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1. RESUMEN

Introduccion: El Glioblastoma (GB) es la neoplasia cerebral primaria mas frecuente y
presenta un mal prondstico a pesar del tratamiento establecido, con una mediana de
supervivencia de 15 meses. Por otro lado, el receptor de androgenos (AR) regula diversas
funciones en el sistema nervioso central y ciertos genes, que pueden verse asociados con
el desarrollo tumoral. De hecho, se ha descrito en algunos estudios una alta expresion de

AR en el GB, pero su papel no estd completamente definido.

Objetivo: Valorar el papel pronostico del receptor de andrégenos en términos de

supervivencia general (SG).

Material y métodos: Estudio de caracter observacional retrospectivo, donde se empled
la base de datos de The Cancer Genome Atlas (TCGA), en la cual se incluye datos clinicos
y moleculares para poder llevar a cabo dicho estudio. Asi, se determin6 una cohorte de
233 pacientes (92 mujeres; con una edad media de 59.7 y [SD=14.18]) y se conform¢ la
base de datos definitiva, donde se analizo6 la expresion del AR (a nivel de proteinas) y la

expresion de ARGs confirmados (a nivel de mRNA).

Resultados: Los pacientes con una alta expresion del AR presentaban un mejor
prondstico que aquellos con una baja expresion del AR (15.43 vs. 13.47 meses). Sin
embargo, si tenemos en cuenta la actividad del AR (AR-score), los pacientes con una alto
AR-score mostraron un peor pronostico que aquellos con bajo AR-score (15.6 vs. 13.1

meses).

Conclusiones: La mayor expresion de AR supone un mejor prondstico, por lo que la
determinacion del receptor y de los niveles de andrégenos podrian ser una nueva linea
terapéutica en el tratamiento de estos pacientes, proporcionando una mayor supervivencia

global.
PALABRAS CLAVE
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2. ABSTRACT

Introduction: Glioblastoma (GB) is the most common primary cerebral neoplasm and
has a poor prognosis despite the established treatment, with a median survival of 15
months. On the other hand, the androgen receptor (AR) regulates various functions in the
central nervous system and certain genes, which may be associated with tumor
development. In fact, it has been described in some studies a high expression of AR in

the GB, but its role is not fully defined.

Objective: Assess the prognostic role of the androgen receptor in terms of general

survival (SG).

Material and methods: Retrospective observational study, where the database of The
Cancer Genome Atlas (TCGA), which includes clinical and molecular data to be able to
carry out such a study, was used. Thus, a cohort of 233 patients (92 women; with an
average age of 59.7 and [SD=14.18]) was determined and the definitive database was
formed, where the expression of AR (at the protein level) and expression of confirmed

ARGs (at the mRNA level) was analyzed.

Results: Patients with high AR expression had a better prognosis than those with low AR
expression (15.43 vs. 13.47 months). However, if we consider AR activity (AR-score),
patients with a high AR-score showed a worse prognosis than those with low AR-score

(15.6 vs. 13.1 months).

Conclusions: The greater expression of AR implies a better prognosis, so the
determination of the receptor and the androgen levels could be a new therapeutic line in

the treatment of these patients, providing greater overall survival.
KEYWORDS

Glioblastoma; Androgen Receptor; AR-score; Overall Survival



3. INTRODUCCION

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral maligno primario y del sistema nervioso
central (SNC) més comun, representando el 12-15% de todos los tumores intracraneales
primarios y el 50-60% de los tumores de origen astrocitario (1,2). Se trata de un tumor de
grado IV dentro de la clasificacion general de tumores de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), debido a su alto nivel de malignidad y agresividad, presentando un mal
prondstico con una media de supervivencia de 15 meses (3). Su incidencia se incrementa
con la edad, sobre todo en la quinta y sexta décadas de la vida (edad media de diagnostico
en el GB primario de 62 afios), mientras que su aparicion en pacientes menores de 30

afios es mucho menor. Ademas, presentan un mayor predominio en el sexo masculino (4).

La mayoria se desarrollan rapidamente de novo, sin evidencia de una lesion
precursora maligna. De ahi que se puedan dividir en subtipos primarios y secundarios, ya
que se desarrollan a través de diferentes vias genéticas, pudiendo afectar a pacientes en
edades distintas y presentando diferencias en su presentacion (5). El subtipo primario
representa el 90-95% de los GBs, mientras que los secundarios se desarrollan a partir de
tumores astrociticos de bajo grado o astrocitomas anaplésicos, que progresan en el

transcurso de 4-5 afos, representando el 5-10% del total de GBs (4).

Una de las caracteristicas mas importantes en esta clasificacion es la mutacion del
gen IDH1 e IDH2 (isocitrato deshidrogenasa 1/2), que se haya involucrada en el
metabolismo energético y se asocia con los GBs secundarios (3). Asi, teniendo en cuenta
la presencia de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2, se pueden diferenciar varios tipos:
Glioblastoma IDH-wildtype, que supone la mayoria de glioblastomas primarios
diagnosticados; Glioblastoma IDH-mutant, y Glioblastoma NOS, donde no es posible

determinar si existen mutaciones en IDH (6).

Al mismo tiempo, la presencia de mutaciones en IDH se considera un biomarcador
de buen pronostico (4). Esta y otras alteraciones han permitido avanzar en el diagnostico
del GB y a su vez conocer el pronostico. Por lo tanto, se considera como uno de los
biomarcadores moleculares mejor estudiados con implicaciones pronosticas. Por otro
lado, la metilacion del promotor de la enzima Metil Guanina Metil Transferasa (MGMT)
es otro biomarcador de buen prondstico, sobre todo en GBs tratados con radioterapia o
terapia con agentes alquilantes como la temozolamida. En estas situaciones, al

encontrarse MGMT hipermetilado, no es capaz de reparar los dafios producidos por las



terapias mencionadas previamente, lo que permite que estas actuen con mayor eficacia y
se asocien con una mayor respuesta y supervivencia global. A su vez, la metilacion de
MGMT se halla asociada a un fenotipo hipermutador y a un defecto de la reparacion de

desapareamiento de bases (7).

