Loss  Loss G2
19 SC wt 24 Gain Normal  Gain  Normal  Gain  Gain  Normal ~ Gain  Loss  Normal G2
20 SC ab 18 Gain  Gain  Gain Normal Normal  Gain  Gain  Gain  Loss  Loss G2
21 SC ab 1 Normal ~ Gain  Gain  Gain  Gain  Normal  Gain  Gain  Normal  Loss G2
22 SC ab 1 Normal ~ Gain  Normal Normal Normal Normal ~Normal Normal Normal ~Normal GI1C
23 SC ab 31 Normal Normal ~ Gain  Gain  Gain  Gain  Gain  Normal  Loss  Normal G2
24 SC wt 2 Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal ~Normal GI1B

EEC (endometrial endometrioid carcinoma), CEE; SC (serous carcinoma), CSE; wt, (“wild type” pattern) patré wild type; ab ( “abnormal”

pattern) patré mutat.
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3 HETEROGENEITAT INTRATUMORAL (HIT) EN EL CARCINOMA SEROS D’ENDOMETRI

En aquest apartat es detallen els resultats obtinguts en el marc de I'objectiu especific 3: estudiar
I’heterogeneitat intratumoral (HIT) en mostres de carcinoma serds d’endometri a diferents nivells
d’alteracié molecular: (a) a nivell de les alteracions somatiques en el nimero de copies dels gens
(ASNC) mitjancant la técnica MLPA, i (b) a nivell de variants somatiques (VS) mitjan¢ant I'aplicacié

de targeted sequencing amb la tecnologia NGS.
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3.1. HETEROGENEITAT INTRATUMORAL A NIVELL D’ASNC

3.1.1. DESCRIPCIO DE LES ASNC | GENS ALTERATS

Mitjangant la técnica MLPA es va analitzar I'alteracié somatica en el numero de copies de 106
gens en 8 casos de CSE analitzant tres regions tumorals per cada cas. La figura 55 mostra els
resultats globals d’aquesta analisi on es detalla la distribucié dels valors DQ (Dosage Quocient)
obtinguts per cadascuna de les regions tumorals analitzades (n=24(8x3)) i per cadascun dels gens
analitzats. De manera general, s’observa que hi ha un elevat percentange de gens que presenten
alteracions a nivell de guanys (valors de DQ superiors a 1,4). D’aquests els que presenten les
freqUéncies d’alteracié més elevades son UCKL1, ERBB2, EVI1, PIK3CA, CCNE1, PTPN1, NTRK1,
MYBL2, AURKA, TP53, BCL6 i FKBP8. En aquestes mostres s’'observa una menor freqiieéncia de gens
alterats amb pérdues, tot i aix0, cal remarcar els tres gens que presenten les freqliencies més

elevades, que son BIRC4, BIRC1 i FGFR1.

A360 1 CCNEI EVII
H
1320 ; :
1
H . .
1 N .
(,i 280 FKBPS UCKLI
| b PTPNI .
Al . a . . ! P53
| 240 ‘i RKA "R’fm . " NTRK1 ' i l
] g .
N! ' BCLS % g . i l PIK3CA  + oW
12,00 4 ' :
g | - '
< |
& 11,60 A
343
120 1
0,80 4s
LA
01 940 1
s
Sv
0,00 -—

Figura 55. Perfil de les ASNC de les 24 regions tumorals (8 casos CSE per tres regions analitzades de cadascun) per
cadascun dels gens analitzats. L’eix y indica els valors de MLPA DQ, on el rang normal esta entre 0,7 i 1,4 (rang definit
per les linies vermelles). L’eix x mostra tots els gens analitzats(n = 106). Les fletxes vermelles indiquen els gens amb
unes freqlieéncies d’alteracio superior al 50%).
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De manera global, en tots els casos (n=8) es van observar ASNC. De mitjana es van observar 22

gens alterats per cas, amb un rang que oscil-lava entre 8 i 36. D’aquests 22, es va observar una

mitjana d’11 gens amb guanys (rang de 2 a 22) i de 4 amb peérdues (rang de 1 a 11) ( figura 56).
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Figura 56. Distribucié del numero de gens alterats (eix y), indicant el nUmero total de gens alterats (blau fort), el

numero de gens amb guanys (blau clar) i el nimero de gens amb pérdua (groc), per cada cas (eix x).

139



Capitol 4

Dels 106 loci cromosomics analitzats es van detectar ASNC en 82 d’ells (77%), en el 67% dels quals
es van detectar guanys, en el 22% pérdues i en I'11% restant es van detectar pérdues i guanys

depenent de la mostra (figura 57).

NON-ALTERED GENES W ALTERED GENES

B GAINEG GENES

LOST GENES

GAINED/LOST
GENES

Figura 57. Grafic que representa el numero de gens alterats i no alterats, indicant també el nimero dels gens amb
guanys, perdues o gens amb guanys i perdues depenent de la mostra.

Per cada gen es va quantificar la freqlencia d’alteracié (AF), que era el resultat del quocient entre
el nombre de casos alterats respecte al nombre total de casos analitzats (n=8). Els gens més
freqlientment alterats amb guanys van ser UCKL1 (88%), ERBB2, EVI1 i PIK3CA (75%), CCNEI,
PTPN1 i NTRK1 (63%), i MYBL2 , AURKA, BCL6 i FKBP8 (50%). Les regions on es troben localitzats
aquests gens son les seglients: 20912 — q13.3 (UCKL1, PTPN1, MYBL2 i AURKA), 3926 —q27 (EVI1,
PIK3CA i BCL6), 17q21.1 (ERBB2), 19q12 (CCNE1), 19p13.11 (FKBP8) i 1g23.1 (NTRK1). Els gens
més freqlientment alterats amb pérdues van ser BIRC4 (63%), BIRC1 (50%), FGFR1 (50%) i ERBB4
(38%), localitzats a les regions Xq25, 5q13.2, 8p11.2 i 233, respectivament (figura 58). En
particular, en el cas del gen TP53 es van detectar perdues (25%) o guanys (25%) depenent de la
mostra. Entre tots aquests gens, cal destacar que PIK3CA, CCNE1, BIRC1 i FGFR1 es van trobar

alterats en totes les regions del tumor analitzades sense presentar heterogeneitat intratumoral.
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Figura 58. Distribucié de les ASNC detectades en els gens més freqlienment alterats. L’eix x mostra cadascuna de les
regions tumorals analitzades. A la part esquerra de |'eix y s’indica la localitzacié cromosomica associada a cada gen (Chr.
Loc.), i a la part dreta de I'eix y, s’indiquen les freqiiencies d’alteracié (AF) i d’heterogeneitat (HF). Els quadres blaus
indiquen guanys, els grocs péerdues, els blancs una dotacié normal i els rectangles negres indiquen les mostres on s’han
detectat les ASNC en heterogeneitat.
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3.1.2. ANALISI DE L'HETEROGENEITAT INTRATUMORAL

Pel que fa a l'analisi de I'HIT es va observar que cinc (62,5%) dels vuit casos presentaven
heterogeneitat intratumoral de manera significativa (veure criteris heteregoneitat, material i
meétodes). D’entre els gens alterats, de manera global, es va observar una mitjana de 7 gens
heterogenis per cas, amb un rang que anava de I'1 als 15. D’aquests, es va observar una mitjana
de 7 gens heterogenis amb guanys i de 1 amb pérdues. La figura 59 mostra la distribucié del

nombre de gens heterogenis respecte el nombre total de gens alterats per cada cas.
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Figura 59. Distribucio del nombre total de gens alterats (blau fort) i de gens heterogenis (lila fort) per cada cas analitzat.
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En els 5 casos que presentaven HIT de mitjana es van detectar 10 gens heterogenis per cas (rang
de 8 a 14), dels quals el 90% mostrava guanys i el 10% pérdues. La figura 60 mostra els nombre de

gens heterogenis per cas.
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Figura 60. Distribucio del nombre total de gens heterogenis (lila fort), del nombre de gens heterogenis amb guanys (lila
clar) i del nombre de gens heterogenis amb pérdua (groc) per cada cas analitzat.

D’entre aquests 5 casos, el cas 1 és el que presenta més gens en heterogeneitat. Aquest cas
s’il-lustra a la figura 61 on es mostra la distribucié dels valors DQ de cadascun dels gens analitzats
per cada regié de tumor, i s’indiquen els 14 gens heterogenis. D’aquests cal destacar el gen ERBB2

que és una potencial diana terapéutica.
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Figura 61. Exemple d’un cas heterogeni, el cas 1. L’eix y mostra els valors DQ on el rang normal esta entre 0,7 i 1,4 (rang
definit per les linies vermelles). L’eix x mostra tots els gens analitzats(n = 106). Les fletxes negres indiquen els gens
heterogenis en base als criteris d’heterogeneitat descrits a I'apartat de material i métodes.

Dels 82 gens alterats es va observar que 40 d’ells presentaven heterogeneitat. D’entre aquests
gens, 31 van ser detectats amb guanys, 5 amb pérdua i 4 amb guany/pérdua depenent de la

mostra. Cal esmentar que hi ha haver 16 gens que es van observar sempre en heterogeneitat.

Per a cada gen es va calcular la freqliencia d’heterogeneitat (HF), que era el resultat del quocient
entre el nombre de casos que presentaven heterogeneitat respecte al total de casos alterats
(figura 58). Els gens que presentaven més heterogeneitat a nivell de guanys van ser: MYBL2 (75%),
ERBB2 (67%), AURKA (50%), PTPN1 (40%) i EVI1 (33%); i a nivell de pérdues van ser ERBB4 (67%) i
BIRC4 (40) %). El gen TP53, que es va detectar amb guanys i perdues depenent del cas, també es

va observar en heterogeneitat amb un HF del 50%.
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3.1.2.1 VALIDACIO DE 'HETEROGENEITAT INTRATUMORAL DEL GEN ERBB2

Amb la tecnica MLPA, es va observar una freqiencia d’alteracié (AF) del gen ERBB2 a nivell
d’ASNC del 75% (6 casos alterats de 8 analitzats), i una freqiiéncia d’heterogeneitat (HF) del 67%
(4 casos amb heterogeneitat de 6 casos alterats). Per la seva rellevancia terapeutica es va validar
la preséncia d’heterogeneitat intratumoral del gen ERBB2 en els casos 1, 3, 5 i 7 mitjancant les
tecniques d’'IHQ i de SISH. En tres dels casos (75%) (1, 3 i 7) es va observar concordanca de
resultats entre les tres técniques utilitzades (MLPA, IHQ i SISH) (figures 62, 63, 64). En canvi, en el
cas 5 només es va observar presencia d’heterogeneitat mitjancant la MLPA. Amb la IHQ i el SISH
no es va observar alteracid en aquest gen (Figura 65). Amb aquests resultats es va poder

demostrar |I'heterogeneitat intratumoral a nivell d’ASNC del gen ERBB2 en un 75% dels casos.
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Figura 62. Imatge que mostra la preséncia d’heterogeneitat intratumoral del gen ERBB2 en el cas 1 mitjangant les
tecniques d’IHQ, SISH i MLPA. A) Visualitzacié de I'area tumoral que presenta guany d’ERBB2 per IHQ i SISH, i que esta
en concordanga amb el resultat de guany per MLPA. B) Visualitzacié de I'area tumoral que presenta un estat normal
d’ERBB2 i que esta en concordanga amb el resultat normal per MLPA.
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Figura 63. Imatge que mostra la presencia d’heterogeneitat intratumoral del gen ERBB2 en el cas 3 mitjangant les
tecniques d’IHQ, SISH i MLPA. A) Visualitzacié de I'area tumoral que presenta guany d’ERBB2 per IHQ i SISH, i que esta
en concordanga amb el resultat de guany per MLPA. B) Visualitzacié de I'area tumoral que presenta un estat normal

d’ERBB2 i que esta en concordanga amb el resultat normal per MLPA.
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Figura 64. Imatge que mostra la presencia d’heterogeneitat intratumoral del gen ERBB2 en el cas 7 mitjangant les
tecniques d’IHQ, SISH i MLPA. A) Visualitzacidé de I'area tumoral que presenta guany d’ERBB2 per IHQ i SISH, i que esta
en concordanga amb el resultat de guany per MLPA. B) Visualitzacié de I'area tumoral que presenta un estat normal
d’ERBB2 i que esta en concordanga amb el resultat normal per MLPA.
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Figura 65. Imatge que mostra la preséncia d’heterogeneitat intratumoral del gen ERBB2 en el cas 5 mitjangant MLPA. A)
Regié tumoral observada amb guany d’ERBB2 per MLPA. B) Visualitzacié de I'area tumoral que presenta un estat normal
d’ERBB2 per IHQi SISH, i que esta en concordanga amb el resultat normal per MLPA.
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3.2 HETEROGENEITAT INTRATUMORAL A NIVELL DE VARIANTS SOMATIQUES

3.2.1 DESCRIPCIO DEL LES VARIANTS SOMATIQUES | GENS ALTERATS

Durant el procés de seqiienciacié amb la tecnologia NGS es van anar avaluant tots els parametres
de qualitat per tal d’assegurar-nos una correcta identificacié de les variants somatiques. Aixi es
van obtenir valors adequats de la densitat de clusters, de profunditat de lectura, entre molts
altres. Per totes les mostres es van obtenir unes dades de qualitat molt similiars. Quant a les
metriques de NGS obtingudes de totes les mostres, es va obtenir una mitjana per mostra de 2 825
883 lectures, i de 1470X de profunditat de lectura. La cobertura mitjana de les lectures sobre el
genoma de referéncia GRCh38 / hg38 va ser del 98,38%. Cal dir que tant els valors de nombre de
lectures com de profunditat de lectura van ser molt similars entre les mostres no tumorals i les
tumorals. A la taula 21, es detallen els valors d’aquestes métriques per cadascuna de les mostres

analitzades.
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Taula 21. Detall dels valors de nimero total de lectures, de la mitjana de profunditat de lectura i del percentatge mitja
de cobertura per cadascuna de les mostres analitzades.

SAMPLE TOTALREADS MEAN READ DEPTH % HIGH QUALITY MAPPED READS

1-NT 2712498 1366,73 98,97
1.1-T 2659436 1408,4 99,26
1.2-T 2840022 1402.1 99.21
1.3-T 3188830 1550.87 98.98
2-NT 2231814 1119,64 97,12
2.1-T 2355950 1187 97,19
2.2-T 1746264 872.45 96.87
2.3-T 1612624 790.81 95.84
3-NT 1662798 852,21 98,41
3.1-T 1699924 867,51 98,05
3.2-T 2051564 1041.64 97.60
3.3-T 1738914 897.12 98.20
4-NT 2148976 1093,73 98,09
4.1-T 1618364 831,69 98,52
4.2-T 1646842 843.17 98.25
4.3-T 1687670 867.12 98.52
5-NT 4962612 2509,67 98,83
51T 3151148 1454,86 98,98
5.2-T 2890850 1321.68 99.00
53-T 3224582 1592.12 98.73
6-NT 2456272 1294,76 99,14
6.1-T 3191244 1577,26 98,89
6.2-T 5971550 3032.33 98.67
6.3-T 3420826 1801.94 99.07
7-NT 6906944 3470,52 99,11
7.1-T 4894570 2580,91 99,16
7.2-T 3399234 1692.85 99.04
7.3-T 5452866 2679.02 99.14
8-NT 2050068 1048,45 98,45
8.1-T 1717170 871,85 97,63
8.2-T 1554736 800.36 97.95
8.3-T 1581082 799.48 97.48

NT: no tumoral; T: tumoral

Les variants somatiques es van identificar i classificar seguint els criteris descrits a I'apartat de
materials i metodes. En les 8 mostres analitzades es van identificar un total de 23 variants
somatiques que afectaven a 11 gens. El nombre mitja de variants somatiques per mostra va ser de
3, amb un rang que oscil-lava entre 1 i 5. Aquestes variants, segons el seu efecte sobre el
transcrit, van ser classificades com missense (n = 15), frameshift (n = 6), stop gained (n = 6),
inframe deletion (n = 1) i splice acceptor (n = 1). A la taula 22 es descriuen totes les variants
detectades en relacid a cada mostra i es detalla de cadascuna d’elles el gen implicat (gene
symbol), la freqUéncia al-lélica (tumor vaf), la profunditat de lectura (tumor depth), la
nomenclatura de la variant a nivell genomic (HGVSc), la nomenclatura de la variant a nivell de la
proteina (HGVSp), I'efecte de la variant sobre el transcrit (variant effect), i si ha estat reportada o

no a la base de dades COSMIC (COSMIC data base).
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Taula 22. Descripcié de totes les variants somatiques detectades per cadascunda de les mostres analitzades

GENE TUMOR TUMOR VARIANT COsSMIC
SAMPLE ID SYMBOL VAF DEPTH HGVSc_NAME HGVSp_NAME EFFECT DATABASE

1 PIK3CA 0.95 1985 €.344G>C p.Argl15Pro missense YES
TP53 0.889 1658 c.586C>T p.Arglo6Ter stop gained YES
CCND1 0.903 648 €.686delT p.Leu229ProfsTer8 frameshift NO
MAP3K4 0.863 1397 €.2207delT p.lle736LysfsTer24 frameshift NO
2 PIK3CA 0.531 1811 c.316G>C p.Gly106Arg missense YES
PIK3CA 0.53 1810 €.333G>C p.Lys111Asn missense YES
TP53 0.726 782 €.821T>C p.Val274Ala missense YES
3 PPP2R1A 0.251 1633 ¢.536C>G p.Prol79Arg missense YES
TP53 0.31 300 €.1024_1034delllpb p.Arg342Ter frameshift YES
CDH19 0.227 387 €.1820_1821delTC p.1le607AsnfsTer22 frameshift NO
PIK3CA 0.233 2246 C.263G>A p.Argd8Gin missense YES
4 PPP2R1A 0.517 1601 ¢.536C>G p.Prol79Arg missense YES
TAF1 0.882 537 c.408dupC p.Serl37LeufsTerd frameshift NO
TP53 0.788 1039 c.724T>C p.Cys242Arg missense YES
5 CSMD3 0.392 917 €.1552C>A p.Leu518lle missense NO
6 ERBB2 0.344 1276 c.722C>T p.Ala241Val missense YES
TP53 0.299 1358 €.376-1G>A splice_acceptor YES
FOXA2 0.222 694 €.903dupC p.Glu302ArgfsTer66 frameshift NO
7 TP53 0.352 3082 c.536A>T p.His179Leu missense YES
TP53 0.376 1437 €.329G>T p.Argll0Leu missense YES
MKI67 0.21 1876 c.4892G>A p.Argl631Gin missense YES
8 PIK3CA 0.495 503 €.353G>A p.Gly118Asp missense YES
TP53 0.968 2465 c.701A>G p.Tyr234Cys missense YES

Per cada gen es va quantificar la freqliéncia d’alteracid (AF), que era el resultat del quocient entre
el nombre de casos alterats respecte al nombre total de casos analitzats (n=8). Els gens més
freqlientment alterats van ser TP53 (88%), PIK3CA (50%) i PPP2R1A (25%) (figura 66). Totes les
variants somatiques que afectaven aquests gens van ser classificades com patogéniques. A més a
més, aquestes variants es van detectar en les tres regions tumorals, per la qual cosa aquestes
alteracions no estaven afectades per I'HIT. Hi va haver dos casos on es va detectar una variant

d’ERBB2 i una de CSMD3 també de manera homogeénia.
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De les variants detectades al gen TP53 el 12 % van ser classificades com stop gained i el 88% com
missense. Aquestes variants estaven localitzades als exons 4, 5, 6, 7, 8 i 10. Concretament, els
hotspots de la proteina afectats per aquestes variants van ser el R110, H179, R196, Y234, C242,
V274, R342. Addicionalment, es va detectar una variant que afectava la regié d’splicing de I'intré 4
(c. 376-1G>A). Pel que fa al gen PIK3CA, en tres casos es van observar variants missense a I'exd 2 i
en un cas en el primer codd de I'exd 3. Cal remarcar que en cap mostra es va detectar cap variant
als hotspot tipics dels exons 9 i 20 d’aquest gen. En referencia al gen PPP2R1A, en un dels casos es

va identificar la variant recurrent missense P179R.

SAMPLES
1 2 3 4 5 6 7 8
AF HF
y 5 5 5 5 5 5 5 5
GENE 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 23 1 23 1 2 3 1 2 o o
. ; | TTHITOL,
TP53 | RI19G* V274A . R342X C242R €376-1G>A ¢ oo Y234C 88 0
. G106R.
- ) .
PIK3CA | RI15P i RSSQ  Gusp 50 0
T PPP2RIA . PI79R | PITR 235 0
r ERBB2 A241V 130
. , b
§ MAP3K4 36X 13 100
; CCNDI 2293 13100
D r4r; Hi36%] 13 100
S cpHI9 1607% 13100
E
Q CsmD3 L518I 130
FOXA2 | E302x 13100
MKI67 |R1631Q mszlql 13 100

Figura 66. Distribucié de les variants somatiques detectades. L'eix x mostra cadascuna de les regions tumorals
analitzades. A la part esquerra de I'eix y s’indiquen els gens, i a la part dreta de I'eix y, s’indiquen les freqlencies
d’alteracié (AF) i d’heterogeneitat (HF). Els rectangles negres indiquen les mostres on s’han detectat les variants en
heterogeneitat.
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3.2.1.1 VALIDACIO VARIANTS SOMATIQUES PER SEQUENCIACIO SANGER
Mitjangant la seqlienciacié Sanger es van validar les variants identificades per I'analisi de NGS als

gens més freqliientment alterats, TP53 i PIK3CA. Les figures 67, 68 i 69 mostren I'exemple de la

validacié de 3 d’aquestes variants somatiques.

CASE 1
TP53: Cga/Tga, R196*

Targeted Sequencing (NGS) Sanger Sequencing
7,578,260 bp 7.578.270 bp
1 1 | |
Sequence = IIFTYCCACITIEEGAETAAGATEEC
RefSeq Genes = - s : . =
reverse strand
\
GC ; CTGAGTGG
302 309 9 316

T
T1
VAF:0.9
GCATCET CCGRGCT GG
: 95 302 ¢ 309
T
NT {
i
|
i
1
i
NT
VAF:0.0

Figura 67. Composicio que il-lustra la validacié per sequenciacié Sanger de la variant R196* del gen TP53 detectada
mitjangant targeted sequencing (NGS) al cas 1. A I'esquerra de la imatge es mostra la visualitzacié de la variant
mitjangant I'IGV (la sequencia és la reverse 3’-5’), on T indica la mostra tumoral, NT la mostra no tumoral, i VAF la
freqliencia al-lélica de la variant. A la dreta es mostren les seqliencies obtingudes amb la seqlienciacié Sanger (la
sequencia és la forward 5’-3’), on el punt vermell indica la localitzacié de la variant.
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Figura 68. Composicié que il-lustra la validacié per seqiienciacié Sanger de la variant R115P del gen PIK3CA detectada
mitjancant targeted sequencing (NGS) al cas 1. A I'esquerra de la imatge es mostra la visualitzacié de la variant
mitjangant I'lGV, on T indica la mostra tumoral, NT la mostra no tumoral, i VAF la freqiiencia al-lélica de la variant. A la
dreta es mostren les seqlieéncies obtingudes amb la seqlienciacié Sanger, on el punt vermell indica la localitzacié de la

variant.
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CASE 3

TP53: CGAGAGCTGAAt/t, RELN/X

Targeted Sequencing (NGS)

1573990 bp 7574000 bp 1574010
| | | | | |

quence

fSeq Genes

NT

= [CCAAGGCCTCATTCAGCTCTCGGAACATC

+ ——11
1"

T1
VAF:0.3

NT
VAF:0.0

Sanger Sequencing

Figura 69. Composicio que il-lustra la validacié per seqiienciacié Sanger de la variant RELN/X del gen TP53 detectada
mitjangant targeted sequencing (NGS) al cas 3. A I'esquerra de la imatge es mostra la visualitzacié de la variant
mitjangant I'IGV (la sequencia és la reverse 3’-5’), on T indica la mostra tumoral, NT la mostra no tumoral, i VAF la
frequéncia al-lelica de la variant. A la dreta es mostren les seqliéncies obtingudes amb la sequenciacié Sanger (la

sequiéncia és la forward 5’-3’).
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3.2.2 ANALISI DE L’HETEROGENEITAT INTRATUMORAL

Per a cada gen es va calcular la frequencia d’heterogeneitat (HF), que era el resultat del quocient
entre el nombre de casos que presentaven heterogeneitat respecte al total de casos alterats (n=8)
(figura 66). Els gens que van mostrar heterogeneitat van ser MAP3K4, CCND1, TAF1, CDH19,
FOXA2 i MKI67, amb unes HF del 13%. Les variants observades en aquests gens van ser

classificades com a variants de significacié desconeguda (VUS).
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El cancer d’endometri és el cancer ginecologic més comu en els paisos desenvolupats, i en estudis
recents s’ha observat que la seva prevaléncia estad augmentant.*’ La introduccié d’aquesta tesi
descriu I'efecte que ha tingut la revolucid tecnologica dels Ultims anys, sobretot amb la irrupcié de
la tecnologia NGS, en el coneixement molecular més profund del cancer d’endometri, i detalla els
coneixements actuals d’aquest cancer. Tota aquesta informacié ha permés confirmar que aquest
cancer esta constituit per un grup molt heterogeni de tumors, no només a nivell histologic, siné a
nivell molecular, i també a nivell dels propis tumors individuals. Aixo ha posat de manifest
I’heterogeneitat d’aquest tumor i la necessitat d’establir sistemes d’estratificacié més acurats per

poder predir els casos d’alt risc.

S’ha passat de classificar el CE d’una manera senzilla i dualistica (1983), amb el tipus | i I, a una
classificacié molecular (2013), proposada pel TCGA, que ha categoritzat el CE en quatre grups
moleculars amb informacié pronostica: 1) POLE ultramutated, 2) MSI hypermutated, 3) CN-low i 4)
CN-high/serous-like).>>*° En aquesta classificacié els grups 1, 2 i 3 estan representats
majoritariament per carcinomes d’histologia endometrioide (CEE), i el grup 4 majoritariament per
carcinomes serosos (CSE). Segons la classificacié histologica, els CEE de grau 1 i 2 solen associar-se
amb un pronostic favorable, en canvi els tumors CSE s’associen a un pitjor pronodstic.?®> 3 E risc
de recurrencia esta al voltant d’'un 20% en els casos de CEE, i en un 50% en els casos CSE. El
programa SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) va comparar els tumors de tipus CSE
i CEE de grau 3 i va confirmar que aquests tipus tumorals representaven entre el 10% i el 15% dels
CE, respectivament. Tot i aix0, son responsables d’entre el 39% i el 27% de les morts per cancer
d’endometri, respectivament.’® Recentment, també s’ha generat més coneixement sobre
I'entitat dels carcinomes d’endometri d’alt grau (CEAG).>®1>®> S’ha demostrat que aquest és un
grup peculiar, molt heterogeni, i que inclou la representacidé dels quatre grups moleculars del
TCGA, incloent el subgrup de tumors serous-like, caracteritzats per tenir el pronostic més advers.
A més a més, en els darrers anys també s’ha posat en coneixement la importancia que pot jugar
I’heterogeneitat intratumoral en els comportaments més agressius dels tumors i en la resisténcia

als tractaments, com seria el cas del CSE .%°

L’existéncia dels carcinomes d’endometri d’alt grau (CEAG) demostra que el CE és complexe i
reflexa que en certs casos es dificil poder donar un diagnostic segur. Alguns d’aquests casos (30%)
no presenten caracteristiques histologiques tipiques i els resultats immunohistoquimics tampoc
sén concloents, d’aquesta manera és dificil classificar-los adientment.>*%7157 A més a més, també
s’ha observat que hi ha un percentatge de casos (20%) amb histologia de baix grau que s’acaben

comportant com casos d’alt risc.’*® Tot i que la reproductibilitat de la classificacié histologica és de

161



Capitol 5

moderada a excel-lent (0,62-0,87) en els casos de baix grau, en els tumors d’alt grau com els CEE

grau 3 o els CSE existeix una baixa reproductibilitat inter-observador.>”

En I'actualitat, hi ha certa controversia sobre la possibilitat d’incloure en la practica clinica diaria la
classificacié molecular, i que aquesta substitueixi la classificacié histologica tradicional. Un dels
punts a favor de la classificaci6 molecular és que permet fer una classificacié objectiva,
sobrepassant I'inadequat acord que hi ha entre els observadors en la classificacid histologica i la
dificultat del diagnostic diferencial en un subconjunt de casos de CE. En aquest sentit, la
incorporacié a la practica clinica del sistema alternatiu al TCGA, com seria I'algoritme ProMisE, pot
comportar avantatges importants com la identificacié de tumors tipus serous-like/CN-high i els
POLE mutats, els quals presenten pronostics totalment contraposats, sent de mal i molt bon

pronostic, respectivament.5?

Tot i aix0, la classificacié molecular encara presenta reptes i necessita més refinament per
resoldre problemes encara no resolts com els casos ambigus que presenten solapament
d’histologies, els casos amb perfils moleculars no especifics (NSMP), i els casos que poden
pertanyer a diferents grups moleculars (multiple classifiers).”® Aquests Gltims casos, un 2-3%
segons Stello et al i Talhouk et al %52, poden presentar a la vegada mutacions a POLE i MSI,
mutacions a TP53 i MSI i mutacions a POLE i TP53. Respecte a aix0, s’ha descrit que les mutacions
del gen TP53 poden ser un efecte secundari del fenotip mutat dels casos POLE i MSI. D’acord amb
aixo seria recomanable, a I'hora de fer la classificacié molecular del CE, primer determinar I’estat
mutacional del gen POLE, ja que a més a més, s’ha vist que aquests pacients presenten pronostics

molt favorables.®?

Amb el descrit anteriorment es posa en evidéncia que el diagnostic diferencial encara és dificil en
un conjunt de casos, que la classificacid molecular encara té espais buits per resoldre-Is, i que
consequentment aquests casos son dificils de classificar adientment en grups de risc per al
posterior maneig quirdrgic i terapeutic. També s’ha manifestat la importancia de I’heterogeneitat

intratumoral en el comportament agressiu dels tumors.

Per aguests motius, amb els dos primers objectius especifics (OE1 i OE2) d’aquesta tesi s’ha tingut
interés en determinar en els tipus més freqlients de cancer d’endometri, CEE i CSE, diverses
alteracions moleculars que ens permetin obtenir uns perfils genetics especifics i que,
conseqglientment, ens permetin classificar d’'una manera més precisa i objectiva aquests dos tipus
tumorals. Les tecnologies escollides per realitzar les analisis de les alteracions genetiques han

estat: per una banda, I'aplicacié de targeted sequencing amb la tecnologia NGS per determinar els
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gens alterats respecte a variants somatiques; i per altra banda, la técnica MLPA per determinar les
alteracions en el nimero de copies dels gens. Finalment, amb el tercer objectiu especific (OE3)
ens hem interessat en coneixer el paper que juga I'heterogeneitat intratumoral (HIT) en el
carcinoma serds d’endometri que és el subtipus amb el comportament més agressiu dintre el CE.
En aquest hem analitzat I'efecte de I'HIT a dos nivells d’alteracié molecular, a nivell de I'alteracié
dels gens determinant variants somatiques i de I'alteracié en el nimero de copies dels gens amb

les mateixes tecnologies emprades en els dos primers objectius.

El desenvolupament del cancer es produeix per I'adquisicié d’alteracions genétiques somatiques
com substitucions, insercions o delecions de nucleotids, translocacions, i ASNC entre d’altres.* En
el CE s’ha vist que les alteracions moleculars implicades en el desenvolupament dels CEE sén
diferents de les del CSE.8%%51%0 De manera general, els CEE mostren inestabilitat de
microsatel-lits, aixi com mutacions als gens PTEN, KRAS i CTNNB1; en canvi, els CSE presenten
mutacions al gen TP53 i alteracions en el nimero de copies dels gens (ASNC). Les mutacions als
gens PIK3CA i ARID1A s’han identificat en ambdds tipus de tumor. L'estudi TCGA >° al 2013 va
confirmar aquest perfil mutacional diferencial entre els CEE i els CSE. Els gens més freqliientment
alterats als CEE van ser PTEN (77%), PIK3CA (53%), PIK3R1 (37%), CTNNB1 (36%), ARID1A (35%),
KRAS (24%), CTCF (20%), RPL22 (12%) ), TP53 (11%), FGFR2 (11%) i ARID5B (11%). Els gens més
freqlentment alterats al CSE van ser TP53 (90,7%), PIK3CA (41,9%), FBXW7 (30,2%), PPP2R1A
(36,6%), CHD4 (16,3%), CSMD3 (11,6%) i COL11A1 (11,6%). Pel que fa a les ASNC que afecten al
CSE, s’ha descrit en diferents estudis que els segments cromosomics més freqlientment alterats
son els que iclouen gens com ERBB2, CCNE1, PIK3CA, EV1, MYC, CHD4, TP53 i LPR1B. Els 6 primers
estan afectats per petites amplificacions focals a nivell de duplicacions, i els dos utlims per

perdues. 4%

En I'actualitat, I'Us de la tecnologia NGS amb I'aplicacio targeted sequencing és una de les millors
opcions per analitzar la implicacid de diferents gens, a nivell de la identificacié de variants
somatiques, en la tumorigénesis d’un determinat cancer, com per exemple el cancer d’endometri,
que es sap que és molt heterogeni molecularment.3! Diversos autors han utilitzat aquesta
tecnologia d’alt rendiment per estudiar el CE. En aquest sentit, Chang et al ' va avaluar deu
casos de CE utilitzant el panell integral de cancer de Nimblegen que inclou 578 gens relacionats
amb el cancer. Aquest estudi va revelar 120 variants en 99 gens, 21 dels quals es van incloure
posteriorment al panell de I'Oncomine (Thermo Fisher Scientific). Recentment, s’ha utilitzat
I'aplicacio de targeted sequencing (NGS) amb un panell customitzat de gens per identificar la

carrega mutacional (mutational load) en casos de CE amb MSI.1%2 McConechy et al. 1 també va
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realitzar una analisi de targeted sequencing de 393 casos de CE seqiienciant nou gens (ARIDI1A,
PPP2R1A, PTEN, PIK3CA, KRAS, CTNNB1, TP53, BRAF i PPP2R5C) i va suggerir que aquest panell
podia ser util com a complement a la classificacié histologica del CE. En un altre estudi es va
determinar que la majoria dels diagnostics microscopics eren concordants amb els genotips
identificats, i a la vegada, es va observar que existien un conjunt de diagnostics incompatibles

amb els genotips identificats.®*

En relaciéd amb aquests estudis, en el primer objectiu especific d’aquesta tesi s’ha determinat, en
un total de 24 mostres de CE (16 CEE i 8 CSE), les alteracions a nivell de variants somatiques
mitjancant I'aplicacié de targeted sequencing (NGS) utilitzant un panell personalitzat de 40 gens
implicats en la carcinogénesi del CE segons el TCGA i altres estudis.>®°*%>147 Cal dir, que aquest ha
estat un panell especific que no s’ha emprat previament en cap estudi. Posteriorment, amb
I'analisi estadistica dels resultats s’ha obtingut un perfil genétic que ens ha permés discriminar
entre tipus histologic (CEE, CSE), i per tant, classifcar els casos d’una manera objectiva mitjancant

una analisi molecular.

Els 24 casos inclosos en I'estudi estaven préviament ben caracteritzats histologicament, i amb la
seva classificaciéo molecular alternativa es va confirmar que hi havia una representacio dels quatre
grups moleculars del TCGA. Tres casos van ser especialment interessants; el cas 9 que va ser
considerat MSI (inestabilitat de microsatel-lits) per la pérdua de I'expressié dels gens reparadors, i
p53 wild type per IHQ perd amb una variant somatica per TP53, tant detectada per NGS com per
seqienciacié Sanger; el cas 11 que va ser un tumor mutat per POLE que va mostrar un patrd
mutat de p53 per IHQ; i el cas 21 que era un CSE que tenia un patré wild type de p53 per IHQ,
pero altrament presentava les caracteristiques histologiques tipiques d’un CSE. Els casos restants

eren més o menys classics de CEE i CSE.

Amb la nostra analisi de NGS es van identificar un total de 164 variants somatiques (102 missense,
39 frameshift, 15 stop gained, 1 splice acceptor, 1 protein altering i 6 inframe deletions). El 72%
d’elles corresponien a variants patogeniques (PV) o probablemet patogéniques (LPV). Els gens
més freqiientment alterats en tot el conjunt de casos van ser PTEN (63%), TP53 (54%), PIK3CA
(50%), ARID1A (46%), MKI67 (29%), KMT2B (29%), PPP2R1A (25%), ATR (21%), CHD4 (21%), CTCF
(21%) i RPL22 (21%). En el subgrup dels 16 casos de CEE els gens més freqlientment afectats van
ser PTEN (93,7%), ARID1A (68,7%), PIK3CA (50%) i KMT2B (43,7%), mentre que en els 8 tumors de
CSE van ser TP53 (87,5%), PIK3CA (50 %) i PPP2R1A (25%). Al comparar les nostres dades amb els

resultats de I'estudi del TCGA, tot i que els gens i les frequiencies d’alteracié sén similars, podem
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remarcar que nosaltres tenim més percentatge de casos CEE amb alteracions a PTEN, i que no
hem observat alteracions del gen FBXW?7 en els casos CSE. Una de les raons d’aquesta diferéncia

pot ser la limitacié en el nUmero de mostres del nostre estudi.