Asimismo, la presencia de diferentes caracteristicas histopatoldgicas y
mutaciones, responsables de la iniciacion y progresion de estos tumores, explica la gran
heterogeneidad genética que exhiben (4.,8,9). Por ello, existen -clasificaciones
complementarias como la realizada a partir de la informacion obtenida en The Cancer
Genome Atlas (TCGA), la cual los divide en funcion de su expresion génica. Estos son
el subtipo proneural, el subtipo neural, el subtipo cldsico y el subtipo mesenquimal (tabla
1). En cualquier caso, los subtipos no son homogéneos y muchos tumores no encajan
exactamente en alguno de ellos, pudiendo estar compuestos de varias subpoblaciones

molecularmente distintas (7,10-12).

Tabla 1. Principales marcadores moleculares y subtipos de GB (Adaptacion) (11,12)

Marcador | Funcién del Subtipo Subtipo | Subtipo | Subtipo % de
tumoral marcador Proneural | Neural Clasico Mesenquimal | presentacion

EGFR Regulador
celular: + - + 34%
proliferacion y
sefializacion

Produccion
+ + =200
NF1 Regulador
lular:
e T 15-17%
proliferacion y
sefializacion
PIK3CA Regulador
celular: + 7-10%
proliferacion y
sefializacion
PTEN Regulador
celular: - + + 69%
proliferacion y
sefializacion

TPS3 Apoptosis + + 31-38%

O PILe | Regular ciclo

+ + °
P14 celular 4%
PDGF Regula
crecimiento,
o o op + +
division y
angiogénesis

MGMT Reparar DNA 44%



Glicoproteina 4 alta
transmembran
a para
adhesion
celular, matriz
intercelular

Como indicamos previamente, el GB es un tumor de mal pronostico a pesar de la
existencia de factores prondsticos positivos y de la existencia de un tratamiento estandar,
consistente en cirugia seguida de un tratamiento adyuvante con radio-quimioterapia, ya
que so6lo un 5% de los pacientes con GB sobreviven a los 5 afios del diagnostico (13). En
este sentido, la busqueda de nuevas dianas terapéuticas y marcadores pronosticos para el

GB se hace crucial.

En 1983 fue descrita por primera vez la relacion de los receptores sexuales con
los tumores cerebrales, la cual establecia que tanto el receptor de estrégenos, como
especialmente el de androgenos, podian estar relacionados con el desarrollo de los
diferentes tipos histologicos de los gliomas y el sexo de los pacientes (14). Estos
receptores regulan diversas funciones en el sistema nervioso central y, ademds, son
miembros de la familia de factores de transcripcion activados por ligando, que es
potencialmente oncogénica. Este hecho sugiere que podrian tener cierta relacion con la
patogénesis de tumores de estirpe glial (15). De hecho, es conocida su implicacion en el
desarrollo de tumores como el de prostata o mama, y las ventajas que ha supuesto el uso
de la hormonoterapia como tratamiento (16,17). En el cancer de mama se expresa un alto
nivel de AR, cuya expresion tiene implicaciones importantes en el prondstico y el
tratamiento de este, ya que se relaciona con un menor riesgo de recurrencia y un indice
superior de supervivencia global (SG) (18). También en el cancer de prostata, donde la
activacion del AR conduce a una mayor proliferacion, capacidad de migracion e invasion
de las células tumorales (19,20). Por todo ello, y debido a la gran morbimortalidad que
ocasiona el glioblastoma a pesar del tratamiento existente, es plausible que la
determinacion de los niveles de receptor de andrégenos, asi como la estimacion de su
actividad, podrian permitir un mayor entendimiento de la biologia del GB y analizar la
posible efectividad del uso del receptor de androgenos como una posible futura diana

terapéutica (15).

Asi, tal y como se mencion6 anteriormente, los receptores sexuales, y por lo tanto

el receptor de androgenos (AR), funcionan como factores de transcripcion dependientes



de ligando que se unen a hormonas a través de su dominio de unién a ligando (LBD), para
después unirse al DNA y regular la expresion de ciertos genes (elementos de respuesta a
androgenos). El principal andréogeno circulante es la testosterona, pero la
dihidrotestosterona (DHT) es un metabolito mas activo, siendo el que participa en los
procesos bioldgicos (21). Al mismo tiempo, existen correguladores que modulan la
actividad transcripcional del complejo receptor de androgeno/DNA. Estos pueden ser
coactivadores o correpresores (tabla suplementaria 1 y 2) (22). No obstante, el receptor
de androgenos presenta rutas de sefializacion no dependientes del DNA, las cuales se
valen de segundos mensajeros, como ERK, MAPk y PI3K/akt para alcanzar su objetivo
(23). A su vez, algunas de estas vias de sefalizacion se hallan involucradas en el
desarrollo de ciertos tumores como el cancer de mama, donde la via PI3K juega un papel
en la resistencia antiestrogénica (22). Asimismo, PI3K constituye una de las vias de
sefalizacion mas importante en el GB, mostrandose activa, sobre todo, en el subtipo
proneural como consecuencia de la amplificacion de genes de su ruta. Dicha via esta
implicada en el crecimiento y la supervivencia celular, lo que favorece el crecimiento
competitivo, la capacidad metastasica y, por lo tanto, se activa frecuentemente como un
conductor del cancer. Es por ello que el papel de los receptores sexuales y su activacion

parecen tener una cierta implicacion en el desarrollo del GB (24).

En efecto, el nivel de expresion y de actividad del receptor de andrégenos pueden
verse alterados en algunos tumores. Todo esto, unido a la existencia de variaciones en la
expresion de sus correguladores, puede promover el desarrollo de cancer (25). De hecho,
se ha demostrado que en biopsias realizadas a pacientes con GB aparecen unos niveles de
expresion de AR superiores al cerebro sano (26,27). Esta diferencia se confirma en
diversas bases de datos incluidas en el repositorio Oncomine™, donde ademas parece que
exista una relacion entre el nivel de expresion de AR y el grado histoldgico de los tumores
gliales. Asi, existe una mayor expresion en los tumores de mayor grado, destacando por
lo tanto una sobreexpresion del AR en numerosas lineas celulares del glioblastoma (28).
Ademas, Rodriguez Lozano DC et al (2019) exponen como la adicidon de testosterona in
vitro, a través de la activacion del AR, conduce a una mayor proliferacion de las células
neoplésicas, confiriéndoles una mayor capacidad de migracion e invasion (29).
Igualmente, hay que destacar que los niveles de testosterona parecen ser mayores en los

pacientes que presentan gliomas si los comparamos con pacientes con otras enfermedades



neuroquirurgicas (28), siendo otro dato caracteristico la mayor incidencia de GBs en

varones (4).

En definitiva, dada la relacion de los receptores sexuales con los tumores, y la
existencia de evidencias en la literatura donde se relacionan con los tumores cerebrales,
cabria pensar que hubiese una relacion entre el desarrollo del glioblastoma y la expresion
y/o activacion del receptor de andrégenos. De este modo, y debido a la baja supervivencia
global de este, podria resultar de gran interés el estudio del papel que juegan los

andrégenos y su receptor en la patogenia del GB.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo principal

Determinar el papel pronostico en términos de supervivencia global de la expresion del

receptor de androgenos y su nivel de activacion en pacientes con glioblastoma primario.

4.2 Objetivos Secundarios

- Comparar las caracteristicas clinicas y moleculares entre pacientes con alta y baja
expresion de AR.
- Comparar las caracteristicas clinicas y moleculares entre pacientes con alta y baja

actividad de AR.

4.3 Hipdotesis

Basandonos en la relacion existente entre los tumores cerebrales, como el GB, y
los receptores sexuales, como el de androgenos (14,15), pretendemos demostrar la
existencia de una asociacion entre el grado y velocidad de proliferacion del glioblastoma,
y los niveles de expresion y/o activacion del receptor de androgenos en términos de
supervivencia global. Ademads, aunque existe un tratamiento estdndar (13), la busqueda
de nuevas dianas terapéuticas eficaces para mejorar el pronostico, se hace necesaria
debido a la actual poca supervivencia global de los pacientes con GB (3,13). Por ello,
consideramos que la demostracion de esta relacion podria abrir un nuevo campo de

investigacion para futuras terapias mas dirigidas y eficaces.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Diserio del estudio

Se llevo a cabo un estudio observacional retrospectivo en un total de 233 pacientes
con diagnostico de GB cuyos datos analiticos y moleculares estan disponible en el The
Cancer Genome Atlas (TCGA), una base de datos con un registro de mas de 11.000
pacientes que presentan diferentes procesos tumorales. Asi, se realizd un analisis
estadistico mediante la valoracion tanto de la expresion como de la actividad del AR en

término de supervivencia global.

5.2 Sujetos de estudio

Se incluyeron doscientos cuarenta y cuatro pacientes (94 mujeres; con una edad
media de 59.5 afios [SD=14.29]) de la base de datos del proyecto The Cancer Genome
Atlas (TCGA).

Criterios de inclusion
- Pacientes con GB incluidos en la base de datos del TCGA.
- Pacientes cuyo GB fuera primario.

- Pacientes que presenten datos de expresion de proteinas.

Criterios de exclusion
- Pacientes con IDH1/IDH2 mutados.

- Pacientes cuyo GB habia sido tratado previamente.

Por lo tanto, se determind una cohorte de 233 pacientes (92 mujeres; con una edad
media de 59.7 y [SD=14.18]) y se conform¢ la base de datos definitiva para el posterior

analisis.

Las caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes incluidos en el estudio

se encuentran registradas en la tabla 2.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico Local de acuerdo con la Declaracion

de Helsinki.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes incluidos en el estudio.

60 39%
155 66
45.00.6%
01 69.1%
50.40.4%
21.013%
50.23.6%
50.03.6%
0.01.5%
021 (5D-01)
521 (5055
525 (SD-46010)
:
Lo
:

003 500

AR: Receptor de andrégenos
MGMT: O6 Metilguanina-DNA metil-transferasa

SD: Desviacion estandar

5.3 Variables del estudio

Variable principal

- Lavariable principal de estudio fue el periodo de supervivencia global.

Variables secundarias

- Variables demograficas: edad y sexo.

- Variables clinicas: escala de Rendimiento de Karnosfky, tratamiento (uso de
radioterapia, temozolamida, bevacizumab u otro tratamiento).

- Variables moleculares: metilacion de MGMT, subtipos moleculares, fraccion del
genoma alterada, score de aneuploidia, recuento de mutaciones, variacion en el

numero de copias del AR, mutaciones del AR, expresion proteica del AR y AR-score.
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5.4 Recogida y procesado de datos

Para la obtencion de los datos de la TCGA, se realizo la descarga a través de

Firebrowse (http://firebrowse.org/) (version de datos TCGA 28-01-2016). Como se

menciond anteriormente, solo se incluyeron los pacientes con datos de RPPA en el
estudio. Aparte de los de RPPA, se descargaron e incluyeron en la base de datos otros
datos, como datos clinicos, mutacionales, variaciones en el nimero de copias, datos de
expresion de RNA y metilacion (para determinacion de la O6-metilguanina-DNA-

metiltransferasa [MGMT]) de los pacientes seleccionados.

Ademas, conviene destacar que toda esta informacion no estaba disponible para
todos los pacientes. Por otro lado, los detalles de la generacion de estos datos estan

descritos en otras publicaciones (10,30).
5.5 Tamario muestral

El muestreo se ha realizado por conveniencia seleccionando a aquellos pacientes
de la base de datos del TCGA que cumplian los criterios de inclusion en el estudio. En
este sentido, se determind una cohorte de 233 pacientes (92 mujeres; con una edad media

de 59.7 y [SD=14.18]) conformandose asi la base de datos definitiva.

5.6 Analisis de metilacion de MGMT

De la cohorte de pacientes del TCGA que fueron incluidos en el presente estudio,
se obtuvo que 198 pacientes presentaban la metilacion de MGMT. De los cuales, en 102
se analizd el estado de metilacion mediante la utilizacion de la plataforma Human
Methylation 27 (HM27), y en 112 con la plataforma Human Methylation 450(HM450).
Por otro lado, 2 pacientes (0.9%) presentaron datos provenientes de ambas plataformas.
Por ello, en primer lugar se confirmo la ausencia de diferencias significativas entre ambas
muestras calculando el p-valor mediante un test de t-student (30). Posteriormente, se
combinaron los datos, realizando la media de los valores beta de las islas CpG de interés.
Por otra parte, se determind la metilacion del estado de MGMT segtin lo descrito en otros
trabajos (31). En resumen, se transform¢ los valores beta en valores M usando la siguiente

férmula:

# M = log2 (Beta/(1-Beta))

13
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Después calculamos el logit(y) empleando el modelo propuesto por Bady et al
(2012), donde unicamente se tuvo en cuenta el valor M de dos islas CpG MGMT
(cg12434587 and cg12981137):

#logit(y) = 4,3215+0,5271*cg12434587+0,9265%cg12981137

Segun lo propuesto por Bady et al. (2012), el punto de corte para maximizar la suma
de la sensibilidad y especificidad es de 0.358 (31), empleandose este para indicar los

pacientes que mostraban o no metilacion de MGMT.
5.7 Analisis de RPPA

Para obtener los datos de expresion proteica del AR se realizd el mismo
procedimiento descrito anteriormente. Estos datos mostraron una distribucion normal
(Kolmogorov-Smirnov; p=0.093), por lo que se incluy6 en el andlisis de regresion de
COX univariado (ver mas abajo). Ademas, se dicotomiz¢ (utilizando la mediana) y se us6
la expresion de AR para comparar grupos de baja (<=p50) o alta (>p50) expresion del

AR; mediante el uso de las curvas de Kaplan-Meier y la prueba de Mantel — Cox.