L’analisi estadistica de doble cluster jerarquic de totes les alteracions va demostrar que el nostre
enfoc personalitzat, pel que fa al panell de gens escollits per seqilienciar amb I'aplicacié de
targeted sequencing (NGS), permetia una agrupacid correcta de tots els tumors en les dues
categories histologiques. | conseqlientment, es va definir un perfil genétic especific associat a
cadascuna de les histologies, d’'una banda, I'existéncia de variants en els gens PTEN, ARID1A i
KMT2B era de CEE, i d'altra banda, |'absencia de PTEN, ARID1A i KMT2B en preséncia de variants
de TP53 era diagnostica de CSE. Les alteracions als gens TP53 i PIK3CA van estar presents en els

dos tipus de tumors amb frequéncies similars.

Les alteracions en els gens TP53, PTEN i ARID1A identificades amb I'analisi de NGS van ser
validades mitjangant la seqlienciacié Sanger i la immunohistoquimica. Els resultats d’aquesta
analisi de validacié van mostrar una bona correlacié entre les técniques utilitzades. En general, les
alteracions al gen TP53 es van associar amb un patré mutat per IHQ (només un tumor amb variant
patogenia a TP53 va mostrar un patrd de tipus wild type per IHQ). Els casos amb alteracions als
gens ARID1A i PTEN van mostrar una concordanga amb una immunotincié negativa en el 83% i el
86%, respectivament. Curiosament, va haver una bona correlacié entre els casos de CEE MSI,
valorats per IHQ per a MSH6 i PMS2, i el nombre de variants somatiques detectades, tot i que, el
nostre enfoc no és l'eina correcta per avaluar la carrega mutacional dels tumors. L'Unic cas POLE
alterat (cas 11), va ser un CEE de grau 3 que va mostrar una expressié negativa de MSH6, un patré
mutat de p53, tincid de PTEN negativa i el major nombre de variants somatiques detectades,
incloent una a TP53 i una a PTEN. Un dels casos de CEE de grau 3 (cas 6), classificat com a doble
mutat va ser categoritzat correctament amb la nostra analisi de NGS. La série de casos també va
incloure un CSE que tenia una tinciéd wild type per p53, perd que presentava caracteristiques
microscopiques tipiques de CSE (cas 21). La nostra analisi va classificar aquest cas correctament
com un CSE, i va confirmar la manca de variants somatiques al gen TP53. Aquest cas il-lustra el fet
que hi ha un subconjunt de CSE (9% segons TCGA) que no mostra variants a TP53 ni patré mutat
de p53 per IHQ. Curiosament, aquest cas es classificaria erroniament com un cancer d’endometri
del grup NSMP, basat en el patro wild type de p53 mitjancant |'aproximacio alternativa del TCGA,
mentre que el perfil genétic confirma que el diagnostic correcte és d’'un CSE. A més a més, la
seqienciacié de I'exoma (dades no mostrades en aquesta tesi) d’aquest cas va confirmar un

elevat nombre d’ASNC, per tant, el tumor va ser considerat com un CSE. Hi va haver un altre
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tumor (cas 9) que va ser classificat erroniament amb el sistema alternatiu del TCGA en el grup de
tumors MSI, ja que per IHQ tenia expressid negativa de les proteines reparadores i patré wild type
de p53. Aquest cas en el nostre estudi va mostrar una variant a TP53, que també va ser
confirmada per la seqlienciacié Sanger demostrant que, efectivament, es tractava d’un tumor
doble mutat. En general, el nostre estudi amb la tecnologia NGS va demostrar que el sistema

alternatiu del TCGA va classificar erroniament 2 dels 24 tumors d’aquesta serie de casos.

En resum, els resultats del primer objectiu especific d’aquesta tesi han demostrat la idoneitat de
la nostra analisi de NGS amb un panell personalitzat de gens com a eina molecular addicional per
confirmar la classificacid histologica del cancer d’endometri. Aquesta estratégia sembla
interessant com una eina per classificar tumors amb troballes microscopiques inusuals i ambigtes,
aixi com tumors amb resultats d’IHQ inesperats, com ara CSE sense alteracions de TP53, tal com
s’il-lustra en un cas d’aquesta série. No obstant, es requereixen estudis posteriors amb una série
més gran de casos que contingui casos consecutius per validar aquest enfocament en casos

ambigus amb caracteristiques combinades o mixtes de CEE i CSE.

En el segon objectiu s’ha utilitzat la técnica MLPA per determinar les alteracions del nimero de
copies de 106 gens implicats en el procés carcinogénic en 24 mostres de cancer d’endometri (12
CEE i 12 CSE). Posteriorment, amb I’analisi estadistica dels resultats s’ha obtingut un perfil genétic
qgue ha permes, d’una banda, discriminar de manera global els CEE dels CSE, i d’altra demostrar
I’existéncia d’un subconjunt de casos amb caracteristiques histologiques tipiques de CSE que

presenten uns patrons d’ASNC que no concorden amb el fenotip.

Les ASNC sén events moleculars que alteren el genoma fent que aquest canvii la seva dosi génica
normal. Aquesta dosi tant es pot modificar a nivell de pérdues com de guanys. Les ASNC es poden
categoritzar en diferents graus en funcié de les longituds dels segments génics implicats. Aixi
tenim les ASNC amplies (broad) que engloben cromosomes sencers (aneuploidies) o segments de
cromosomes, i les ASNC focals que engloben segments de longituds inferior a un brag cromosomic
(arm-level) o només un o pocs gens (gene-level) que de vegades sén intrageniques (petites

amplificacions o duplicacions dintre un Unic gen).®

Per analitzar aquests events moleculars es poden utilitzar diferents tecnologies com la citometria
de flux per determinar aneuploidies!®® i els microarrays de SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
o de CGH (Comparative Genomic Hybridization) amb conjuncié de I'algoritme GISTIC (Genomic
Identification of Significant Targets in Cancer) per tal d’identificar regions cromosomiques

recurrents amb ASNC. 404
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En diversos estudis s’ha observat que les ASNC tenen un paper molt critic en poder activar
oncogens o inactivar gens supressors tumorals, aixi és important poder identificar especificament
quins sén els gens afectats per aquestes alteracions, i aixi saber la implicacié biologica i fenotipica
d’aquests events.*® Una de les técniques que permeten la identificacié directa de gens afectats
per ASNC és la MLPA. Aquesta és una tecnologia d’alt rendiment, que té I'avantatja de ser més
econdmica i menys costosa que les altres tecnologies ampliament utilitzades per les analisis
d’ASNC, com els arrays de SNP i els de CGH.**#*1%7 Amb |la MLPA s’ha avaluat I'estat d’ASNC en

diferents tumors com el melanoma uveal, el cancer gastric, el glioblastoma i el cancer de mama.

167-171

Al llarg dels dltims anys, s’han descrit molts tumors amb comportaments agressius afectats per
ASNC com els carcinomes escamosos de cap i coll, de prostata, de pulmd, tumors que afecten els
organs reproductors com el carcinoma serds d’ovari, d’endometri, i els tumors de mama basal-
like.®® S’ha vist que diferents tipus de cancer varien entre ells pel seu balan¢g d’ASNC respecte
variants somatiques, aixi el cancer de prostata, el carcinoma serés d’ovari d’alt grau, i el
carcinoma serds d’endometri presenten altes taxes d’ASNC comparat amb les taxes de variants
somatiques. A la vegada també s’ha demostrat que les ASNC tenen valor pronodstic en un ampli
ventall de tumors, i recentment s’ha definit el concepte de carrega d’ASNC (alteracié somatica

numero de copies) com un factor pronostic associat a recurréncia i morts en multiples cancers.

172,173

En el cancer d’endometri les ASNC, a nivell d’aneuploidia, es van comencgar a estudiar I'any 1959
amb l'estudi d’Atkins.’”* Fins a I'actualitat hi ha hagut diferents estudis que han avaluat el valor
prondstic de I'aneuploidia en aquest cancer.’® En aquests estudis I'aneuploidia s’ha correlacionat
amb la invasid linfovascular i amb I'afectacié dels ganglis limfatics, i també s’ha demostrat que té
un efecte pronostic advers en casos CEE amb estabilitat de microsatel-lits (MSS), i que és un
marcador pronostic independent en CSE.Y>Y77 Un estudi recent ha demostrat que I'aneuploidia
en el CE es correlaciona amb CEAG, de tipus CSE i amb unes pitjors taxes de supervivencia (PFS,
Patient Free Survival).*®® El TCGA *° perd ja va fer I'estudi d’ASNC en el CE utilitzant la tecnologia
de microarrays de SNP (Affymetrix) i I’algoritme GISTIC. En aquest gran estudi el CE es va sudvidir
en quatre clusters de diferents graus d’ASNC. Els tres primers clusters estaven compostos
majoritariament per carcinomes d’histologia endometrioide (97%), i tenien un molt baix
percentatge d’ASNC. En canvi, el cluster 4 es va definir com el grup amb un alt percentatge
d’ASNC. Aquest grup incloia gairebé tots els carcinomes serosos (94%), un 62% de casos amb

histologia mixta, i un 12% de casos amb histologia endometrioide. Els tumors d’aquest grup
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estaven caracteritzats per amplificacions focals del gen MYC (8q24.12), ERBB2 (17q12), i CCNE1
(19912), FGFR3 (4p16.3) i SOX17 (8q11.23). Aquests tumors també estaven caracteritzats per
presentar mutacions al gen TP53 (90%), poca MSI (6%) i molt baixa freqliencia de mutacions de
PTEN (11%) comparat amb els CEE (84%). A més a més, aquests tumors tenien un pitjor pronostic
comparat amb els dels clusters amb carcinomes majoritariament endometrioides. En relacié amb
aquests resultats, I'estudi de Zhao i Kuhn % també van demostrar que els CSE presentaven un
alt percentatge d’ASNC. En aquests estudis la determinacié d’aquestes alteracions es va realitzar
mitjancant la seqiienciacié de I'exoma, i microarrays de SNP i I'algoritme GISTIC, respectivament.
De les regions més freqlientment alterades a nivell de guanys, cal destacar amplificacions focals
del cromosoma 17 que conté el gen ERBB2 (44%), llargues duplicacions de la regié 3q26-27 que
conté a PIK3CA (60%) i EVI1 (22%), duplicacions petites al cromosoma 19 que conté CCNE1 (48%),
amplificacido d’un llarg segment del cromosoma 8 que conté MYC (44%), i amplificacions d’un
segment del cromosoma 12 que inclou CHD4 (28%). De les regions més alterades a nivell de
pérdues cal destacar la regié del cromosoma 17 que inclou el gen TP53 (44%), la del cromosoma 7

amb MGAM (35%) i la del cromosoma 16 amb CDH13 (35%).

El nostre estudi d’MLPA va confirmar que els CSE estan caracteritzats per un alt nombre d’ASNC
en comparacié als CEE. En el grup de CEE (n=12) es van obtenir unes freqlencies globals d’ASNC
que oscil-laven entre I'1 i el 4%, en canvi la majoria de CSE (66%) mostraven unes freqliéncies de
I'11 al 31%. L’analisi estadistica del perfil genétic d’ASNC obtingut mitjangant MLPA va identificar
un total de 10 gens alterats que presentaven una associaci6 significativa amb el tipus histologic on
cap d’aquests gens va ser detectat en el grup CEE. Dels 10 gens alterats, 8 corresponien a gens
afectats per guanys: CCNE1, UCKL1, EVI1, PIK3CA, NTRK1, PTPN1, BCL6 i FKBP8, i dos d’ells
afectats per pérdues: BIRC4 i FGFR1. A diferéncia d’altres estudis descrits anteriorment °*% en el
nostre estudi vam observar freqiiéncies més baixes d’amplificacions d’ERBB2 (25%), i vam
observar gens alterats amb freqliencies elevades que no havien estat descrits préviament com

UCKL1, NTRK1, PTPN1, FKBP8, BIRC4 i FGFR1.

L'analisi estadistica de doble cluster jerarquic, tenint en compte els 10 gens significativament
alterats, va agrupar les mostres en dos grups, el grup 1 (G1) que es corresponia amb tots els casos
CEE (n=12) més 5 casos que eren CSE, i el grup 2 (G2) que es corresponia amb casos CSE (n=7).
Amb aquesta analisi destaquem els 5 casos (14, 16, 17, 22 i 24) amb histologia de CSE que no es
van classificar en el grup G2, tipic dels CSE, i per tant es posa en dubte la classificacid histologica
d’aquests casos. D’aquest 5 casos, el 14 i 24, son els que s’agrupaven al grup G1B amb tota la

resta de CEE. Es van caracteritzar per tenir un patrd wild type de p53, un baix nimero d’ASNC
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sense presentar alterat cap dels gens significatius. L’estudi mutacional del gen POLE va confirmar
que el cas 14 era POLE mutat, i es classificaria al grup 1 del TCGA (POLE ultramutated). El cas 24 es
va confirmar que tampoc tenia inestabilitat de microsatel-lits i per tant s’hauria de classificar com
un cas CN-low o NSMP. Amb aquests 2 casos demostrem que el perfil molecular d’ASNC ens
ajudaria a classificar-los més adientment. En els casos 16 i 22, inclosos al grup intermig G1C,
tampoc es correlaciona la histologia de CSE, ni el patré mutat de p53 amb el baix nimero d’ASNC.
No obstant aix0, aquests sén dos casos molt particulars ja que, tot i presentar baix ndmero
d’ASNC, la Unica alteracié que presenten és al gen CCNE1, que és un dels dos gens amb més
assoaciacié estadistica amb el CSE. En aquests casos es pot suggerir la importancia de la
determinacié de l'alteracié de la CCNE1 juntament amb la IHQ de p53 per poder els classificar els
casos en el grup serous-like del TCGA. | per ultim el cas 17, que presenta una histologia de CSE,
que es classifica en un altre grup intermig, el G1A, que presenta un nimero mitja d’ASNC (n=7) i

patré mutat de p53.

A més a més d’aquests 5 casos, també cal destacar dos casos més, el cas 4 i 19, que no es
correlacionava el patré d'IHQ de p53 amb la histologia i I'agrupacié del perfil molecular. El cas 4
era un CEE classificat al grup G1B pero que presentava un patré mutat de p53. Aquest cas també
va ser analitzat a I'objectiu 1, cas 16, i alli es va confirmar que era un cas doble mutat, amb
preséncia de MSI i d’alteracié a TP53, i el perfil genetic el va classificar com a CEE amb alteracié a
PTEN i TP53. En aquests casos l'alteracié de TP53 no s’enten com un event driver siné com un
passenger, i no ha de ser classificat com un serous-like ja que el que preval és |'estat MSl i per tant
esta ben classificat amb el perfil genétic tant de variants somatiques com d’ASNC. | per acabar, el
cas 19, que presentava una histologia de CSE i va ser classificat al grup G2 perd que presentava un
patré wild type de p53. Aquest cas també va ser analitzat a I'objectiu 1, cas 21, on es va confirmar
gue no presentava cap variant somatica per TP53 i va ser classificat pel perfil genétic com un CSE.
En aquest cas el perfil genétic d’ASNC i de variants somatiques també ens permetria una correcta

classificacié d’aquest cas com serous-like enlloc d’un cas NSMP.

En resum, els resultats del segon objectiu d’aquesta tesi han descrit que de manera general els
CSE presenten moltes més ASNC que els CEE. Tot i aixd, també s’ha presentat que dins els
carcinomes amb histologia serosa, hi ha un percentatge de casos (42%) que presenten unes
caracteristiques genétiques que no es corresponen amb el fenotip, i per tant en aquests casos és
molt important I'ajuda del perfil genetic d’ASNC per poder realitzar una classificacié més correcta.
A més a més, també han suggerit I'Us de la combinacié de la determinacié de p53 per IHQ i del

numero de copies de la CCNE1 per classificar els casos dins el grup serous-like. No obstant aixo, es
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requereixen estudis posteriors amb una serie més gran de casos que contingui casos consecutius
per poder estudiar d’'una manera més profunda aquells casos amb histologia serosa o ambigua

gue potser molecularment no serien classificats com d’alt risc.

Després de les troballes del primer i segon objectiu especifics de la tesi, es va creure interessant
avaluar el paper de I'heterogeneitat intratumoral (HIT) en el CSE. Per abordar aquesta analisi es
van escollir els 8 casos de CSE de I'objectiu 2 que presentaven un nombre més elevat d’ASNC. De
cadascun d’ells es van seleccionar tres regions de tumor a I'atzar i cada porcid es va analitzar
mitjangcant targeted sequencing (NGS) i MLPA per tal d’identificar la implicacié de I'HIT tant a

nivell de variants somatiques com d’ASNC.

Com s’ha descrit anteriorment, el CSE és un dels tipus histoldgics més agressius dintre el CE.>*
Conseqglientment, en aquest tipus de tumor és important poder proporcionar evidéncies
cientifiques per millorar els criteris diagnostics, pronostics i de prediccidé de resposta a les
terapies. En I'Ultima década, s'han realitzat grans esforcos per conéixer els esdeveniments
moleculars drivers que estan implicats en la tumorigénesi del CSE. Aixi, tant altres estudis com els
resultats obtinguts en aquesta tesi (OE1 i OE2) han revelat les caracteristiques moleculars

especifiques del CSE com Ialta proporcié d’ASNC i 'alteracid del gen TP53.59:9495178

En els dltims anys s’ha descrit la influeéncia de I'HIT en una gran proporcié de tumor solids, i s’ha
proposat com un factor addicional implicat en la progressié tumoral i en la supervivéncia dels
pacients.?2?>2¢ Concretament, en el CSE la implicacid de I’'HIT encara no ha estat plenament
avaluada. L'HIT s’enten com la coexisténcia de diferents subpoblacions de cél-lules tumorals en un
Unic tumor que difereixen entre elles per les seves alteracions moleculars que els hi donen
caracteristiques genotipiques i fenotipiques especifiques. Es creu que I'HIT resulta d’'un procés
d’evolucié ramificada (branched evolution), on a mesura que el tumor progressa es van generant
diferents poblacions cel-lulars subclonals a partir d’una o poques poblacions clonals fundadores.
20179180 Conseqiientment, diferents regions d’un mateix tumor poden presentar diferents
caracteristiques moleculars. L’'HIT es presenta com un gran repte, tant per al maneig global dels
pacients amb cancer com per avaluar el paper de farmacs en terapies dirigides, degut a la diferent
distribucid espacial de les alteracions subclonals del gens o proteines diana. L’arribada de les
tecnologies de NGS ha permes donar més coneixement sobre I'extensio i la prevalenga de I'HIT,
tanmateix, les seves implicacions cliniques i biologiques encara no estan plenament establertes.

S’ha demostrat que I'heterogeneitat espacial i temporal estan implicades en I'adaptacié dels
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tumors a les variacions del microambient tumoral i, alhora, que aquest microambient pot oferir

una pressié selectiva per determinar aquesta HIT en el cancer.