Ademas de la expresion del AR, también se incluyeron el resto de datos de RPPA
en la base de datos para identificar aquellas proteinas que mostrasen una correlacion

positiva o negativa con la actividad del AR.

5.8 Andalisis de la secuenciacion de RNA (RNASEQ)

Los datos de RNAseq estuvieron disponibles para 127 pacientes (54.5% de la
cohorte de pacientes seleccionada), y fueron utilizados para dos procedimientos. En
primer lugar, se usaron para extraer el perfil de expresion de un conjunto de genes para
realizar una clasificacion molecular. Por ello, tal como ha sido descrito en trabajos previos
y en la introduccion, existen diferencias en la expresion genética del glioblastoma que
permiten su clasificacion en los subtipos proneural, neural, clasico y mesenquimal (9,10).
Asi, empleando la lista de genes que se encuentran altamente expresados en cada subtipo

(http://tcga-data.nci.nih.gov/docs/publications/gbm_exp/), se realizd un analisis de

cluster  jerarquico no  supervisado (MORPHEUS - Broad Institute,

http://software.broadinstitute.org/morpheus/), asignando a cada paciente a un subgrupo

molecular (figura suplementaria 1).
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En segundo lugar, con el fin de inferir la actividad del AR, se incluy6 el perfil de
expresion de genes de respuesta a androgenos (ARGs) que han sido previamente
validados (32). Més concretamente, se incorpor6 una lista de 13 genes que son inducidos
por la activacion del AR en las lineas celulares HPr-1AR (linaje de células prostaticas
normales) y LNCaP (linaje de células prostaticas cancerigenas) (32) (tabla suplementaria
3). Para ello, se defini6 la actividad del AR mediante la cuantificacion de la expresion
compuesta de este conjunto de 13 genes en cada muestra. Al igual que en otros trabajos
(33), se calculo un Z-score para la expresion de cada gen de cada muestra mediante la
sustraccion de la media acumulada de los valores de expresion de RNAseq y dividiendo
por la desviacion estandar acumulada. La actividad del AR (denominada aqui AR-score)
para cada muestra es computada como la suma de los Z-scores de los ARGs
seleccionados. El AR-score mostr6 una distribuciéon normal (Kolmogorov-Smirnov;
p=0.866), siendo incluido en el andlisis de regresion de Cox univariante. Del mismo
modo, también se dicotomizd (empleando la mediana) y se utilizé la expresion del AR-
score para comparar los grupos de bajo (<=p50) y alto (>p50) AR-score, empleando las

curvas de Kaplan-Meier y la prueba de Mantel — Cox.

5.9 Variaciones en el niumero de copias de DNA y mutaciones de DNA

Se descargaron los archivos que incluian la informacion sobre la variacion en el
nimero de copias (CNV) y las mutaciones, tal y como se ha indicado anteriormente. Tras
excluir a aquellos pacientes cuyos datos de RPPA no estuvieron disponibles, se estudiaron
los 10 genes mas comunes relacionados con cdncer que mostraron variaciones en el
nimero de copias y/o mutaciones. Asi, se identificaron aquellos genes (tablas
suplementarias 2 y 3) de la cohorte entera de glioblastoma del TCGA, cuyo analisis se

muestra en cBioPortal (https://www.cbioportal.org/). Se realizé un anélisis comparativo

de la distribucion de esos eventos genéticos entre los dos grupos de expresion del AR y

el AR-score. Ademas, se analizaron las CNVss y las mutaciones del AR.

5.10 Analisis estadistico

Se emplearon analisis estadisticos no paramétricos (U de Mann-Whitney para
variables continuas y Chi-Cuadrado / Prueba exacta de Fisher para variables discretas)
para identificar diferencias entre los grupos de baja y alta expresion del AR, al igual que
entre los grupos de bajo y alto AR-score. Se consider¢ la significacion estadistica cuando

p-valor<0.05. Sin embargo, teniendo en cuenta el alto nimero de comparaciones durante
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el analisis molecular, se utiliz6 un p-valor corregido para estas variables, empleando el
método False Discovery Rate (FDR). Asi, las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas cuando FDR<0.1.

Se realizaron analisis de regresion de Cox uni y multivariados, en los que se
incluyeron variables clinicas y moleculares en el analisis univariado, y se afiadieron al
modelo multivariado aquellas con un p-valor <0.05. También, se utilizaron las pruebas
de Mantel — Cox y de Kaplan-Meier para estudiar las diferencias de supervivencia global
entre los grupos de diferente expresion de AR y AR-score. La significacion estadistica

para el analisis de supervivencia se consider6d cuando p-valor<0.05.

Finalmente, se realizé un analisis de correlacion entre los datos RPPA y el AR-
score de cada muestra. Las 5 proteinas que presentaron el coeficiente mas alto de
correlacion (positivo o negativo) fueron estudiadas mas profundamente. Ademads, se
analizaron los genes que codifican estas proteinas mediante los datos compartidos por
Gene Ontology (GO) en relaciéon a los procesos biologicos en los que participan,

empleando para ello elg:Profiler (http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost).
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6. RESULTADOS

6.1 Expresion del receptor de androgenos y comparativa entre los grupos de alta

y baja expresion del AR

Los datos de RPPA mostraron una expresion media normalizada del AR de
0.027(SD=0.38) en las muestras de glioblastoma. Como era de esperar, se observd una
positiva pero moderada correlacion entre los niveles de proteina y mRNA del AR
(Coeficiente de Correlacion de Spearman [CC] = 0.557; p<0.0001). A su vez, no se
identificaron diferencias en la expresion media del AR entre mujeres y hombres (0.047

vs. 0.015; p=0.670).