Amb I'analisi de targeted sequencing (NGS) de les 8 mostres, els gens més freqiientment alterats
van ser TP53 (88%), PIK3CA (50%) i PPP2R1A (25%), tal com ha estat descrit en altres
estudis.>*+95147 A més a més, vam trobar una concordanca del 100% d’aquestes alteracions entre
les tres regions del tumor analitzades. L’estudi de Kuhn % també van trobar aquests gens alterats
en el carcinoma serés intraepitelial; per tant, la identificacid d’aquestes alteracions poden tenir
implicacions cliniques ja que es poden detectar a I'etapa preinvasiva utilitzant técniques d’alt
rendiment com la NGS. A diferencia d’altres estudis, nosaltres no vam observar alteracions al gen
FBXW?7. Aquest gen s’ha descrit que esta implicat en I'augment dels nivells de proteina ciclina E i
en la facilitacié de la progessié del cicle cel-lular. L’alta prevalenca i ubiqiitat de les alteracions del
gen TP53 reforca la importancia de p53 en el desenvolupament i progressié del CSE, i remarca

I’evidencia de I'existéncia d'un clon fundador amb aquestes alteracions.

A nivell de les ASNC, es va observar una alta preséncia d’aquestes alteracions en tots el casos. Els
valors de DQ (Dosage Quocient) ens van suggerir que les ASNC detectades eren a nivell de
duplicacions dels gens implicats. Interessantment, el nostre estudi va mostrar que en el CSE I'HIT
estava caracteritzada geneticament per ASNC. D'acord amb altres estudis, vam observar guanys a
nivell de duplicacions en gens com CCNE1 (53%), ERBB2 (75%) i PIK3CA (75%).>>°*°> En aquest
punt cal remarcar que en l'objectiu especific 2 vam trobar que el gen ERBB2 no era un dels gens
més freqlientment alterats (25%), en canvi, en aquest estudi vam veure que la freqliéncia
d’aquest gen va augmentar (75%) a causa d’identificar-lo en heterogeneitat. Els gens més
freqlientment alterats a nivell de guanys que no van estar afectats per HIT, és a dir, que les
alteracions es van detectar homogéniamnet distribuides en les tres regions del tumor, van ser
PIK3CA i CCNE1. Aquest fet suggereix que les alteracions en aquests gens, igual que I'alteracid de
TP53, actuen com events drivers i son presents en el clon fundador. En I'objectiu especific 2 ja
vam mostrar la significacié de les alteracions del gen CCNE1 j PIK3CA, i juntament amb les dades
anteriors, fa que aquests gens puguin ser considerats com un potencial marcador d’alteracions a
nivell d’ASNC, i per tant un possible event molecular per classificar el grup CN-high/serous-like. A
més d’aquests gens, també vam detectar altres gens en guanys a nivell de duplicacions com

UCKL1, EVI1, PTPN1, NTRK1, MYBL2, AURKA, BCL6 i FKBPS.
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En el nostre estudi les regions cromosomiques més prevalents van ser en el cromosoma 20, els
segments 20q12 — q13.3, i en el cromosoma 3, el segments 3926 — q27. El segment 20q12 — q13.3
conté el gen més freqlientment alterat, UCKL1, que és una uridin cinasa. Aquesta cinasa catalitza
la fosforilacié d'uridina a UMP, que és un pas limitant en la sintesi de I’ADN i I'ARN. La
sobreexpressié d’aquesta proteina ha estat implicada en I'activacié de la progressié tumoral, i el
seu efecte s’ha vist activat per la sobreexpressié d’altres proteines com la CCNE1, també
implicada en la carcinogénesi del CSE.! El segment 3926 regié q27, que conté gens com EVI1,
BCL6 i PIK3CA, ja ha estat previament reportat com una regié freqlientment amplificada en el
CSE.>* Un estudi recent ha analitzat 'efecte d’ASNC en una multitud de cancers (pan-cancer
analysis) i ha demostrat que els cancers de llinatges similars com el cancer d’endometri, el d’ovari
i el de mama, presenten taxes similars d’amplificacions i delecions en regions especifiques
afectades per ASNC.%° Un altre gran estudi, centrat en I'analisi dels patrons d’ASNC en diferents
tipus de tumors, va revelar que el cancer d’ovari, de mama i el CSE comparteixen uns perfils
similars caracteritzat per alteracions del gen TP53, per un enriquiment de regions amb ASNC que

contenen gens implicats en la via de la glicolisi, que és un dels hallmarks del cancer. 4%

Recentment s’ha descrit un fenomen molecular, les duplicacions en tandem (TD) o fenotip TDP
(TDP, Tandem Duplication Phenotype), que pot ser I'explicacid de les altes taxes de duplicacié de

90182 ya proposar la TDP com un

regions especifiques del genoma en el CSE. Menghi et al.
cromotip (chromotype) del cancer, que es considerat com un fenomen genomic molt prevalent en
el cancer i que esta caracteritzat per un enriquiment de segments amb duplicacions en tandem al
llarg de tot el genoma. Aquest fenomen s’ha observat en el cancer de mama, en el d’ovari, i en el
d’endometri. Aquest estudi també suggereix un escenari mecanicista per a la induccié TDP, on es
diu que l'estrés de replicacié produit per les amplificacions de CCNE1 i la presencia de les
mutacions de TP53 pot produir la formacié de TD. Un altre pan-cancer analisis d’ASNC en
diferents tumors també va proposar que les duplicacions del genoma sencer (WGD, Whole

Genome Duplications) es correlacionaven amb alteracions de TP53, amplificacions de la CCNE1 i

amb mutacions al gen PPP2R1A. %°

Segons els nostres resultats, els guanys del gen ERBB2 semblen ser una de les alteracions
moleculars més freqlientment afectades per |’heterogeneitat intratumoral. Aquesta troballa
podria suggerir el probable origen subclonal d'aquesta alteracié i la rad de la baixa eficacia de les
terapies anti-ERBB2. L’elevada prevaléencia d’alteracions d’ERBB2 en el CSE ens porta a proposar
que ERBB2 podria ser una bona diana terapéutica en el CSE. En el cancer de mama

I’'heterogeneitat intratumoral d’ERBB2 ha estat documentada en una freqiéencia de I'11% al 40%.
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183,184 E|s resultats d’alguns estudis sobre la terapia dirigida contra ERBB2 en el CSE han mostrat

185 no obstant aixd, recentment, Fader et al ¥ han obtingut resultats

dades contraposades
prometedors d’aquesta terapia en el CSE, sobretot fent una adequada seleccié de les pacients. Cal
esmentar que, altres autors també han demostrat la marcada heterogeneitat d’ERBB2 mitjangant
les técniques d’IHQ i FISH. 87188 En el nostre estudi també vam detectar altres gens distribuits

heterogeniament com MYBL2, AURKA, PTPN1 i EVI1.

Un de les determinacions importants d’aquest objectiu ha estat que les alteracions de TP53 no
s'han vist afectades per I'HIT. En aquest sentit, podem suggerir que I'HIT no té un impacte negatiu
en la classificacié molecular del cancer d’endometri. Cal remarcar, que en aquesta série de casos,
un dels tumors (cas 5) no presentava alteracié de TP53 ni per targeted sequencing (NGS), ni per
seqlienciacio Sanger ni per IHQ. Segons les dades del TCGA, existeix al voltant del 9% de CSE que,
tot i no presentar alteracions de TP53, es classifiquen com CSE. En un altre projecte de recerca, es
va realitzar I'analisi de I'exoma d’aquest cas (dades no mostrades) i es va confirmar que aquest
tumor presentava ASNC, de la mateixa manera que ho hem demostrat nosaltres per MLPA. A més

a més, aquest cas en I'objectiu especific 1 es va classificar amb el perfil genétic com un CSE.

Aquest tercer objectiu té algunes limitacions com que es va limitar 'analisi només de diferents
regions del tumor seleccionades a l'atzar, que no es van incloure mostres de metastasis ni
recidives, i que es va analitzar un nombre reduit de casos. Totes aquestes limitacions poden

explicar les diferents freqtiencies en ASNC en comparacié amb altres estudis.

En resum, els resultats del tercer objectiu especific d’aquesta tesi han mostrat que el CSE, per una
banda, presenta unes alteracions moleculars clonals com les variants somatiques al gen TP53 i
guanys en els gens CCNE1 i PIK3CA, i per altra banda, que la seva heterogeneitat intratumoral esta
caracteritzada principalment per les ASNC dels gens. A més a més, es remarca que un dels gens
principalment afectats per aquesta heterogeneitat és el gen ERBB2, que és una diana terapéutica

ampliament utilitzada.

Les dades globals obtingudes d’aquesta tesi han demostrat que el nostre estudi personalitzat de
NGS es pot utilitzar com una eina complementaria al diagnostic histologic per tal d’arribar a un
diagnostic final més objectiu i precis, que I'analisi de les ASNC mitjangant la MLPA i |la deteccid de
p53 per IHQ sdn eines que ajuden a poder classificar millor casos de CSE dubtosos, i que el CSE

presenta HIT a nivell d’ASNC afectant gens diana com I’ERBB2.
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Conclusions

Primera. El nostre estudi personalitzat de seqlienciacié de nova generacié (NGS), amb el panell de
40 gens, és util com a eina molecular addicional per confirmar la classificacié histologica del

cancer d’endometri.

Segona. L'existéncia de variants en els gens PTEN, ARID1A i KMT2B és diagnostica del carcinoma

endometrioide d’endometri.

Tercera. L'abséncia de variants en els gens PTEN, ARID1A i KMT2B en preséencia de variants de

TP53 és diagnostica del carcinoma serds d’endometri.

Quarta. El carcinoma serds d’endometri presenta un elevat nombre d’alteracions somatiques en

el nimero de copies dels gens en comparacio al carcinoma endometrioide d’endometri.

Quinta. L'analisi de les alteracions somatiques en el nimero de copies dels gens mitjangant la
tecnica Multiple Ligase-dependent Probe Amplification (MLPA) permet realitzar una classificacid

més adient dels casos dubtosos de carcinoma serés d’endometri.

Sexta. La combinacid de la determinacié de I'expressid de p53 per immunohistoquimica i la
determinacié de les alteracions somatiques en el nimero de copies del gen CCNE1 és una

estrategia adequada per classificar d’'una manera més encertada el carcinoma serds d’endometri.

Setena. El carcinoma serds d’endometri presenta alteracions moleculars clonals com les variants

somatiques al gen TP53 i guanys en els gens CCNE1 i PIK3CA.

Vuitena. L'heterogeneitat intratumoral en el carcinoma serds d’endometri esta caracteritzada per

les alteracions somatiques en el nUmero de copies del gens.

Novena. En el carcinoma serds d’endometri el gen ERBB2 és un dels gens principalment afectats

per ’heterogeneitat intratumoral.
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CAMPS DE L'ANOTACIO_DESCRIPCIO

HGNC_symbol: HGNC gene nomenclature.

HGNC_ID: HGNC gene identifier

Gene: Ensembl stable ID of affected gene.

Gene_description: brief gene description.

Chr: Chromosome name.

Strand: The ADN strand on which the transcript/feature lies.

Pos: Genomic position.

Ref_Allele: Allele in the reference sequence.

Var_Allele: Allele observed in the sample.

Sample_Genotype: Sample genotype assuming a diploid genome.

Homo_ref: homozygous for the reference allele (Variant Frequency
for SNVs (VFSNVs): 0; Variant Frequency for indels (VFIndels): 0)

P_Homo_ref: probable homozygous for the reference allele. (VFSNVs:

>0 and <=0.12; VFIndels: Not applicable)

UNC_Hetero: uncertain heterozygous (VFSNVs: >0.12 and <0.35;
VFIndels: >0y <0.3)

P_Hetero: probable heterozygous (VFSNVs: >=0.35 and <0.65;

VFIndels: >=0.3 y<0.6)

UNC_Homo: uncertain homozygous for the variant (VFSNVs: >=0.65
and <0.85; VFIndels: Not applicable)

P_Homo_var: probable homozygous for the variant allele (VFSNVs:
>=0.85 and <=1; VFIndels: >=0.6 y <=1)

Sample_Depth: Coverage value in that position.

Sample_Ratio_Var/Depth: Frequency of the variant allele regarding
the total number of sequences.

HGVSc_name: Variant identification code at cADN level.

1KG_AFR_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes combined African population.

1KG_AFR_MA: Non-reference allele of existing variant in 1000
Genomes combined African population.

1KG_AMR_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes combined American population.

1KG_AMR_MA: Non-reference allele of existing variant in 1000
Genomes combined Asian population.

1KG_ASN_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes combined Asian population.

1KG_ASN_MA: Non-reference allele of existing variant in 1000
Genomes combined Asian population.

1KG_EUR_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes combined European population.

1KG_EUR_MA: Non-reference allele of existing variant in 1000
Genomes combined European population.

1KG_EAS_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes combined East Asian population.

1KG_EAS_MA: Non-reference allele of existing variant in 1000
Genomes combined East Asian population.

1KG_SAS_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes combined East Asian population.

1KG_SAS_MA: Non-reference allele of existing variant in 1000
Genomes combined South Asian population.

Conservation_score: The GERP (Genomic Evolutionary Rate Profiling)
value is the estimation of conserving a position on the evolutionary
scale by means of multiple alignments. The higher the value, the more
conserved the position, so the impact of the variant on the transcript
can be more dramatic. This value can be useful to prioritise candidate
variants in M endelian genetic diseases.

Grantham_distance: For missense variants, Grantham distance is a
value that indicates the physico-chemical differences between amino
acids.

Condel_prediction: Effect of the variant on the protein, predicted by
the Condel algorithm.

SIFT_prediction: Effect of the variant on the protein, predicted by the
SIFT algorithm.

PolyPhen_prediction: Effect of the variant on the protein, predicted
by the Polyphen?2 algorithm.

SWISSPROT: UniProtKB/Swiss-Prot identifier of protein product.

TREMBL: UniProtkB/TrEMBL identifier of protein product.
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HGVSp_name: Variant identification code at protein level.

Variant_effect: Predicted effect of the variant on the transcript.

Feature_ID: Ensembl stable ID of transcript/feature.

RefSeq_ID: RefSeq accessions.

CCDS_ID: The CCDS identifer for this transcript.

Canonical_isoform: A flag indicating if the transcript is denoted as the
canonical transcript for this gene.

HGMD_accession: HGMD mutation accession number.

HGMD_variant_class: HGMD mutation variant class.

HGMD_HGVS: HGMD mutation HGVS.

HGMD_disease: HGMD mutation related disease.

HGMD_PUBMED: HGMD mutation related Pubmed IDs publications.

PUBMED: Pubmed IDs of publications that cite existing variant.

ClinVar_ID: ClinVar ID (variant-phenotype association).

ClinVar_Clinical_Sig: ClinVar clinical significance.

Clinvar_Sig_Level: ClinVar significance level (1 to 5)

Existing_variation:

MIM_ID: OMIM gene identifier.

MIM_MORBID_IDs: OMIM gene-phentoype association.

Phenotype_association: Variant-Phentoype asociation (Ensembl-
OMIM association).

ESP_EA_MA: Non-reference allele of existing variant in NHLBI-ESP
European American population.

ESP_EA_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
NHLBI-ESP European American population.

ESP_AA_MA: Non-reference allele of existing variant in NHLBI-ESP
African American population.

ESP_AA_MAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
NHLBI-ESP African American population.

1KG_GMAF: Non-reference allele frequency of existing variant in
1000 Genomes.

1KG_GMA: Non-reference allele of global existing variant in 1000
Genomes.

UNIPARC: UniParc identifier of protein product.

IMPACT: The impact modifier for the consequence type.

TSL: Transcript support level (1 to 5).

Intron: Intron number.

Exon: Exon number.

Amino_acids: Amino acid change (only given if the variant affects the
protein-coding sequence).

Codons: Codon change (the alteARNtive codons with the variant base
in upper case).

Feature_type: Feature type

InterPro_IDs: InterPro IDs

InterPro_descriptions: InterPro Descriptions

Affected_prot_domains: The source and the identifier of any
overlapping protein domain.

Regulatory_Motif_name: The source and the identifier of a
transcription factor binding profile (TFBP), aligned in this position.

Regulatory_Maotif_position: The relative position of the variant in the
aligned TFBP.

Regulatory_High_Inf_Pos: It indicates if the variant falls in a high
information position of a TFBP.

Regulatory_Motif_Score_Change: The difference in the motif score
between the reference sequences and the TFBP variant.

cADN_start: cADN start position.

cADN_end: cADN end position.

CDS_start: CDS start position.

CDS_end: CDS end position.

Protein_start: Protein start position.

Protein_end: Protein end position.

Strand_Bias: Strand bias

BIOTYPE: Biotype of feature/transcript or regulatory feature.

Flanking_sequence: Flanking Sequence. 5' at 3', 50 bases on each
side.
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Abstract

The two most frequent types of endometrial cancer (EC) are endometrioid (EEC) and serous carcinomas (SC). Differential
diagnosis between them is not always easy. A subset of endometrial cancers shows misleading microscopical features, which
cause problems in differential diagnosis, and may be a good scenario for next-generation sequencing. Previous studies have
assessed the usefulness of targeted sequencing with panels of generic cancer-associated genes in EC histological typing. Based on
the analysis of TCGA (The Cancer Genome Atlas), EEC and SC have different mutational profiles. In this proof of principle
study, we have performed targeted sequencing analysis with a customized panel, based on the TCGA mutational profile of EEC
and SC, in a series of 24 tumors (16 EEC and 8 SC). Our panel comprised coding and non-coding sequences of the following
genes: ABCCY, ARIDIA, ARIDSB, ATR, BCOR, CCND1, CDH19, CHD4, COL11Al, CSDEI, CSMD3, CTCF, CTNNBI,
EP300, ERBB2, FBXW7, FGFR2, FOXA2, KLLN, KMT2B, KRAS, MAP3K4, MKI67, NRAS, PGAP3, PIK3CA, PIK3RI,
PPP2RIA, PRPFIS8, PTEN, RPL22, SCARNAII, SIN3A, SMARCA4, SPOP, TAF1, TP53, TSPYL2, USP36, and WRAP53.
Targeted sequencing validation by Sanger sequencing and immunohistochemistry was performed in a group of genes. POLE
mutation status was assessed by Sanger sequencing. The most mutated genes were PTEN (93.7%), ARIDIA (68.7%), PIK3CA
(50%), and KMT2B (43.7%) for EEC, and TP53 (87.5%), PIK3CA (50%), and PPP2RIA (25%) for SC. Our panel allowed
correct classification of all tumors in the two categories (EEC, SC). Coexistence of mutations in PTEN, ARIDIA, and KMT2B
was diagnostic of EEC. On the other hand, absence of PTEN, ARIDIA, and KMT2B mutations in the presence of 7P53 mutation
was diagnostic of SC. This proof of concept study demonstrates the suitability of targeted sequencing with a customized
endometrial cancer gene panel as an additional tool for confirming histological typing.