Por otro lado, se realizé un analisis comparativo entre pacientes con una baja
(<=p50) y una alta (p>50) expresion del AR, empleando para ello la mediana (p50=0.017)
de la expresion de proteina del AR. En el grupo de alta expresion del AR, los pacientes
presentaron una tasa mas elevada del estado de metilacion de MGMT (33.0 vs. 47.5%;
p=0.043) (tabla 3), no identificAndose ninguna otra diferencia significativa entre estos dos

grupos (tabla 3).

Con respecto a la mediana de supervivencia global (SG) de cada grupo, los
pacientes con una alta expresion del AR mostraron un mejor pronodstico que aquellos con
una baja expresion del AR (15.43 vs. 13.47 meses). Sin embargo, esta diferencia no
alcanz¢ la diferencia estadistica (Prueba de Mantel-Cox; p=0.124) (tabla 3, figura 1).

Tabla 3. Analisis comparativo de las caracteristicas clinicas y moleculares entre los pacientes
con baja expresion del AR (<=p50) y alta expresion del AR (>p50).

(n=116) (n=115) p-valor

Edad 58.63 (SD=14.0) 60.83 (SD=14.4) 02101

Sexo (mujer:hombre) 44:74 48:67 0.5052

Escala de Rend t | (¢ fsky<
8;caa e Rendimiento de Karnofsky 32 (34%) 28 (33.7%) 1.0002

74 (62.7%) 81 (71.1%) 0.2102
24 (20.3%) 24 (20.9%) 1.0002
45 (38.1%) 46 (40.0%) 0.7902
32 (33.0%) 48 (47.5%) 0.0432
10 (14.7%) 17 (28.8%) 0.0583
Basty 170880
et tases
os2h 4@
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Fraccion de genoma alterada 0.21 (SD=0.1) 0.21 (SD=0.1) 0.7411
Score de aneuploidia 9.02 (SD=5.5) 8.39 (SD=5.5) 0.5641
114.52 (SD=650.8)  50.27 (SD=36.7) 0.6951

Variaciones en el niimero de copias del
AR

: 1 09%
Mutaciones del AR - - -

AR-score (n=127) 0.10 (SD=6.17) -0.16 (SD=5.27) 0.6781
Supervivencia global (meses) 13.47[11.2 —15.7] 1543 [13.7-17.2] 0.1244
ABREVIATURAS:

TESTS ESTADISTICOS:
1Ude Mann — Whitney.
2Prueba exacta de Fisher.
3 Chi Cuadrado.

4Prueba de Mantel-Cox.

AR: Receptor de andrégenos
MGMT: O6Metilguanina-DNA metil-
transferasa

RT: Radioterapia
SD: Desviacion Estandar
TMZ: Temozolamida

Gracias a la amplia informacion molecular disponible en los pacientes TCGA, se
llevaron a cabo comparaciones adicionales entre los grupos de baja y alta expresion, las
cuales se centraron en las variaciones en el numero de copias (CNV) y mutaciones de
DNA. También se realizaron pruebas consistentes en la determinacion de la frecuencia
de ganancias y pérdidas cromosomicas (tabla suplementaria 6); andlisis de
amplificaciones focales y deleciones en los 10 principales genes relacionados con el
cancer con CNVs focales en glioblastoma (tabla suplementaria 7); y mutaciones (tabla
suplementaria 8) en ambos grupos de expresion del AR. Aunque en estos casos no se
identificaron diferencias significativas entre ambos grupos, incluso cuando se considerd

un p-valor no corregido (tablas suplementarias 6-8).

6.2 Medicion y comparativa del AR-score entre grupos con alta y baja expresion

del AR-score

Se utiliz6 la expresion de mRNA de los 13 genes de respuesta a androgenos
(ARGs) validados para crear un indice que refleja a la actividad del AR (denominada AR-
score) (ver Métodos, tabla suplementaria 3), cuya media en la cohorte de pacientes
estudiada (127 pacientes) fue de -0.024 (SD=5.74). En este andlisis no se observo
correlacion alguna entre el AR-score y la expresion del AR a nivel de proteina
(Coeficiente de Correlacion de Spearman; CC=0.060; p=0.500), ni entre el AR-score y la
expresion del AR a nivel de RNA (Coeficiente de Correlacion de Spearman; CC=-0.007
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p=0.934). Los hombres presentaron una media de AR-score mas elevada (0.14, SD=5.89)
que las mujeres (-0.32, SD=5.53), pero esta diferencia no alcanz6 la significacion

estadistica (p=0.850).

Por otro lado, se procedio6 a realizar un analisis comparativo entre pacientes con
bajo AR-score (<=p50) y alto AR-score (p>50), empleando para tal fin la mediana
(p50=0.05) del AR-score. En este caso no se identificaron diferencias significativas entre
los grupos de AR-score en lo que respecta a las variables clinicas y moleculares incluidas

en el estudio (tabla 4).

En relacion con las aberraciones cromosdmicas, se identific6 una mayor
proporcion de pacientes con una pérdida de 6p en el grupo con alto AR-score (8 vs. 1
pacientes [13.6% vs. 1.17%]), siendo significativamente diferente (p=0.022), pero no

alcanzando la significacion con los valores de FDR (FDR>0.01) (tabla suplementaria 9).

Ademas, los pacientes del grupo de bajo AR-score presentaron una mayor
proporcion de CNVs involucrando a los genes CDKN2A (60.9 vs. 37.5%; no corregido
p=0.013) y CDKN2B (60.9 vs. 37.5%; no corregido p=0.013). No obstante, esta
diferencia no resulto ser significativa cuando se tomaron en cuenta los valores corregidos
de p-valor (FDR>0.01) (tabla suplementaria 10). Finalmente, no se observaron
diferencias en la incidencia de los 10 principales genes mutados del glioblastoma
relacionados con el cancer entre los grupos de bajo y alto AR-score (tabla suplementaria

5).

Con respecto a la mediana de supervivencia global (SG) de cada grupo, los
pacientes con una alto AR-score mostraron un peor prondstico que aquellos con bajo AR-

score (15.6 vs. 13.1 meses; p=0.025) (tabla 4, figura 1).