Keywords Endometrial carcinoma - Histological type - Endometrioid - Serous - Biomarker - Targeted sequencing

Introduction

In western countries, endometrial carcinoma (EC) is the most
common cancer of the female genital tract. Prognosis is quite
good for low-grade, early-stage tumors. However, clinical out-
come is not good for some tumor types and advanced-stage
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tumors. There are different histological types of EC. The two
most common types of tumors are endometrioid carcinomas
(EEC) and serous carcinomas (SC). Histological typing is a
good prognostic indicator in EC [1-4].

Histological classification of EC is easy in the vast majority
of cases. However, diagnosis may be difficult in some high-
grade tumors, which sometimes show combined or mixed
features [5—7]. Furthermore, some EEC may exhibit papillary
architecture (characteristic of SC), and also some SC may
show a predominant glandular arrangement (typical of
EEC). Finally, each of them (EEC or SC) may show a pre-
dominant solid pattern. There is a poor inter-observer agree-
ment in assessing histological type in this subset of tumors,
even among experts [8].

Immunohistochemistry (IHC) has some value in histologi-
cal typing. Some immunohistochemical markers, such as p53,
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pl6, PTEN, and ARIDIA present a distinct immunostaining
pattern between different types of tumors, but there are many
exceptions, particularly in high-grade EEC. TCGA performed
an integrating genomic, transcriptomic, and proteomic char-
acterization of EC, based on array and sequencing technolo-
gies [9]. In this study, the mutation profile of EEC and SC was
different. The most frequently mutated genes in EEC were
PTEN (77.7%), PIK3CA (53.1%), PIK3R1 (37.1%),
CTNNBI (36.6%), ARIDIA (35.4%), KRAS (24.6%), and
CTCF (20.6%), while the most frequently mutated genes in
SC were TP53 (90.7%), PIK3CA (41.9%), FBXW?7 (30.2%),
PPP2RIA (36.6%), and CHD4 (16.3%).

The aim of the study was to check the usefulness of
targeted sequencing analysis in assessing histological type in
EC. To this purpose, we designed a specific customized gene
panel, based on the sequencing profile of EEC and SC, ac-
cording to TCGA results. The panel was tested in a series of
24 tumors (16 EEC and 8 SC), well characterized at the path-
ological level.

Materials and methods
Case selection

Twenty four tumors and their corresponding matched normal
tissues were selected from the frozen tumor tissue bank of
IRBLLEIDA. Sixteen corresponded to EEC and 8 to SC. All
tumors were diagnosed at the Department of Pathology of
Hospital Arnau de Vilanova of Lleida, by following the most
recent World Health Organization (WHO) criteria. They were
surgically staged and graded according to the International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) staging
and grading systems. Table 1 shows the main clinical and
pathological features, including the TCGA-based molecular
classification of each of them with the surrogate markers
(POLE, p53, MSH-6, PMS-2). Mean follow up period was
76 months (range 24 to 108). A specific informed consent was
used. Matched formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
blocks were used for immunohistochemical validation.

Samples

For each case, after surgery, tumor and normal tissue
were obtained and immediately frozen and stored at —
80 °C at the Tissue Bank of IRBLLEIDA. Tumor and
normal tissue quality was assessed in hematoxylin and
cosin (H&E) sections. The percentage volume of tumor,
necrosis, and non-tumor tissue was quantified in each
tissue block. DNA was purified using DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen) according to manufacturer’s in-
structions. For all samples, DNA purity was determined
using a Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)
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and for targeted next-generation sequencing, DNA sam-
ples were further quantified using the Qubit dsSDNA HS
Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), per-
formed on the Qubit Fluorometer 1.0 (Invitrogen, Life
Technologies).

Targeted sequencing analysis

Targeted sequencing analysis was performed to detect
mutations in 40 genes that have been previously found
to be recurrently mutated in endometrial carcinoma by
the TCGA [9]. These genes were grouped in seven sig-
naling pathways (Table 2) as cell cycle, chromatin orga-
nization, cell-cell communication, Wnt signaling,
PI3K/AKT/mTOR signaling, RTK/RAS/MAPK signal-
ing, and diverse which includes genes with different
functionalities. Our TruSeq genetic panel design included
1333 amplicons (250 bp in length) that covered 98.59%
of exons, introns, and untranslated regions of the selected
genes. Custom amplicon library was created using
100 ng of genomic DNA from tumor and non-tumor
specimens according to manufacturer’s instructions
(TruSeq Custom Amplicon (TSCA) library preparation
guide). In brief, a custom pool containing specific oligos
to targeted regions of interest was hybridized to genomic
DNA samples. After removal of unbound oligos, an
extension-ligation step was performed. Resulting prod-
ucts were amplified using primers that add multiplexing
index sequences for sample tagging as well as common
adapters required for cluster generation. Before pooling,
normalization was performed by quantifying individual
libraries using the Qubit fluorometer and then pooled
based on equal concentrations. Pooled TruSeq libraries
were sequenced using Miseq Reagent kit v3 600 cycles
(Illumina).

Bioinformatic analysis

Bioinformatic analysis was performed by Sistemas
Genomicos S.L. (Spain). Sistemas Gendémicos (SG) pipe-
line included fastq files processing, base calling, quality
score assignment, read alignment against the human refer-
ence genome version GRCh38/hg38, quality control of
mapping quality, coverage analysis, variant calling, and
variant annotation. After completion of the pipeline, man-
ual inspection of the variant list was performed. With the
paired normal-tumor analysis, we selected as potential so-
matic mutations those variants with a VAF (variant allelic
frequency) above 0.15 and a depth above 100 in the tumor
tissue and not present in the normal tissue. Somatic gene
mutations were further filtered based on the canonical iso-
forms and the variant effect on the transcript, excluding the
non-canonical isoforms and synonymous variants. To
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Table 1 Clinical and pathological

features, including TCGA-based Case Age Histological type Grade Stage Molecular classification Follow-

molecular classification of the up

tumors by surrogate markers
1 86 EEC I 1B MSI (hypermutated) NED
2 91 EEC I 11 Serous-like DOD
3 94 EEC I 1B MSI (hypermutated) NED
4 91 EEC 1T 1B NSMP NED
5 83 EEC 1T 1A NSMP NED
6 60 EEC I A Double mutated” NED
7 67 EEC I IB Serous-like NED
8 76 EEC I 1B MSI (hypermutated) NED
9 77 EEC i 1B MSI (hypermutated) NED
10 86 EEC 1 1B NSMP NED
11 73 EEC I IB POLE-mutated NED
12 77 EEC I 1B NSMP NED
13 77 EEC I 1B MSI (hypermutated) NED
14 77 EEC I 11 NSMP NED
15 78 EEC I 1B NSMP DDD
16 59 EEC I 1B Double mutated® NED
17 86 SC I 1A Serous-like DOD
18 89 SC I 1A Serous-like DOD
19 85 SC 11 1B Serous-like AWOD
20 76 SC I 1A Serous-like DOD
21 81 SC I IA NSMP DOD
22 87 SC I 1IB Serous-like DOD
23 93 SC I IB Serous-like DOD
24 96 SC I 11 Serous-like DOD

? Indicates double mutated cases characterized by both p53 “mutated” THC pattern and MSI. MSI (hypermutated),
microsatellite unstable; NSMP, tumors with no specific molecular profile; EEC, endometrial endometrioid carci-
noma; SC, serous carcinoma; NED, no evidence of disease; DOD, dead of disease; DDD, dead of different
disease; AWOD, alive with other disease

restrict the analysis, mutations were also selected based on
their frequency on population databases (NHLBI-ESP and
1000 Genomes Project) to discard known variants with a
MAF (minor allele frequency) higher than 1%. Lastly, se-
lected somatic variants were categorized into four accord-
ing to their pathogenicity degree. Pathogenic variant (PV)
category included variants previously reported on
COSMIC database (Catalog of Somatic Mutations in
Cancer), associated with disease and evaluated as deleteri-
ous with different pathogenicity predictors (Polyphen2,
Sift, Condel, and Fathmm). Likely pathogenic variants
(LPV) were variants reported on COSMIC with some evi-
dence of disease association, but with absent data on path-
ogenicity prediction. Variants of unknown significance
(VUS) included variants that had not been previously re-
ported either as a disease associated or as a normal variant,
but whose pathogenicity could not be established with cer-
tainty. And the likely benign or neutral variants (LBNV)
were variants annotated on COSMIC but evaluated as neu-
tral or benign through pathogenicity predictors.

Sanger sequencing validation and POLE mutation
analysis

A total of 46 variants identified by targeted sequencing anal-
ysis were validated by Sanger sequencing. These variants
comprise hotspots of the following genes: TP53, PTEN, and
ARIDIA. We also performed a POLE exons 9, 11, 13, and 14
Sanger sequencing analysis in all samples. Sequencing reac-
tions were carried out with BigDye Terminator Kit v3.1
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) and run on
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

Immunohistochemistry testing

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue blocks were
sectioned at a thickness of 3 wm, dried for 1 h at 65°
before pre-treatment procedure of deparaffinization, rehy-
dration, and epitope retrieval in the Pre-Treatment
Module, PT-LINK (DAKO) at 95 °C for 20 min in 50x
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Table 2  List of the 40 genes included in the customized panel

Gene symbol Chr. Gene target (bps) Gene description Related pathway
ABCCY9 chrl2 11,265 ATP binding cassette subfamily C member 9 Cell cycle
ATR chr3 16,885 ATR serine/threonine kinase
CCND!I chrll 1689 Cyclin D1
CSDE1 chrl 421 Cold shock domain containing E1
EP300 chr22 12,740 E1A binding protein P300
MKI67 chrl0 11,934 Marker of proliferation Ki-67
PPP2RIA chrl9 4384 Protein Phosphatase 2 scaffold subunit A alpha
TP53 chrl7 3327 Tumors protein P53
WRAPS53 chrl7 273 WD repeat containing antisense to TP53
ARIDIA chrl 10,823 AT-rich interaction domain 1A Chromatin organization
ARID5B chrl0 6419 AT-rich interaction domain 5B
CHD4 chrl2 12,781 Chromodomain helicase DNA-binding protein 4
KMT2B chrl9 13,342 Lysine methyltransferase 2B
SMARCA4 chr19 11,274 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily A, member 4
CDHI19 chrl8 4550 Cadherin 19 Cell-cell communication
COLIIAI chrl 18,812 Collagen type XI alpha 1 chain
CTNNB1 chr3 5164 Catenin beta 1 WNT signaling
ERBB2 chrl7 9822 Erb-B2 receptor tyrosine kinase 2 PI3BK/AKT/mTOR signaling
PIK3CA chr3 7060 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha
PIK3R1 chrs 6625 Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1
PTEN chr10 3974 Phosphatase and tensin homolog
TAFI chrX 11,840 TATA-box binding protein associated factor 1
FGFR2 chr10 7522 Fibroblast growth factor receptor 2 RTK/RAS/MAPK signaling
KRAS chrl2 1615 KRAS proto-oncogene, GTPase
MAP3K4 chr6 9345 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
NRAS chrl 1606 NRAS proto-oncogene, GTPase
BCOR chrX 8733 BCL6 corepressor Diverse
CSMD3 chr8 26,363 CUB and sushi multiple domains 3
CTCF chrl6 4977 CCCTC-binding factor
FBXW7 chr4 5905 F-box and WD repeat domain containing 7
FOXA2 chr20 2303 Forkhead box A2
KLLN chrl0 1265 Killin, P53 regulated DNA replication inhibitor
PGAP3 chrl7 1170 Post-GPI attachment to proteins 3
PRPFI18 chr10 2835 Pre-MRNA processing factor 18
RPL22 chrl 947 Ribosomal protein L.22
SCARNAII chrl2 867 Small Cajal body-specific RNA 11
SIN3A chrls 8292 SIN3 transcription regulator family member A
SPOP chrl7 3542 Speckle type BTB/POZ protein
TSPYL2 chrX 3192 TSPY like 2
USP36 chrl7 6645 Ubiquitin specific peptidase 36

In table are reported gene symbol, chromosome localization (Chr.), gene target region analyzed in base pairs (bps), gene description, and gene-related

functional pathway

Tris/EDTA buffer, pH 9. Before staining the sections,
endogenous peroxidase was blocked. Samples were sub-
jected to IHC for p53, PTEN, ARIDIA, MSH6, and
PMS2. Antibody, clone, source, and dilution are shown
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in Table 3. After incubation, the reaction was visualized
with the EnVision FLEX Detection Kit (DAKO) using
diaminobenzidine chromogen as a substrate. Sections
were counterstained with hematoxylin. Appropriate
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Table 3  Antibody, clone, source, and dilution

Antibody Clone Source Dilution
p53 DO7 DAKO RTU
ARIDI1A EPR13501-73 DAKO 1/500
PTEN 6H2.1 DAKO 1/100
MSH6 EP49 DAKO RTU
PMS2 EP51 DAKO RTU

RTU, ready to use

negative controls were also tested. Scoring criteria for
the five biomarkers were the following: p53 was scored
as “mutated” pattern (strong staining in more than 80%
of tumor cells or complete negative staining) versus
“wild type” pattern; and PTEN, ARID1A, MSH6, and
PMS2 were scored as positive (any staining) versus neg-
ative (absence of staining).

TCGA-based molecular classification by surrogate
markers

Each sample was molecularly classified (Table 1) according to
TCGA-based surrogate (POLE Sanger sequencing and immu-
nohistochemical testing of p53, MSH-6, and PMS-2). Four
categories were established: (1) microsatellite unstable
(MSI) (hypermutated) class including cases with negative
staining for MSH-6 or PMS-2, (2) serous-like category includ-
ing cases with just p53 “mutated” IHC pattern, (3) NSMP
class grouping tumors with no specific molecular profile,
and (4) POLE-mutated category (ultramutated). Tumors with
more than one surrogate marker (MSI and p53) were classified
as double mutated. Tumors with POLE mutations were clas-
sified as POLE-mutated regardless of the presence of MSI or
p53 “mutated” IHC pattern.

Statistical analysis

Absolute and relative (percentage) presence of mutations for
each gene was computed in EEC and SC cases, computing the
odds ratio (with small sample adjustment when no mutation
was detected in EEC and/or SC cases) and its corresponding p
value to assess the strength and significance of the association.
To depict the ability of genes to discriminate between EEC
and SC cases, two heatmaps were produced (one with all-
altered genes and other with significant genes), using double
hierarchical cluster analysis with Euclidean distance. All anal-
yses were made using the open-source R statistical software
(www.r-poject.org). Threshold for significance level was set at
a=0.05.

Results
Mutation profile by targeted sequencing

Targeted sequencing analysis produced a mean of 2,270,521
reads, 97.64% of which mapped on reference genome version
GRCh38/hg38 with high quality without PCR duplicates.
Mean coverage depth was of 1563x per sample, being average
depth and reads of normal and tumor samples similar.

After applying the previously described filters, our analysis
identified a total of 164 somatic variants (Supplementary
Table 1). Somatic variants were classified according to variant
effect on transcripts as missense (62%), frameshift (24%), stop
gained (9%), splice acceptor (1%), protein-altering (1%), and
inframe deletions (4%). These variants were also classified
depending on their pathogenicity degree: 51% of pathogenic
variants (PV), 21% of likely pathogenic variants (LPV), 24%
of variants of unknown significance (VUS), and 4% of likely
benign or neutral variants (LBNV) (Fig. 1).

In the EEC group, we found a mean of 7.8 variants per
sample (range 3 to 19), and in the SC, a mean of 2.6 variants
per sample (range 1 to 5). Table 4 shows the genes more
frequently altered in EEC and SC. No mutations were found
in ABCCY9, CSDEI, KLLN, PGAP3, SCARNA1I, SPOP,
TSPYL2, and WRAP53 genes.

Recurrent mutations affecting protein domains in most fre-
quently mutated genes were identified using the Mutation
Mapper (www.cbioportal.org). This tool allowed us to locate
mutations in protein domains according to Pfam database and
thus, to assess the relevance of detected variants. Most likely
mutational hotspots in PTEN, TP53, PIK3CA, and ARIDIA
genes are shown in Fig. 2. The 45% (10/22) of PTEN-detected
variants were located in the C2 domain and 31.8% (7/22) in
the DPSc domain, being R130 the most frequent hotspot (71.
4%, 5/7). The 72.8% (16/22) of PTEN variants generated a
truncated protein, and the 22% (5/22) of the remaining
variants were missense. In the case of 7P53 gene, the 86%
(13/15) of mutations occurred in the p53 DNA-binding do-
main. Unlike PTEN, 80% (12/15) of TP53 mutations were
missense and just two variants built a truncated protein
(13%). Interestingly, we found a different mapping of
PIK3CA mutations depending on tumor type. SC samples
had PIK3CA gene mutations located at the end of exon 2
and at the beginning of exon 3. Instead, EEC group harbored
PIK3CA variants widely distributed. These cases showed
those typical exon 9 and 20 hotspots at 25% and 37% frequen-
cies, respectively. For ARIDIA gene, mutations were distrib-
uted throughout the entire gene, without finding any specific
hotspot, 64.3% were truncating mutations and 35.7% were
missense mutations.

KMT2B gene mutations were not mapped in known protein
domains. The 57% were missense variants where L.417P muta-
tion represented 75% of them, and the remaining 43%
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Fig. 1 Distribution of detected somatic mutations according to cases and
analyzed genes. At the top of the x-axis, cases are grouped by histological
type (EEC, endometrioid carcinomas; SC, serous carcinomas), and at the
bottom, the number of altered genes per case is shown. At the right of the
y-axis, mutation frequency (MF (n (%)) per gene is shown. Colored boxes
were drawn to indicate: a The mutation classification according to
pathogenicity degree: PV (pathogenic variants) in strong orange, LPV
(likely pathogenic variants) in light orange, VUS (variants of unknown

corresponded to frameshift mutations. All mutations detected in
PPP2RIA gene were missense; from them, P179R was the most
observed (50%, 3/6). Cases with more than one mutation in the
same gene were found for PTEN, ARIDIA, PIK3CA, and TP53.

Most frequently altered genes in our sample set belong to the
following signaling pathways: PI3K/AKT/mTOR including
PTEN and PIK3CA, cell cycle including 7P53 and PPP2RIA,
and chromatin organization with ARIDIA and KMT2B.
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significance) in blue, and LBNV (likely benign or neutral variants) in
green. Pie chart below shows somatic mutation percentage based on the
pathogenicity degree classification; and to indicate: b Functional
pathways associated to analyzed genes: cell cycle in red, chromatin
organization in pink, cell-cell communication in light orange, Wnt sig-
naling in yellow, PI3K/AKT/mTOR signaling in green, RTK/RAS/
MAPK signaling in blue, and diverse in purple

According to TCGA reports [9], all five samples with
RPL22 mutation harbored p.Lys15ArgfsTer5 variant and four
of them presented lack of microsatellite stability (MSI).

Histological classification by targeted sequencing

Mutational profile of the 24 tumors was concordant with his-
tological typing in all cases. Most frequently mutated genes
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Table 4 Absolute number () and

mutation frequency (%) of altered Gene symbol Mutated cases, n (%) Odds ratio p value
genes in EEC and SC
EEC (16 cases) SC (8 cases) EEC vs SC SC vs EEC

PTEN* 15 (93.75%) 0 (0%) 60.00 0.00001*
ARIDIA* 11 (68.75%) 0 (0%) 14.67 0.002*
TP53* 6 (37.5%) 7 (87.5%) 9.62 0.03*
KMT2B* 7 (43.75%) 0 (0%) 5.60 0.03*
PIK3RI 6 (37.5%) 0 (0%) 4.36 0.06
ATR 5(31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
CHD4 5(31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
CICF 5(31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
RPL22 5(31.25%) 0 (0%) 3.33 0.1
CTNNBI 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
EP300 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
FGFR2 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
SIN3A 4 (25%) 0 (0%) 2.46 0.17
MKI67 6 (37.5%) 1 (12.5%) 3.66 0.25
BCOR 3 (18.75%) 0 (0%) 1.71 0.28
COLIIAI 3 (18.75%) 0 (0%) 1.71 0.28
CCNDI 0 (0%) 1 (12.5%) 2.00 0.33
ERBB2 0 (0%) 1 (12.5%) 2.00 0.33
FBXW7 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
KRAS 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
NRAS 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
SMARCA4 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
USP36 2 (12.5%) 0 (0%) 1.07 0.43
CDH19 1 (6.25%) 1 (12.5%) 2.07 0.67
CSMD3 1 (6.25%) 1 (12.5%) 2.07 0.67
MAP3K4 1 (6.25%) 1 (12.5%) 2.07 0.67
ARID5B 1 (6.25%) 0 (0%) 1.01 0.67
PRPF18 1 (6.25%) 0 (0%) 1.01 0.67
FOXA2 3 (18.75%) 1 (12.5%) 1.48 0.67 0.76
TAF1 2 (12.5%) 1 (12.5%) 1.05 0.97
PPP2RIA 4 (25%) 2 (25%) 1.00 1.00 0.98
PIK3CA 8 (50%) 4 (50%) 1.00 1.00 1

*Indicate genes associated to tumor type (p < 0.05)

were PTEN (93.7%), ARID1A (68.7%), PIK3CA (50%), and
KMT2B (43.7%) for EEC, and TP53 (87.5%), PIK3CA (50%),
and PPP2RIA (25%) for SC (Table 4).

Our panel allowed correct tumor classification in the two
categories (EEC, SC). Tumor type was found to be associated
with mutations in four different genes (p < 0.05), being PTEN
(OR =60, p=0.00001), ARIDIA (OR =14.67, p=0.002),
and KMT2B (OR =5.6, p=0.03) associated with EEC type,
and 7P53 (OR=9.62, p=0.03) with SC type (Table 4).
Coexistence of mutations in PTEN, ARIDIA, and KMT2B
was diagnostic of EEC. On the other hand, absence of
PTEN, ARIDIA, and KMT2B in the presence of TP53

mutation was diagnostic of SC. TP53 and PIK3CA mutations
were present in both tumor types.

Figure 3 shows the heatmaps depicting the presence of
mutations in all 32 altered genes and those statistically signif-
icant, showing that cases with the same tumor type (EEC or
SC) are classified correctly.

Sanger validation and POLE mutation analysis
Sanger sequencing analysis allowed the correct identifi-

cation of the same variants found by targeted sequencing
for TP53, PTEN, and ARIDIA genes (Table 5).
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Fig. 2 a List of somatic mutations identified in PTEN, TP53, PIK3CA,
and ARIDIA genes. b Lollipop plots mapping detected somatic mutations
on respective linear protein and its Pfam domains (Mutation Mapper

Additionally, POLE mutation analysis by Sanger se-
quencing demonstrated POLE wild-type sequence in all
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tool). The y-axis indicates the number of mutations, and the x-axis
represents the protein sequence with numbers below indicating amino
acid sequence positions

but one of the cases, which showed the POLE gene var-
iant p.Y458N.
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Fig. 3 a Heatmap depicting presence of mutations in all 32 altered genes
(columns) for EEC and SC cases (rows). b Heatmap showing the pres-
ence of mutations in four statistically significant genes (columns) for EEC

Immunohistochemical validation

Immunohistochemical validation was performed for 7P53,
PTEN, and ARID 1A genes (Table 5). Moreover, immunostain-
ing for MSH6 and PMS2 was done. Correlation between im-
munohistochemistry and sequencing analysis was obtained in
the vast majority of cases. Twelve of the 13 TP53 gene-
mutated tumors resulted in a “mutated” p53 IHC pattern.
PTEN negative staining was seen in 13 of 15 mutated tumors.
Negative staining for ARID1A was observed in 10 of the 12
ARIDIA-mutated tumors. Negative immunostaining for
MSH6 was obtained in 2 cases, while negativity for PMS2
was detected in 7 cases. Overall mismatch repair deficiency
was detected in 9 cases; all of them are EEC; and in 2 cases,
mismatch repair deficiency coexisted with p53 “mutated”
IHC pattern. Cases with mismatch repair deficiency had a
range of 7 to 19 mutations (mean 10, median 9). Cases without
mismatch repair deficiency had a range of 1 to 6 mutations
(mean 3.7, median 4). The only one POLE-mutated (case 11)
was an EEC grade 3 tumor which showed negative staining
for PMS2 as well as the highest number of mutations (19)
including 7P53, PTEN, and ARIDIA genes.

Discussion
Histological type is considered an important biologic predictor

in EC [1-3]. EEC grades 1 and 2 tumors (EEC 1 and 2) are
usually associated with a favorable outcome, while prognosis

A=

Statistically significant genes

and SC cases (rows). Note that heatmaps were created using a double
hierarchical cluster analysis with a Euclidean distance

for SC is worse. EEC grade 3 (EEC 3) is a heterogeneous
group of tumors, with an adverse prognosis subgroup [10].
Recurrence occurs in about 20% of EEC and 50% of SC.
SC and EEC 3 tumors had been compared using
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) pro-
gram data from 1988 to 2001. They represented 10% and
15% of EC, respectively, but accounted for 39% and 27% of
endometrial cancer deaths, respectively [11]. Moreover, as-
sessment of histological type determines the extent of initial
surgical procedure and subsequent use of adjuvant therapy [4].
Although there is moderate to excellent (0.62—0.87) reproduc-
ibility in histological typing, inter-observer agreement is
worse in high-grade tumors [8].

EEC 1 and 2 are usually composed of cells arranged in a
glandular pattern of growth which is reminiscent of that of the
proliferative endometrium, while EEC 3 has a predominant
solid arrangement, and serous carcinomas have a complex
architectural pattern with papillae and cellular budding [4].
However, SC with prominent glandular pattern is frequently
mistaken as EEC 1 and 2; on the other hand, EEC with pap-
illary pattern is sometimes interpreted as SC [4-7].
Differential diagnosis is difficult in a subset of cases.

The Cancer Genome Atlas (TCGA) has provided an inte-
grated genomic characterization of EC and has proposed a
new molecular classification in four groups of tumors [9].
Group 1 encompass EEC with 7% of somatic inactivating
mutations in POLE exonuclease (ultramutated), associated
with good prognosis. They have very high mutation rate
(232 x 106 mutations/Mb) and are characterized by mutations
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Table5 ARIDIA, PTEN, and TP53 mutation validation analysis by the Sanger sequencing and immunohistochemistry

ARIDIA PTEN TP53
Case Targeted Sanger IHC Targeted Sanger IHC Targeted Sanger HC
1 K1072NfsTer21 K1072NfsTer21 NS  K332% K332%* NS WT ND “WT”P
R2236P R2236P
2 WT ND PS  D310G D310G NS RI175H R175H “M”P
3 WT ND PS  R233* R233* NS WT ND “WT”P
4 WT ND PS  RI130%* R130* NS WT ND “WT”P
5 WT ND PS  RI130G R130G PS WT ND “WT”P
6 K1094SfsTer67 K1094SfsTer67 NS  Al126T K267RfsTer9 A126T K267RfsTer9 NS  R248Q P152L R248Q P152L “M”P
7 R1637Q R1637Q PS WT ND PS RI175C R175C “M”P
8 Y551LfsTer72 YS551LAsTer72 NS  T319* T319* NS WT ND “WT”P
9 D1850TfsTer4 D1850TfsTer4 NS  R130* R173H R130* R173H NS  G244D G244D “WT”P
10 Q633* ND NS V45YfsTer9 V45YfsTer9 NS WT ND “WT”P
H259TfsTer7 H259TfsTer7
11 K1094R K1094R PS  E157GfsTer23 E157GfsTer23 NS F134L F134 L “M”P
D1850GfsTer4 D1850GfsTer4 N323KfsTer2 N323KfsTer2
12 Q403* Q403* NS R130*% R130Q R130* R130Q PS WT ND “WT”P
13 Q1095AfsTer10 Q1095AfsTer10 NS  E242%* E242% NS WT ND “WT”P
14 Q1631* Q1631* NS  KI164RfsTer3 ND NS WT ND “WT”P
15 N102D L374 V ND NS  E242%* E242* NS WT ND “WT”P
16 P373R* ND NS 133del T319* 133del T319* NS  AI38T A138T “M”P
Q372SfsTerl 9*
17 WT ND PS WT ND PS  RI196* R196* “M”P
18 WT ND PS WT ND PS  V274A V274A “M”P
19 WT ND PS WT ND PS  R342% R342% “M”P
20 WT ND PS WT ND PS  C242R C242R “M”P
21 WT ND PS WT ND NV  WT ND “WT”P
22 WT ND PS WT ND NV Splice acceptor Splice acceptor “M”P
c.376-1G> A c.376-1G>A
23 WT ND PS WT ND NS  HI79L R110L H179L R110L “M”P
24 WT ND PS WT ND NV Y234C Y234C “M”P

# Indicate ARID1A mutations below the 100 tumor depth filter (case 16 tumor depth = 4); *Indicate that the consequence of the mutation at protein level

is a termination codon. NS, negative staining; PS, positive staining; NV, not valuable; “WT”P, “wild type” pattern; “M”P, “mutated” pattern; ND, not

done

in PTEN, PIK3CA, PIK3RI, FBXW7, ARIDIA, KRAS, and
ARIDS5B. Group 2 includes EEC with microsatellite instability
(hypermutated), frequently associated with MLH-1 promoter
hypermethylation (28%). They have high mutation rate (18 x
106 mutations/Mb) and show mutations in PTEN, RPL22,
KRAS, PIK3CA, PIK3RI1, and ARIDIA. Group 3 tumors in-
clude EEC with low copy-number alterations (39%), also
called EC with no specific molecular profile. They show low
mutation rate (2.9 x 106 mutations/Mb) including mutations
in PTEN, CTNNBI, PIK3CA, PIK3R1, and ARIDIA. Group 2
and group 3 both show similar progression-free survival rates.
Finally, group 4 called serous-like or copy-number high (26%)
show frequent 7P53 mutations and worse prognosis and is
predominantly composed of most (but not all) SC, but also

@ Springer

some EEC (many EEC 3, but also some EEC 1 and 2). They
have low mutation rate (2.3 x 106 mutations/Mb), with fre-
quent mutations in 7P53, PPP2RIA, and PIK3CA and show
chromosomal instability, with recurrent gene amplifications
for MYC, ERBB2, CCNEI, FGFR3, and SOX17.

Although molecular classification is already important to
predict prognosis, histological typing remains the gold stan-
dard for tumor stratification. Combination of POLE mutation-
al analysis and THC testing of p53 and mismatch repair pro-
teins (PMS-2 and MSH-6) has been proposed as a surrogate
strategy to classify EC into the four TCGA groups [10, 12,
13]. There is some controversy regarding the possibility that
the molecular classification would replace the traditional his-
tological typing in daily practice. The main reason in favor of
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molecular classification is the poor inter-observer agreement
in histological typing in a subset of EC. Incorporation of
TCGA-based surrogate classification into clinical practice
may carry important advantages. Identification of POLE-mu-
tated and serous-like/high copy-number tumors may lead to a
much better clinical management of these patients. Molecular
classification still needs further validation to solve some un-
resolved issues. For example, a subset of POLE-mutated and
microsatellite unstable tumors show also p53 “mutated” THC
pattern and 7P53 mutation (“double positive”). These cases
raise the differential diagnosis with serous-like/high copy-
number EC. Moreover, the current TCGA-based surrogate
approaches are not perfect. Nowadays, p53 immunostaining
is used to identify the serous-like or copy-number high group.
However, the correlation between p53 immunostaining and
TP53 mutation is not perfect. Using p53 immunostaining as
a surrogate, 7P53 wild-type serous-like tumors are incorrectly
classified as EC with no specific molecular profile. Finally,
there are some preliminary evidences suggesting that, even in
the serous-like group, the pattern of metastasis may be differ-
ent, depending on histological type. The most probable sce-
nario for the future is the coexistence of these classification
systems, traditional histological typing, and molecular classi-
fication [14]. Based on that idea, it remains interesting to im-
prove the tools for distinguishing EEC from SC.

Several IHC biomarkers have been shown to have a differ-
ential immunostaining pattern in EEC, including EEC 3, as
opposed to SC. Some of these IHC markers were previously
found to be differentially expressed between EEC and SC by
cDNA analysis [15-17]. They include estrogen receptor,
PTEN, HER2, claudins 3 and 4, Nrf2, p53, pl6, FOLR-1,
HMGA-2, cyclin E, IMP2, and IMP3 [18-23]. Several au-
thors have attempted the use of panels of antibodies to help
in diagnosis and prognosis [24-26]. There is no single or
antibody combination profile which can discriminate between
EEC and SC due to a degree of overlap. However, in daily
practice, p53, p16, IMP2, and IMP3 are helpful tools.

Molecular alterations involved in the development of EEC
are different from those of SC [27, 28]. EEC shows microsat-
ellite instability, as well as mutations in PTEN, KRAS, and
CTNNBI genes whereas SC exhibits alterations of 7P53, wide-
spread loss of heterozygosity, as reflected by chromosomal in-
stability as well as other molecular alterations (STK15, p16, E-
cadherin, and C-erbB2). PIK3CA and ARIDIA mutations have
been identified in both tumor types. Recently [9], TCGA study
confirmed a different mutational profile between EEC and SC.
The most frequently mutated genes in EEC were PTEN (77%),
PIK3CA (53%), PIK3RI (37%), CTNNBI (36%), ARIDIA
(35%), KRAS (24%), CTCF (20%), RPL22 (12%), TP53
(11%), FGFR2 (11%), and ARID5B (11%). The most frequent-
ly mutated genes in SC were TP53 (90.7%), PIK3CA (41.9%),
FBXW?7 (30.2%), PPP2R1A (36.6%), CHD4 (16.3%), CSMD3
(11.6%), and COL1IAI (11.6%) [9].

Several authors have used targeting sequencing in EC.
Chang et al. [29] assessed ten cases of EC using the Nimble
Gen Comprehensive Cancer Panel that includes 578 cancer-
related genes. This survey revealed 120 variants in 99 genes,
21 of which were included in the Oncomine Cancer Research
Panel. Mass spectrometric—based mutation analysis was also
used in several studies [30]. Lately, a panel of cancer-related
genes was used to identify increased mutational load in EC
with deficient DNA mismatch repair [31]. McConechy et al.
[32] performed target enrichment sequencing on 393 EC, by
sequencing nine genes (ARIDIA, PPP2RIA, PTEN, PIK3CA,
KRAS, CTNNBI, TP53, BRAF, and PPP2R5C) and suggest
that this nine-gene panel may be useful as an adjunct to the
morphological classification of EC. The authors found that
majority of microscopical diagnoses were concordant with
the identified genotype. However they noticed a subset of
genotype-incompatible diagnoses [33].

In the present study, we used targeting sequencing as a tool
for assessing histological typing. We decide to use a custom-
ized gene panel that included most frequently mutated genes
in EEC and SC, according to TCGA. This unique panel has
never been tested before in the literature for histological typ-
ing in EC. In this proof of concept study, we selected 24 well-
characterized cases at microscopical level which included the
four TCGA molecular groups. Three cases were especially
interesting; case 9 was a MSI with p53 “wild type” THC pat-
tern but with a TP53 detected mutation; case 11 was a
POLE-mutated tumor that showed a p53 “mutated” IHC pat-
tern; and case 21 was a SC that had a “wild type” p53 IHC
pattern but otherwise typical features of SC. Remaining cases
were more or less classical EEC and SC.

The targeted sequencing analysis produced a mean of
2,270,521 reads. We identified a total of 164 somatic
variants (102 missense, 39 frameshift, 15 stop gained, 1
splice acceptor, 1 protein altering, and 6 inframe dele-
tions), and 72% of them were either pathogenic or likely
pathogenic variants. The mutational profile of the 24
tumors was concordant with the pathologic diagnosis in
all cases. Most mutated genes in the 16 EEC cases were
PTEN (93.7%), ARIDIA (68.7%), PIK3CA (50%), and
KMT2B (43.7%) whereas the 8 SC tumors showed mu-
tations in TP53 (87.5%), PIK3CA (50%), and PPP2RIA
(25%). Our customized gene panel allowed correct clas-
sification of all tumors in the two categories. Coexistence
of mutations in PTEN, ARIDIA, and KMT2B genes was
diagnostic of EEC. On the other hand, absence of PTEN,
ARIDIA, and KMT2B in the presence of TP53 mutation
was diagnostic of SC. TP53 and PIK3CA mutations were
present in both tumor types.