Tabla 4. Analisis comparativo de las caracteristicas clinicas y moleculares entre los pacientes

con bajo AR-score (<=p50) y alto AR-score (>p50).

val
(n=64) (n=63) e

Edad 56.39 (SD=15.9)  60.56 (SD=14.8)  0.1321
17 (31.5%) 19 (36.5%) 0.6832
44 (68.8%) 38 (59.4%) 0.3572
12 (18.8%) 10 (15.6%) 0.8152
36 (56.2%) 30 (46.9%) 0.3772

Metilacion del promotor MGMT 22 (47.8%) 17 (36.2%) 0.2972
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Subtipo molecular(n=127)

17 (26.6%)
12 (18.8%)
19 (29.7%)
16 (25.0%)

023 5001
335 (5D-6.1)
:
:
:
002 (500

ABREVIATURAS:

AR: Receptor de Andrégenos
MGMT: O6Metilguanina-DNA metil-
transferasa

RT: Radioterapia
SD: Desviacion Estandar
TMZ: Temozolamida

10 (15.9%)
18 (28.6%)
11 (17.5%)
24 (38.1%)
0.21 (SD=0.1)
8.13 (SD=5.7)
49.15 (SD=49.9)

1 (1.7%)
-0.01 (SD=0.3)
13.1[10.1 - 16.1]

TESTS ESTADISTICOS:
1Ude Mann — Whitney.
2Prueba exacta de Fisher.
3 Chi Cuadrado.

4Prueba de Mantel-Cox.

A) Supervivencia Global (expresion AR)

-
o

o
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o
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o
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o
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Fraccion de supervivientes

o
=}

50 100 150
Tiempo (meses)

o

No. en Riesgo

— Bajo AR
— Alto AR

Bajo AR 116 3 1
Alto AR 115 2 1
B) Supervivencia Global (AR-score)
g 10 .
= == Bajo AR-score
-2 0.84 —— Alto AR-score
[
S 0.64
=
n
& 0.4
$§
‘s 0.21
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£
w 0.0 T T 1
0 50 100 150
No. en Riesgo Tiempo (meses)
Bajo AR 64 4 1
Alto AR 63

0.0813

0.8911
0.6861
0.9371

1.0003

0.9241
0.0254

Figura 1. Analisis de supervivencia en los grupos del Receptor de Andrégenos (AR) y AR-score. A)
Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global en pacientes de los grupos de alta y baja expresion del
AR (usando el percentil 50 como punto de corte); B) Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global
en pacientes de los grupos de alta y baja expresion del AR-score (usando el percentil 50 como punto de
corte).
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6.3 Evaluacion prondstica de la expresion del AR y AR-score

En primer lugar, se realizo el andlisis de regresion univariado para analizar el valor
de la expresion de proteina del AR y el AR-score como factores prondsticos, incluyéndose
a su vez otras variables asociadas con el pronostico del glioblastoma (tabla 4). EI AR-
score se asocid con un peor prondstico en lo que respecta a la supervivencia global
(HR=1.070, 95% C.I. [1.033 — 1.108]; p=0,000177). Ademads, esta relacion fue
significativa incluso en el andlisis multivariado (HR=1.054, 95% C.I. [1.008 — 1.103];
p=0.020), donde se incluyeron las variables que mostraron significacion estadistica en el

analisis de regresion de Cox univariado (p<=0.05) (tabla 5).

Tabla 5. Analisis de regresion de Cox evaluando el efecto de las variables clinicas y moleculares

en la supervivencia global.

REGRESION DE COX UNIVARIADA

Hazard Ratio 95% C. 1. p-valor
1.039 1.026 - 1.051 0.000

0.733 0.537 - 1.002 e
1.364 0.998 — 1.863 '

Escala de Rendimiento de Karnofsky<

30 1.765 1.229 —2.535 0.002
0.476 0.348 — 0.653 0.000
0.591 0.402 - 0.870 0.008
0.692 0.487 - 0.982 0.039
0.858 0.538 —1.370
1.349 0.904-2.015 6154
0.655 0.428 — 1.002 '
0.978 0.651 - 1.468
0.868 0.600 — 1.255 0.452

1.070

REGRESION DE COX UNIVARIADA

1.033 —1.108 0.000

Hazard Ratio 95% C. 1. p-valor
1.023 0.999 — 1.048 0.059
1.117 0.558 —2.235 0.755
0.536 0.285-1.011 0.054
0.790 0.406 — 1.539 0.489
0.827 0.438 - 1.539 0.559
1.054 1.008 — 1.103 0.020

6.4 Anadlisis de correlacion entre el AR-score y los datos de RPPA. Andlisis GO

Se realizd un analisis de correlacion entre el AR-score y el resto de los datos de
expresion proteica (RPPA), cuyo objetivo fue identificar relaciones significativas,
positivas y negativas, entre la actividad del AR y otras proteinas relacionadas con el

cancer incluidas en los datos de RPPA provenientes del TCGA. Asi, entre las 5 proteinas
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genéticas con mayor coeficiente de correlacion, 4 presentaron una relacion positiva con
el AR-score (figura 2): PAI-1 (CC: 0.51), Caveolina-1 (CC=0.43), NDRG] fosforilada
(CC=0.42) y Caspasa-8 (CC=0.38). La otra proteina seleccionada fue CDK1 fosforilada,

cuya expresion presento una correlacion negativa con el AR-score (CC=-0.39) (figura 2).

Con el fin de determinarlos procesos bioldgicos regulados por estas proteinas, se

estudiaron aquellos en los que estaban involucrados los genes que codifican estas 5

proteinas. Asi, el analisis mostré que estas proteinas se hallan principalmente asociadas

con la regulacidon de procesos apoptoticos (p-valor ajustado=0.0007).

Caspase 8

X (AR - Score)

A) Caveolin 1
6-
K] )
-] o
- o
< <
o [N
o o
3 15,
> >
= T
L
X (AR - Score) X (AR - Score) 3
g
NDRG1 pT346 CDK1 pY15 &
1.5 >
3 T
3 3
g g
& &
= =
> >
-1.0-
X (AR - Score) X (AR - Score)
B)
Proteina Gen Coeficiente de Correlacién p-valor FDR
PAI L SERPINE1 0.51 1.1E-07 2.1E-06
Caveolin 1 CAV1 0.43 5.8E-06 3.7E-05
NDRG1 pT346 NDRG1 042 1.2E-06 1.1E-05
CDK1 pY15 CDK1 -0.39 1.3E-04 4.8E-04
Caspase 8 CASP8 0.38 5.5E-05 2.6E-04

Figura 2. Analisis de correlacion entre AR-score y los coeficientes de correlacion de las 5 principales
proteinas en el RPPA de los datos del TCGA. A) Graficos mostrando la relacion entre AR-score y cada
expresion de proteina seleccionada; B) Tabla mostrando la informacion del analisis de correlacion que se

representa graficamente en A).
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7. DISCUSION

Como se ha mencionado, el GB presenta un mal pronostico a pesar del tratamiento
estandar existente, por lo que se plantea la necesidad de identificar y caracterizar nuevas
dianas terapéuticas. Los androgenos y su receptor juegan un papel esencial en numerosos
mecanismos del SNC y, al mismo tiempo, parecen estar relacionados con la patogénesis
del GB segun reflejan ciertos estudios, tal y como Rodriguez Lozano DC et al (2019)
exponen en su analisis in vitro. Dicho estudio expone como la presencia de testosterona
a través del AR, confiere a las células neoplasicas una mayor proliferacion y capacidad
de invasion (29). Por ello, este trabajo intenta definir la relacion del AR con el GB, y a su
vez determinar el pronostico que refleja la activacion y/o expresion de su receptor en

términos de supervivencia global.