Targeted sequencing results were validated by the
Sanger sequencing and immunohistochemistry for 7P53,
PTEN, and ARIDIA genes, showing a nice correlation
between validation techniques. In general, TP53 gene
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mutations were associated with a “mutated” p53 ITHC
pattern (only one 7P53 mutated tumor showed “wild
type” p53 pattern by IHC). Cases with ARIDIA and
PTEN gene mutations exhibited concordance with nega-
tive immunostaining in 83% and 86%, respectively.
Mismatch repair deficiency, by ITHC, was restricted to
EEC cases. Interestingly, there was a nice correlation
between the presence of mismatch repair deficiency, as
assessed by IHC for MSH6 and PMS2, and the number
of mutations, although it is clear that our approach is not
the correct tool to assess tumor mutation load. A POLE-
mutated, EEC grade 3 showed negative expression of
MSH6, “mutated” IHC pattern for p53, negative PTEN
staining, and the highest number of mutations, including
one in 7P53 and one in PTEN (case 11). A high-grade
EC double mutated (case 6) was correctly classified as
EEC 3 by targeted sequencing (Fig. 4). The series in-
cluded a SC that had a “wild type” IHC p53 staining

a

pattern, but otherwise typical microscopical features of
SC (case 21). Targeted sequencing correctly classified
the tumors as SC, and confirmed the lack of 7P53 mu-
tations. This case illustrates the fact that there is a subset
of SC (9% according to TCGA) that does not show ei-
ther 7P53 mutations or “mutated” p53 IHC pattern.
Interestingly, this case would be misclassified as EC with
no specific molecular profile, based on the “wild type”
IHC pattern for p53 by the surrogate TCGA approach,
while targeted sequencing confirms that the correct diag-
nosis is SC. Exome sequencing of this case (data not
shown) confirmed a high number of copy-number alter-
ations and, thus, the tumor was a serous-like EC. There
was an additional tumor (case 9) that was erroneously
classified by the TCGA-based surrogate in the group of
microsatellite unstable tumors, because of negative mis-
match repair and “wild type” p53 IHC pattern. It showed
a TP53 mutation, either by targeted and Sanger

Gross

b ARID1A

| B e B

el LLLCLECLELERERRELERLERTA

ol

N\ fﬂ‘f‘J\

L

Fig. 4 Photomic depiction to illustrate integration of anatomic and
molecular pathology of a FIGO EEC grade 3 (case 6). Microscopic (X
20) and gross appearance (a); ARIDIA (c.3281delA, p.K1094SfsTer67),
PTEN (c.376G> A, p.A126T), and TP53 (c.743 G> A, R248Q)
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mutations detected by targeted sequencing and visualized through IGV
(Integrative Genomic Viewer) tool (b) and detected by the Sanger
sequencing (¢); ARID1A, PTEN, and TP53 immunohistochemistry (x
20) (d)



Virchows Arch

sequencing demonstrating that indeed was a really dou-
ble mutated tumor. Overall, targeted sequencing analysis
showed that TCGA-based surrogate misclassified 2 of
the 24 tumors in this series of cases.

In summary, this proof of concept study demonstrates
the suitability of targeted sequencing with a customized
endometrial cancer gene panel as an additional tool for
confirming histological typing. The strategy seems inter-
esting as a tool to classify tumors with unusual micro-
scopical findings, as well as tumors with unexpected IHC
features, such as SC without 7P53 alterations, as illus-
trated in one case of this series. Nevertheless, further
studies with a larger series containing consecutive cases
are required to validate this approach in equivocal cases
with combined or mixed features between EEC and SC.
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Intratumour heterogeneity in endometrial serous carcinoma assessed by targeted sequencing
and multiplex ligation-dependent probe amplification: a descriptive study

Aims: Endometrial serous carcinoma (ESC) repre-
sents the most aggressive subtype of endometrial
carcinoma (EC). According to The Cancer Genome
Atlas (TCGA), ESC exhibits a genomic profile char-
acterised by frequent TP53 mutations and somatic
copy-number alterations (SCNA). Several studies
have suggested the role of intratumour heterogene-
ity (ITH) in tumour progression and therapy resis-
tance, highlighting ITH as a challenge for
personalised medicine. ITH is described as the co-
existence of clonal and subclonal cellular popula-
tions within a single tumour. To date, the extent
and prevalence of ITH in ESC have not been fully
evaluated. The aim of this study was to address
ITH analysis in ESC. We performed a descriptive
integrated molecular approach using targeted
sequencing and multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) to identify mutations and
SCNA patterns, respectively.

Methods and results: Eight ESC were examined, select-
ing three tumour regions per case and their corre-
sponding normal tissue. For targeted sequencing a
gene panel of 40 genes based on TCGA and other sur-
vey data was performed. For MLPA different probe
mixes were used to detect SCNA in 106 genes. Analysis
of mutations and SCNA were performed in each sample
and comparative analysis of the three tumour regions
was also conducted. Targeted sequencing showed that
mutations in TP53, PIK3CA and PPP2R1A were ubiq-
uitous in all tumour regions. Moreover, MLPA results
demonstrated a high frequency of SCNA, according to
the already known presence of genomic instability in
ESC. Unlike the homogeneous distribution of somatic
mutations, SCNA exhibited ITH affecting targetable
genes such as ERBB2.

Conclusions: Our study suggests that somatic gene
copy-number alterations are the main source of ITH
in ESC.

Keywords: chromosomal instability, endometrial neoplasms, gene dosage, intratumour heterogeneity, mutation,

precision medicine
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Introduction

Endometrial serous carcinoma (ESC) represents
approximately 10% of all endometrial carcinoma
(EC); however, it constitutes the most clinically
aggressive subtype, accounting for a disproportionate
number of deaths among women affected. This
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aggressive behaviour is due to the tumour often being
widely disseminated at presentation and highly resis-
tant to conventional chemotherapy.!™ The Cancer
Genome Atlas (TCGA), using multiple sequencing-
based technologies, revealed that ESC exhibited a
unique genomic profile among endometrial cancers,
characterised by frequent TP53 mutations and exten-
sive somatic copy-number alterations (SCNA).* It is
well known that genomic instability and mutations
are enabling characteristics that allow the acquisition
of cancer hallmark capabilities.” In a recent study, a
shared signature in breast, lung, ovarian and ESC
was observed. This signature was characterised by
TP53 mutations, high numbers of genomic break-
points and SCNA of genes from the core glycolysis
pathway, which is an emerging hallmark of human
tumours.®

Recently, intratumour heterogeneity (ITH) has
been proposed as another key factor for tumour pro-
gression and patient survival. It is also reported that
ITH is a feature of the vast majority of solid tumours.
Therefore, ITH is currently considered a great chal-
lenge to personalised therapies and cancer manage-
ment.”” ITH is believed to result from a process of
branching evolution, and it is understood to be the
coexistence of cancer cell subpopulations that differ
in their molecular alterations which gives them speci-
fic genetic and phenotypical features. Thus, spatially
separated areas within tumours may exhibit diverse
molecular features.'®'2

To investigate ESC intratumour heterogeneity we
examined the contribution of molecular alterations
such as mutations and SCNA on 24 samples from
eight cases of ESC. In all samples we performed tar-
geted sequencing and multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) analysis to assess the
mutational profile and the SCNA patterns, respec-
tively. For targeted sequencing we used a specific cus-
tomised gene panel that included the 40 most
frequently mutated genes in EC, according to TCGA*
and other survey data.'’!> We have previously
demonstrated the suitability of this targeted sequenc-
ing analysis as a useful tool for confirming histologi-
cal typing in EC.'® For SCNA analysis we used the
MLPA assay to detect copy-number changes in 106
specific genes that have been shown to be implicated
in the development, progression and response to ther-
apy in many types of tumour. MLPA is a high-
throughput method, which is easier and faster than
the widely used comparative genomic hybridisation
technology. It is based on hybridisation of multiple
probes to a sample DNA and further amplification
using only one polymerase chain reaction (PCR)

primer pair, enabling simultaneous amplification of
different loci in a single reaction. This semiquantita-
tive technique determines the relative gene copy-
number between tumour and non-tumour regions
from the same specimen.'”*°

Previous molecular studies have focused on the
genomic features of ESC*'3'> and on ITH analysis of
different tumour types’ ”; however, the extent and
prevalence of intratumour heterogeneity in this
highly aggressive carcinoma have not been fully eval-
uated. Thus, the purpose of this study was to eluci-
date the ITH features of ESC by using an integrative
molecular approach examining somatic mutations
and gene somatic copy-number alterations, emphasis-
ing prospective targetable gene pathways.

Materials and methods
SAMPLES AND DNA EXTRACTION

The present study was performed on 32 frozen tissue
samples from eight ESCs. For each case, three tumour
regions and one matched normal tissue were sampled
and immediately frozen and stored at —80°C at the
frozen tumour tissue bank of IRBLleida as part of a
prospective study to assess differences in distinct areas
of the primary tumour. Metastatic tissue was not
included. All tumours were diagnosed at the Depart-
ment of Pathology of Hospital Arnau de Vilanova of
Lleida, according to the most recent World Health
Organisation (WHO) criteria.”” They were surgically
staged and graded according to the International Fed-
eration of Gynaecology and Obstetrics (FIGO) staging
and grading systems.>’ The study was approved by
the local Ethical Committee and specific informed
consent was used. Tumour and normal tissue quality
were assessed in haematoxylin and eosin (H&E) sec-
tions. The percentage of tumour, tumour necrosis
and non-tumour tissue was quantified (volume in
two dimensions) in each tissue block. Table 1 shows
patient characteristics and pathological features of
the tumours. The mean follow-up period was
54 months (range = 21-112). Matched formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue blocks were used for
immunohistochemical (IHC) and silver in-situ hybridi-
sation (SISH) validation. DNA was purified using
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) according to
the manufacturer’s instructions. For all samples, DNA
purity was assessed using a Nanodrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, USA). Addi-
tionally, for targeted sequencing, DNA samples were
further quantified using the Qubit dsDNA HS Assay
Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) performed
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Case Age (years) Histological type Grade Stage Follow-up Follow-up time (months)
1 86 SC I 1A DOD 84
2 89 SC 11 1A DOD 48
3 85 SC I 1B AWOD 108
4 76 SC 1 1A DOD 48
5 81 SC 1 1A DOD 36
6 87 SC 1l 111B DOD 48
7 93 SC 1l 1B DOD 36
8 96 SC 1l Il DOD 36

SC, Serous carcinoma; DOD, Dead of disease; AWOD, Alive with other disease.

on the Qubit Fluorometer 1.0 (Invitrogen/Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA, USA).

MLPA

MLPA procedure

MLPA analysis was performed according to the man-
ufacturer’s instructions using four different kits from
MRC-Holland (Amsterdam, the Netherlands). A list of
106 chromosomal loci (Table 2) was analysed using
the following SALSA MLPA kits: P171-A2 gain-1,
P172-B1 gain-2, P173-A2 gain-3 and P294-Al
tumour-loss. Genes included in these probe mixes are
known human genes that have often been detected
with an increased copy-number in one or more types
of tumour. These Kkits include multiple MLPA probes
for different chromosomal loci plus quality control
probes to check for adequate quality of test DNA and
efficient ligation. Each MLPA probe consists of two
oligonucleotides that must bind to adjacent target
DNA sequences to be ligated. Upon ligation, a single
molecule is formed and can be amplified during PCR.
Following PCR, amplified probes are separated by cap-
illary electrophoresis on a 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) and anal-
ysed using GeneMapper®software version 4.1
(Applied Biosystems).

MLPA data analysis

MLPA assay determines relative gene copy-number
changes in a semiquantitative manner, comparing
MLPA peak patterns of tumour and non-tumour sam-
ples. Three non-tumour samples were used as refer-
ence samples in each MLPA assay. Fragment analysis
data were received in GeneMapper®software, and
peak areas, as a measure of peak intensity for each
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probe, were imported in an adapted version of an
Excel spreadsheet designed by Genycell Biotech
Espana SL (GBE, Granada, Spain). First, intrasample
normalisation was performed by dividing the peak
area of each probe by the peak area of every other
probe in that sample, thus creating as many ratios
per probe as there are other probes. Subsequently,
the median of all these produced ratios per probe was
taken by acquiring the probe’s normalisation con-
stant for each probe and sample. Secondly, intersam-
ple comparison was performed by dividing the
normalisation constant of each probe in a given sam-
ple by the average normalisation constant of that
probe in the reference samples, giving a final ratio for
a probe that is called the dosage quotient (DQ).
Finally, somatic copy-number status of a specific
chromosomal locus was categorised, as suggested by
GBE, as loss (deletion) if DQ was <0.7; normal
(diploid) if DQ was between 0.7 and 1.4; and gain
(duplication or amplification) if DQ was >1.4. Thus,
altered loci were those with a somatic copy-number
status of loss or gain.

MLPA intratumour heterogeneity criteria

To determine intratumour gene heterogeneity, we
calculated three parameters based on the DQ values
of the three tumour regions per locus and case: (i)
ADQ: DQ average value, (ii) SDDQ: DQ standard devi-
ation value and (iii) DDQ: difference between
ADQ+SDDQ and ADQ-SDDQ. Analysis of these param-
eters for diploid locus allowed us to determine its sta-
tistical variation. Therefore, a locus was considered
significantly heterogeneous if all the following condi-
tions were accomplished: (i) the SDDQ value was
>(0.15; (ii) the DDQ was> 0.3; and (iii) the DQ values
of the three tumour regions belong to different DQ
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Table 2. List of the 106 chromosomal loci included in the multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) kits and
the 40 genes included in the customised panel for targeted sequencing

MLPA Targeted sequencing

Gene CHR.LOC. Gene CHR.LOC. Gene CHR
NRAS 1p13.2 wr7 11p13 CSDET chr1
BCAS2 1p13.3 CCNDT 11913 ARIDTA chr1
BCAR3 1p22.1 EMS 11913 COL71A7 chr1
PSMB4 1921.3 FGF3 11913 NRAS chr1
MDM4 1932.1 GSTP7 11913 FBXW7 chr1
MYCLT 1p34.2 RELA 11913 ATR chr3
KIF1B 1p36.23 BRMST 11q13.2 CTNNBT chr3
CAMTAT 1p36.31 FGF4 11913.3 PIK3CA chr3
CHD5 1p36.31 BIRC2 11922 SCARNATT chra
PRDM16 1p36.32 BIRC3 11922 PIK3R7 chr5
DVL1 1p36.33 MMP7 11922.3 MAP3K4 chré
NTRK1 1923.1 BCL2L74 12p13.2 RPL22 chr8
CENPF 1932.3 CCND2 12p13.3 MKl67 chr10
PIK3C2B 1932.1 CDK4 12q14 ARID5B chr10
MYCN 2p24.1 MDM2 12q14.3 PTEN chr10
BCL2L717 2913 CYP27B1 12q914.1 FGFR2 chr10
ERBB4 2933 CCNAT 13q12.3 SIN3A chr10
IGFBP2 2935 BRCA2 13q12.3 TSPYL2 chr10
/GFBP5 2935 RB1 13q14.2 CCNDT chr11
FHIT 3p14.2 DLEUT 13q14.3 ABCC9 chr12
VHL 3p25.3 MIRNT5A 13q14.3 CHD4 chr12
PIK3CA 3026.32 /RS2 13q34 KRAS chr12
EVIT 3926 AKTT 14932.33 USP36 chr12
BCL6 3927 BCL2A7 15q24.3 FOXA2 chr15
PDGFRA 4911 NTRK3 15925.3 CSMD3 chr16
TERT 5p25 /GF1R 15926.3 P53 chr17
BIRCT 5q13.2 75C2 16p13.3 WRAP53 chr17
APC 5q22 TOMTL2 17p11.2 ERBB2 chr17
PDGFRB 5q32 TP53 17p13.1 KLLN chr17
HMGAT 6p21.3 NF1 17911.2 PRPF18 chr17
CCND3 6p21.1 ERBB2 17921.1 SPOP chr17
NFKBIE 6p21.1 /GFBP4 17921.2 CDH719 chr18
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MLPA Targeted sequencing
Gene CHR.LOC. Gene CHR.LOC. Gene CHR
SERPINBY 6p25.2 BRCAT 17921.31 PPP2RTA chr19
ESR7 6q25.1 PPM1D 17923.2 KMT2B chr19
EGFR 7p12 BIRC5 17g25.3 SMARCA4 chr19
CDK6 7921.3 BCL2 18921.33 CTCF chr20
MET 7931 SMAD4 18921.1 EP300 chr22
BRAF 7q34 SERPINB2 18qg21.33 TAF7 chrX
MOS 8q11 SERPINB7 18921.33 BCOR chrX
RNF139 8g24.13 FKBPS 19p13.11 PGAP3 chrX
FGFR7 8p11.2 STK717 19p13.3
MYBL7T 8921 CCNET 19912
PTK2 8q24 BCL2L7 20q11.1
MYC 8qg24.12 MYBL2 20q12
PTP4A3 8q24.3 PTPN7 20qg13.13
CDKNZ2A 9p21 BCAS7 20g13.2
CDKN2B 9p21 AURKA 20q13.31
JAK2 9p24.1 GNAS 20qg13.32
NTRK2 9qg21.33 UCKL7 20g13.33
PTCH 9g22.3 RUNXT 21g22.12
75C7 9q34 BCL2L73 22q11
PTEN 10g23.3 SMARCBT7 22q11.23

FAM123B Xq11.1

BIRC4 Xq25

CHR.LOC, Chromosome localisation; CHR, Chromosome.

categories (loss, normal, gain). Finally, to consider a
case with ITH more than three heterogeneous loci
had to be found.

TARGETED SEQUENCING ANALYSIS

Targeted sequencing

Targeted sequencing analysis was performed to detect
mutations in 40 genes (Table 2) that have been pre-
viously found to be recurrently mutated in endome-
trial carcinoma by TCGA* and other surveys.!* 1°
Our custom gene panel design included 1333 ampli-
cons [250 base pairs (bp) in length] that covered
98.59% of exons, introns and untranslated regions of
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the selected genes. Custom amplicon library was cre-
ated using 100 ng of genomic DNA from tumour and
non-tumour specimens, according to the manufac-
turer’s instructions [TruSeq Custom Amplicon (TSCA)
library preparation guide]. In brief, a custom pool
containing specific oligos to targeted regions of inter-
est was hybridised to genomic DNA samples. After
the removal of unbound oligos, an extension-ligation
step was performed. The resulting products were
amplified using primers that add multiplexing index
sequences for sample tagging as well as common
adapters required for cluster generation. Before pool-
ing, normalisation was performed by quantifying indi-
vidual libraries using the Qubit fluorometer, and then



452 D Cuevas et al.

pooled based on equal concentrations. Pooled TruSeq
libraries were sequenced using Miseq Reagent kit ver-
sion 3 for 600 cycles (Illumina, San Diego, CA, USA).

Bioinformatic analysis

Bioinformatic analysis was performed by Sistemas
Gendémicos S.L. (Valencia, Spain). The Sistemas
Genomicos (SG) pipeline included fastq files process-
ing, base calling, quality score assignment, read
alignment against the human reference genome ver-
sion GRCh38/hg38, quality control of mapping qual-
ity, coverage analysis, variant calling and variant
annotation. After completion of the pipeline, a more
accurate review of the variants list was performed.
With the paired normal tumour analysis we selected
as potential somatic mutations those variants with a
variant allelic frequency (VAF) greater than 0.15 and
a depth greater than 100 in the tumour tissue, not
present in the normal tissue. Somatic gene mutations
were further filtered based on the canonical isoforms
and the variant effect on the transcript, excluding the
non-canonical isoforms and synonymous variants. To
restrict the analysis, mutations were also selected
based on their frequency on population databases
(NHLBI-ESP and 1000 Genomes Project) to discard
known variants with a minor allele frequency (MAF)
higher than 1%.

TARGETED SEQUENCING INTRATUMOUR
HETEROGENEITY CRITERTA

To investigate the heterogeneously distribution of
mutations, we determined the presence or absence of
somatic mutations in each of the three tumour
regions quantifying the percentage of mutations.
Somatic mutations were assessed according to previ-
ously described methods. A case displayed intratu-
mour heterogeneity if we detected the presence of
different somatic mutations between the tumour
regions.