Es bien sabido que el receptor de androgenos esta relacionado con el desarrollo
de numerosos procesos neoplasicos, siendo destacado el cancer de prostata. De ahi que el
tratamiento cldsico sea bloquear la accion de las hormonas relacionadas con esta

estructura, especialmente los androgenos.

Asi pues, la sobreexpresion del AR puede ser una respuesta a las concentraciones
circulantes bajas de andrdgenos, ya que los pacientes que tienen una sobreexpresion del
AR responden mejor al bloqueo maximo de androgenos que los pacientes con tumores

sin sobreexpresion, y por lo tanto con un mejor pronostico (20).

Asimismo, en el cancer de mama, la variante basal like o triple negativo (no
expresan ni receptores de estrogenos, ni de progesterona ni HER2) presenta un mal
pronostico. Sin embargo, se ha visto que puede expresar receptor de androgenos, y ese
nivel alto de expresion del AR se relaciona con un menor riesgo de recurrencia y un indice
superior de supervivencia global frente a los que no expresan receptor de andrdgenos.
Ademas, si los androgenos producen el crecimiento de células tumorales, es razonable

utilizar terapia antiandrogénica para bloquear la produccion de los mismos (34,35).

En este sentido, y en lo que respecta a nuestro estudio; los pacientes con una alta
expresion del AR mostraron un mejor pronodstico en comparacion con aquellos que
presentaban una baja expresion del AR, siendo la SG de 15.43 y 13.47 meses,
respectivamente. De esta manera, y como se ha visto en el cancer de prostata, la

sefializacion del AR permanece activa y favorece el desarrollo del cancer; pero al mismo
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tiempo presenta un mejor prondstico administrando el bloqueo maximo de andrégenos.
Del mismo modo ocurre en el cancer de mama, donde la sobreexpresion del AR en la
variante molecular triple negativo conlleva a una mayor SG. Analizar esto nos lleva a
pensar que en el GB pueda ocurrir lo mismo, ya que, aunque la sefializacion del AR
favorece el desarrollo del cancer, el receptor de androgenos podria ser una nueva diana
terapéutica de este, utilizando la hormonoterapia como posible tratamiento. Esto
supondria un aumento de la supervivencia global media, puesto que, segun los resultados
obtenidos, los pacientes con una mayor expresion de AR tienen un mejor prondstico y

una mayor supervivencia global.

7.1 Efectos de los corticoides

Por otro lado, hay que pensar que dentro del tratamiento del GB se incluye el uso
de corticoides, como la dexametasona. Esta mejora el edema cerebral que provoca el
tumor, influyendo tanto en los factores que regulan la permeabilidad como inhibiendo su
produccion. Ademads, ayuda a disminuir la proliferacion celular, pero causa muchos
efectos secundarios, aumentando la gravedad con la dosis y duracion de la terapia (36).
Asimismo, dentro de los efectos secundarios que tienen gran importancia clinica, destaca
la afectacion de la funcion gonadal. En las mujeres suprime la respuesta de LH a la GnRH,
lo que produce supresion de la secrecion de estrogenos y progestdgenos, provocando
anovulacion y amenorrea, y en el hombre disminuye la secrecion de testosterona. De
hecho, en el cancer de prostata, donde a pesar del tratamiento médico o quirtrgico los
niveles de testosterona seguian elevados, el uso de corticoides como la dexametasona los
redujo. En este sentido, se concluye que el tratamiento con corticoides disminuye de

manera efectiva y rdpida la produccion de androgenos (37).

Esto explicaria que el uso de corticoides en el tratamiento del GB pudiera tener
relevancia en el prondstico y, por consiguiente, en la supervivencia global; ya que al usar
dosis elevadas y prolongadas en el tiempo, se produce una disminucion de las hormonas
sexuales. Asi, la consecuencia de esta disminucion es la mayor expresion del AR, y por

lo tanto un pronostico mejor segun los resultados obtenidos.
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7.2 Efectos de NDRG1 y CDK]1 fosforiladas, PAI-1, Caveolina-1 y Caspasa-8 en
GB

Como se ha visto en los resultados de nuestro estudio, PAI-1, Caveolina-1,
NDRGI fosforilada y Caspasa-8 se encuentran correlacionadas positivamente con el AR-
score, mientras que la expresion de CDK1 fosforilada se correlaciona de manera inversa,

disminuyendo su presencia segun se incrementa el AR-score.

Estas proteinas presentan diversas funciones vitales para la supervivencia celular,
ya sea en condiciones fisiologicas y, en algunos casos, patologicas. Asi, vemos que en el
GB, tanto PAI-1 como Caveolina-1, Caspasa-8 y CDK1, promueven de alguna manera la

progresion tumoral (38—40). En cambio, NDRG1 actta en sentido contrario (46).

En el caso de PAI-1, se ha observado un importante papel en la invasion tumoral
y metastasis, asociandose su sobreexpresion con un peor prondstico en multiples
neoplasias, como el GB. En este sentido, en algunos estudios se ha observado que en el
GB actia en la modulacion de la adhesion celular, y por consiguiente la capacidad de
diseminacion (41), promocion de la angiogénesis (40) y estimulacion de la proliferacion
celular. Por ultimo, en el GB especificamente, se ha demostrado que a mayor Pai-1, mayor

reclutamiento de células mastocitarias por parte del tumor (42).