SANGER SEQUENCING, IMMUNOHISTOCHEMISTRY
AND SISH VALIDATION

A total of 10 variants identified by targeted sequencing
analysis were validated by Sanger sequencing. These
variants comprise hot-spots of the following genes:
TP53 and PIK3CA. Sequencing reactions were carried
out using the BigDye Terminator Kit version 3.1
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific) and run
on Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Samples exhibiting ERBB2 intratumoral
heterogeneity by MLPA were tested for ERBB2 status

by IHC and SISH. Both THC and SISH were conducted
on 2-um thick sections from three different formalin-
fixed paraffin-embedded tissue blocks from each ESC.
IHC was conducted using the Hercep test (Dako, Car-
penteria, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. SISH was fulfilled using an automated
dual-colour assay which stained ERBB2 gene in black
and CEP17 in red (Roche, Basel, Switzerland). SISH
protocol steps included deparaffinisation, citrate treat-
ment, incubation with ISH protease, addition and
hybridisation of ERBB2 and CEP17 probe, incubation
with silver C, incubation with haematoxylin as con-
trast dye, and incubation with bluing after contrast
dyeing. ERBB2 status was scored according to guideli-
nes set by the American Society of Clinical Oncology/
College of American Pathologists (ASCO-CAP) 2018
for breast cancer.”?* ERBB2-negative ESC were defined
by an IHC score of O or 1+ and ERBB2-positive by an
IHC score of 3+, or 2+, with gene amplification con-
firmed by SISH. Observers were blinded for results with
other techniques.

Results

MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE
AMPLIFICATION

Somatic copy-number alterations as losses (deletions)
and gains (duplications) were observed in all the cases
(n = 8). Eighty-two of the 106 (77%) chromosomal
loci analysed showed somatic copy-number changes,
67% of which were gains, 22% losses and the remain-
ing 11% were genes harbouring losses and gains
depending upon the sample (Figure 1). On average,
22 altered genes per sample were found, ranging from
eight to 36. The most frequently gained genes were
UCKL1 (88%), ERBB2, EVI1 and PIK3CA (75 %).
CCNE1, PTPN1 and NTRK1 (63%) and MYBL2,
AURKA, BCL6 and FKBPS8 (50%). Chromosomal loca-
tions related to gained genes were 20q12-ql13.3 for
UCKLI1, PTPN1, MYBL2 and AURKA, 3q26-q27 for
EVI1, PIK3CA and BCL6, 17q21.1 for ERBB2, 19q12
for CCNE1, 19p13.11 for FKBP8 and 1q23.1 for
NTRK1. The genes most frequently lost were BIRC4
(63%), BIRC1 (50%), FGFR1 (50%) and ERBB4
(38%), which were located in Xq25, 5q13.2, 8pl11.2
and 2q33, respectively (Figure 2). In particular, TP53
gene was gained (25%) and lost (25%) depending on
the sample. Among all these genes, it should be high-
lighted that PIK3CA, CCNE1, BIRC1 and FGFR1 were
found homogeneously distributed within the tumour.
Based on the heterogeneity criteria, five (62.5%) of
the eight cases exhibited significant ITH (more than
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Figure 1. Somatic copy-number alteration profile of 24 endometrial serous carcinoma tumour regions for each chromosomal locus. The y-
axis indicates the multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) DQ values, where the normal range is between 0.7 and 1.4
(range defined by the red lines), and the x-axis shows all chromosomal loci (n = 106). Red arrows indicate the most frequently altered chro-

mosomal loci (alteration frequency greater than 50%).

three heterogeneous loci). Figure 3 shows the exam-
ple of a heterogeneous case (case 1). In these cases,
10 heterogeneous genes per case were detected on
average (range = 8-15), of which 90% exhibited
gains and the remaining 10% showed losses. ITH in
chromosomal gains and losses between the three
samples of each tumour was recorded, in at least one
case, in 40 of the 82 altered chromosomal loci. We
quantified the alteration frequency (AF) and the
heterogeneity frequency (HF) for each locus. The AF
was the quocient between the number of altered
cases respect the total number of analyzed cases; and
the HF was the quotient between the number of cases
exhibiting heterogeneity respect the total of altered
cases (Figure 2). The most frequently heterogeneous
gained genes were, MYBL2 (75%), ERBB2 (67%),
AURKA (50%), PTPN1 (40%) and EVI1 (33%) and
lost genes were ERBB4 (67%) and BIRC4 (40%). The
TP53 gene, which was altered with gains and losses
depending on the case, was also observed in hetero-
geneity with an HF of 50%.

TARGETED SEQUENCING ANALYSIS

Targeted sequencing analysis produced a mean of
2 825 883 reads, 98.38% of which mapped on refer-
ence genome version GRCh38/hg38 with high
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quality without PCR duplicates. Mean coverage depth
was of 1470X per sample, average depth and reads of
normal and tumour samples being similar.

After applying the previously described filters, we
identified somatic mutations in 11 genes with a
sum of 23 somatic variants. These variants were
classified as missense (n = 15), frameshift (n = 6),
stop-gained (n = 1) and splice acceptor (n = 1). The
average number of somatic mutations per sample
was 3, ranging from 1 to 5. Among the 11 somat-
ically mutated genes, TP53 (88%), PIK3CA (50%)
and PPP2RIA (25%) were the most frequently
altered (Figure 2). All somatic variants affecting
these genes were pathogenic variants, as described
in the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(COSMIC) database, and were evaluated as deleteri-
ous with different pathogenicity predictors (Poly-
phen2, Sift, Condel and Fathmm). Furthermore, all
these mutations were detected in the three tumour
regions, thus these genes were not affected by ITH.
In one case we also detected a pathogenic variant
homogeneously distributed in the ERBB2 gene.
Mutations affecting TP53 were stop-gained (12%)
and missense (88%) affecting exons 4, 5, 6, 7, 8
and 10. The so-called hot-spots in TP53 gene were
R110, H179, R196, Y234, C242, V274, R342 and
one splice acceptor variant in intron 4 (c.376-
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SAMPLES
6

CHR.LOC. GENE 1 2 3 AF (%) HF (%)
20q13.33 UCKL1 88 14
17g21.1 ERBB2 75 67
3026 EVI1 75 33
326.32 PIK3CA 75 0
5q13.2 BIRC1 63 0
Xq25 BIRC4 63 40
19912 CCNE1 63 0
1923.1 NTRK1 63 20
20q13.13 PTPN1 63 40
20q13.31 AURKA 50 50

s 3q27 BCL6 50 25
ﬁ 8p11.2 FGFRI 50 0
A 19p13.11 FKBP8 50 25
20q12 MYBL2 50 75
17p13.1 TP53 50 50
14932.33 AKT1 38 33
20q13.2 BCAS1 38 67
20q11.1 BCL2L1 38 0
2933 ERBB4 38 67
20q13.32 GNAS 38 67
6p21.1 NFKBIE 38 33
1921.3 PSMB4 38 33
6p252  SERPINBY 38 33
5p25 TERT 38 67
TP53 R196* V274A R342X ¢.376-1G>A H179L, R110L Y234C 88 0

'l\j' PIK3CA R115P G106R,K111N G118D 50 0
T PPP2R1A P179R 25 0
| MAP3K4 736X 13 100
o CCNDI L220x 13 100
g TAFI 136X 13 100
CDH19 1607X 13 100

CSMD3 | L518l 13 0

FOXA2 | E302X | 13 100

MKI67

T 100

Figure 2. Distribution of the most frequently somatic copy-number alterations (SCNA) and mutations according to samples and chromoso-
mal locus. All region samples are shown at the top of the x-axis; at the left of y-axis are shown chromosome locations and genes, and at the
right the global alteration frequency and the heterogeneity frequency by chromosomal loci. In the SCNA panel, blue boxes indicate gains,
yellow boxes losses, white boxes normal and black rectangles highlight the heterogeneous loci in each case, based on the heterogeneity crite-
ria. The description of mutations per region sample are shown in the mutations panel; grey large boxes indicates that the same mutation
has been observed in all region samples, and the black rectangles indicate the heterogeneous loci in each case where mutation has been

observed only in any region sample.

1G>A). PIK3CA missense mutations were found in
exon 2 in three cases and in the first codon of
exon 3 in one case, and no mutations were found
in exons 9 and 20. The P179R missense mutation
found in PPP2R1IA gene was a recurrent mutation
found in previous studies. The remaining altered
genes were MAP3K4, CCNDI1, TAF1, CDHI9,
CSMD3, ERBB2, FOXA2 and MKI67, with frequen-
cies of 13%, and their mutations were classified as
variants of unknown significance (VUS), as they
had not been previously reported either as a disease
associated or as a normal variant, and their
pathogenicity could not be established with cer-
tainty. Interestingly, all these mutations were
heterogeneously distributed among the three
tumour regions, thus ITH was observed.

SANGER SEQUENCING, IMMUNOHISTOCHEMISTRY
AND SISH VALIDATION

Sanger sequencing analysis for TP53 and PIK3CA
genes validated the 10 variants identified by targeted
sequencing. Using MLPA, ERBB2 gene was altered in
six of the eight analysed cases (75%), and hetero-
geneity, in this locus, was observed in four of the six
altered cases (67%). Samples exhibiting ERBB2 intra-
tumoral heterogeneity by MLPA were tested for
ERBB2 status by IHC and SISH. Three of the four
heterogeneous cases (75%) showed concordance
between MLPA, IHC and SISH (Figures 4, 5 and 6).
One case (case 5) was homogeneously negative by
IHC and SISH, and by contrast was heterogeneous by
MLPA (Figure 7). Thus, these techniques allowed
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Figure 3. Example of a heterogeneous case (case 1). The y-axis shows the multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) DQ val-
ues, where the normal range is between 0.7 and 1.4 (range defined by the red lines), and the x-axis shows all chromosomal loci (n = 106).
Black arrows highlight the heterogeneous loci based on the heterogeneity criteria. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

demonstration of the ERBB2 gene dosage intratu-
mour heterogeneity.

Discussion

ESC is one of the most aggressive histological types of
EC. It is important to provide scientific evidence to
improve the criteria for diagnosis, prognosis and pre-
diction of response to therapy. In the last decade,
large efforts have been conducted to elucidate which
driver molecular events are implicated in ESC tumori-
genesis. These studies have revealed that the genetic
landscape of ESC is characterised by a high propor-
tion of somatic copy-number alterations, basically
represented by somatic copy-number gains, and a
high percentage of TP53 mutations.*'**> Most SCNA
analyses have been performed using single nucleotide
polymorphism microarrays and Genomic Identifica-
tion of Significant Targets in Cancer analysis to iden-
tify recurrent events, but this technology does not
directly detect the specific oncogene and tumour sup-
pressor gene (TSG) targets of driver SCNA.?* Thus, to
delineate the targeted oncogenes and TSG from the
recurrent SCNA still remains a challenge and, for this
reason, MLPA is a useful technique to identify SCNA
in these genes.

Some reports have described the influence of ITH
on different tumour types,” ” but their influence on
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ESC tumorigenesis has not yet been fully analysed.
The present study provides a descriptive integrated
molecular approach to characterise the ESC genomic
landscape, taking into account the influence of intra-
tumoral heterogeneity. It has recently been suggested
that ITH can be a challenge for evaluating the role of
drugs in targeted therapies, as abnormalities in target
genes/proteins, post-translation modifications and/or
host-response can be heterogeneously distributed
among different subpopulations of cancer cells within
an individual tumour. There is increasing evidence
that tumours are composed of subpopulations of cells
with distinct genomic and epigenomic alterations and
that spatial orientation in tumours affects protein
expression and host-response. With the advent of lat-
est-generation sequencing techniques, the extent and
prevalence of ITH is becoming increasingly more
apparent; however, its biological and clinical implica-
tions have yet to be fully established. Spatial and tem-
poral heterogeneity have been shown to be involved
in tumour adaptation to variations in tumour
microenvironment and, by the same token, the
tumour microenvironment may act as a selective
pressure and determine the spatial and temporal ITH
of a cancer.

In a recent publication we have demonstrated that
a customised panel, based on the mutational profile
of EC in TCGA and other surveys, was a useful tool
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Figure 4. Representative case (case 1) harbouring ERBB2 intratumoral heterogeneity by immunohistochemistry (IHC), silver in-situ hybridisa-
tion (SISH) and multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). A, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2
gained status by ITHC and SISH, in concordance with a gained status by MLPA. B, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2
normal status by IHC and SISH, in concordance with a normal status by MLPA. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

for histological typing in EC.'® The vast majority of
endometrioid carcinomas exhibit PTEN and/or
ARID1A mutations, while TP53 and PIK3CA muta-
tions were found in both endometrioid and ESC. Pres-
ence of TP53 mutation and absence of PTEN and
ARIDIA mutation was characteristic of ESC. Using
this customised panel, we observed frequent TP53,
PIK3CA and PPP2R1A mutations, as previously
reported, and furthermore we found high concor-
dance of these gene mutations among the three
tumour regions analysed. A previous study'’ also
found these altered genes in serous endometrial
intraepithelial carcinoma; therefore the identification

of these alterations may have clinical implications, as
they may be detected at the preinvasive stage using
high-resolution techniques. Unlike other studies, we
did not observe mutations in the FBXW7 gene, the
functions of which have been implicated in increasing
the levels of cyclin E protein and facilitating cell cycle
progression. The high prevalence and ubiquity of
TP53 mutations reinforces the importance of TP53
gene in ESC development and progression and rein-
forces evidence for the existence of a common driver
ancestor clone.

At gene copy-number level, we observed a high per-
centage of SCNA as duplications. Interestingly, our
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Figure 5. Representative case (case 3) harbouring ERBB2 intratumoural heterogeneity by immunohistochemistry (IHC), silver in-situ hybridis-
ation (SISH) and multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). A, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2
gained status by IHC and SISH, in concordance with a gained status by MLPA. B, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2
normal status by IHC and SISH, in concordance with a normal status by MLPA. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

analysis indicates that SCNA are the major source of
intratumour heterogeneity in ESC. In accordance with
other studies, we observed gains (duplications) in genes
such as CCNE1, ERBB2 and PIK3CA.*'*'> The most
frequently gained genes homogeneously distributed
within ESC were PIK3CA and CCNE1, suggesting that
copy-number changes affecting these genes also behave
as a common clonal driver event. In addition to these
genes, we also detected other frequently gained genes
UCKL1, EVI1, PTPN1, NTRK1, MYBL2, AURKA, BCL6
and FKBPS. Interestingly, the most common chromoso-
mal locations where these genes were located were the

© 2019 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 76, 447-460.

segments 20ql12—ql3.3 and 3926-—q27. Segment
20q12—q13.3 contains the most frequently gained gene,
UCKL1, which is a uridin kinase. This kinase catalyses
the phosphorylation of uridine to UMP, a rate-limiting
step in DNA and RNA synthesis. This protein had been
implicated in tumour progression and mediating protec-
tion from natural killer-mediated killing.?* The 3g26—
q27 region, which contain genes as EVI1, BCL6 and
PIK3CA, had been previously reported as a significantly
amplified peak region in ESC.'? A recent SCNA pan can-
cer analysis”>> has shown that tissue types of similar lin-
eages (endometrial, ovarian, and breast cancer) have
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Figure 6. Representative case (case 7) harbouring ERBB2 intratumoural heterogeneity by immunohistochemistry (IHC), silver in-situ hybridis-
ation (SISH) and multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). A, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2
gained status by IHC and SISH, in concordance with a gained status by MLPA. B, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2
normal status by IHC and SISH, in concordance with a normal status by MLPA. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]|

similar rates of amplifications and deletions in peak
SCNA regions. Another large study, focusing upon anal-
ysis of SCNA patterns across cancer types, revealed that
ovarian, breast and ESC share a similar signature profile
characterised by enriched TP53 mutations, a higher
number of genomic break-points and SCNA of genes
from the core glycolysis pathway, which is an emerging
hallmark of human tumours.>® The tandem duplication
phenotype (TDP) may be an explanation for the high
duplication rates of specific genome regions on ESC.
Menghi et al.?®> proposed TDP as a cancer chromotype,
which is considered a prevalent genomewide cancer

configuration characterised by an enrichment of head-
to-tail somatic segmental tandem duplications (TD). The
TDP has been observed in breast, ovarian and endome-
trial cancer. This study suggests a mechanistic scenario
for the TDP induction, where the excessive replicative
stress produced by CCNE1 amplification and the pres-
ence of TP53 mutations may enhance TD formation. A
large pan-cancer analysis of SCNA also suggested that
whole genome duplications were correlated with TP53
mutations and CCNE1 amplifications, and with muta-
tions on the PPP2R1A gene.”® According to our results,
ERBB2 gains seem to be one of the most frequent

© 2019 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 76, 447-460.
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Figure 7. Representative case (case 5) harbouring ERBB2 intratumoral heterogeneity by multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA). A, Tumoural area showing an ERBB2 gained status by MLPA. B, Magnification of the tumoural area that exhibits an ERBB2 nor-
mal status by IHC and SISH, in concordance with a normal status by MLPA. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

molecular alterations affected by intratumoral hetero-
geneity. This finding could suggest a probable subclonal
origin of this alteration and also a role for anti-ERBB2
therapy failure. The frequent presence of ERBB2 alter-
ations in ESC leads to the suggestion that ERBB2 could
be a useful target for therapy in ESC. In the case of
breast cancer, ERBB2 intratumour heterogeneity has
been documented to range from 11% to 40%.%%27
Results regarding targeted therapy against ERBB2 in
ESC have shown controversial results,”® however, Fader
et al.*® have obtained promising results. The findings of
the present study may help in improving these results
by providing data that may have an impact in appropri-
ate selection of patients.>*>! It is worth mention that
marked heterogeneity of ERBB2 in ESC has already
been detected by IHC and FISH by other authors.*?>>
Other heterogeneously gained genes were MYBL2,
AURKA, PTPN1 and EVII.

Interestingly, TP53 mutation was not found to dis-
play ITH, which implies that ITH may not negatively
influence molecular classification of endometrial can-
cer. One of the tumours (case 5) did not show a

© 2019 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 76, 447-460.

TP53 mutation. The tumour also exhibited a ‘wild-
type’ p53 pattern by IHC. According to TCGA, 9% of
ESC exhibit wild-type TP53 expression, which means
that negativity for p53 does not exclude the diagnosis
of ESC. This case was also subjected to exome
sequencing (data not shown), which confirmed that
the tumour had high copy-number alterations, and
targeted sequencing analysis showed the mutation
profile of serous carcinoma.'®

This study was limited to different parts of the pri-
mary tumour and did not include metastasis or recur-
rences, which is a limitation in addressing the
importance of tumour heterogeneity regarding pro-
gression. Another limitation was the small number of
analysed cases, which may explain the different fre-
quencies on SCNA in comparison with other studies.
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