En lo que respecta a Caveolina-1, se ha descrito su asociacion tanto con funciones
supresoras tumorales, como con otras relacionadas con la transformacion celular,
proliferacion tumoral y progresion metastasica, lo cual denota su gran versatilidad
dependiendo del contexto (43). Asi, en el GB, donde su expresion es muy superior a la
observada en tejidos cerebrales normales (44), contribuye a la diseminacion tumoral

mediante la degradacion de la matriz extracelular (38).

Por su parte, NDRGI estd implicada en una amplia variedad de procesos que
abarcan desde la diferenciacion celular, respuesta a la hipoxia, reparacion de dafos del
DNA, proliferacion y crecimiento celular, hasta la progresion tumoral y metéstasis, entre
otros. A su vez, se ha demostrado su asociacion con el gen supresor tumoral P53, el cual,

en contextos de déficit de NDRGI, ve su expresion significativamente mermada (45).

En el caso del GB, mayores niveles de NDRG1 se han asociado con una mejor
SG, puesto que inhibe la proliferacion celular a través de la supresion de la expresion de

GSK3p, cuya funcién es promover la invasion, proliferacion tumoral y la resistencia
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terapéutica (46). Sin embargo, en nuestro estudio observamos que a mayor AR-score, es
decir, cuanto peor prondstico, més expresion de NDRG1, pero en su forma fosforilada.
Por lo tanto, concluimos que esta proteina en su forma fosforilada no presenta funciéon

alguna, permitiendo asi el desarrollo del GB.

Otra de las proteinas relacionados con el AR-score en nuestro estudio es Caspasa-
8, el cual codifica una proteina que ha sido reconocida como iniciadora de la via
extrinseca de la apoptosis, iniciando una cascada de sefalizacion que aboca en la
activacion de las caspasas ejecutoras de la apoptosis (47). A su vez, en los ultimos afios
se han definido funciones no relacionadas con la apoptosis, como la modulacion de la
actividad de NF-KB. En relacién a esto, y a diferencia de otras neoplasias, caspasa-8
mantiene su expresion en el glioblastoma, sobre todo en el subtipo mesenquimal,
demostrandose ademas su importante papel en la proliferacion tumoral en el
glioblastoma, ya que mantiene la produccion de citocinas y la neoangiogénesis.
Igualmente promueve la actividad de NF-KB, un grupo de proteinas relacionadas con
multiples funciones, entre ellas el crecimiento y supervivencia celular. Es por ello que en
tumores como el GB, donde es activada de manera constitutiva, favorece el crecimiento
e invasion tumoral, inhibiciéon de los mecanismos de muerte celular programada y
aumento de resistencia al tratamiento. Por otro lado, se ha observado también que su

silenciamiento puede sensibilizar a las células al tratamiento con temozolamida (39).

Por ultimo, CDK1, la ultima de las proteinas analizadas en nuestro estudio junto
con el AR-score, constituye un actor fundamental en la promocion de la mitosis, lo cual
justifica su elevada expresion en el GB al compararla a aquella en tejidos cerebrales
normales. Este hecho supone un peor prondstico en términos de supervivencia global;
mientras que en contextos en los que se ve inhibida, disminuye significativamente la
proliferacion tumoral del GB (48). Asi, contemplando que en nuestro estudio a mayor
AR-score, menor CDK1 fosforilada, asumimos que esta en su forma fosforilada se
encuentra inactivada. Por lo tanto, cuanto mas elevado sea el AR-score, mas proteina

activa observaremos y, consecuentemente, mayor proliferacion tumoral.

Teniendo en cuenta el papel que cada proteina juega en la patogénesis del GB, y
la correlacion con el AR-score que hemos observado en nuestro andlisis, seria logico
pensar que a mayor AR-score peor pronostico, como nuestro analisis ha mostrado, pues
los 5 genes analizados, ya sea a través de un incremento de mecanismos protumorales o
la disminucioén de aquellos que dificultan la proliferacion neoplasica, contribuyen al
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avance del GB. Ademas, estos datos observados también podrian ser de utilidad para
aunar un mayor interés en el estudio del AR-score y los factores que mas afectan al
incremento o disminucion de su valor, ya que si se consigue entender por qué algunos
pacientes presentan mayor AR-score que otros, seria posible buscar nuevas terapias y
estrategias que mantengan ese nivel disminuido, o0 métodos que nos ayuden a predecir si
ese paciente tendra mayor o menor nivel de AR-score y, por tanto, mejor o peor

pronostico.
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8. CONCLUSIONES

El glioblastoma es un tumor con un mal pronostico y debido a la baja
supervivencia global y los pocos avances en un tratamiento que lo mejore, la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas se hace necesaria para ayudar a aumentar la esperanza

de vida de estos pacientes.

Por ello, el analisis realizado sugiere que podria influir la expresion y/o actividad
del receptor de andrégenos, ya que se observa que en aquellos pacientes con una mayor
expresion de este, proporciona un mejor prondstico que en aquellos con una menor

expresion.

En este sentido, y como respuesta a nuestro planteamiento, nuestro estudio nos
permite considerar los niveles de androgenos y de su receptor como posibles dianas

terapéuticas del GB.

De tal manera, y como se hace en el tratamiento de otros canceres, la
hormonoterapia podria ser una nueva linea terapéutica que se establezca para el
tratamiento estandar del GB y mejore el pronostico; aumentando la supervivencia global

media.
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9. ;QUE HEMOS APRENDIDO?

La realizacion de este trabajo nos ha acercado a como se realiza una actividad
investigadora y todo lo que ello supone. Ademas, nos ha permitido mejorar nuestras
habilidades a la hora de llevar a cabo el método cientifico, ya sea con respecto a la
formulacion de una hipoétesis, la busqueda de bibliografia referente a un tema en cuestion,
o la elaboracion de conclusiones a partir de los resultados obtenidos en todo el proceso

de investigacion.

Es verdad que, durante toda nuestra formacion, la busqueda de bibliografia ha sido
un pilar fundamental. Sin embargo, la realizacion de este trabajo nos ha permitido
perfeccionar las técnicas de busqueda y adaptar de una manera mas minuciosa los criterios

de esta.

Asimismo, a lo largo de nuestra investigacion nos hemos encontrado con muchos
articulos, pero no todos ellos han sido necesarios para el desarrollo de nuestro tema, lo
que pone de manifiesto la importancia de discernir qué es relevante de lo qué no lo es en
un trabajo de investigacion; aspecto que hemos aprendido e incorporado a nuestra

formacion gracias a este proyecto.

Por otro lado, también es importante la capacidad de analizar los datos e
interpretar los resultados obtenidos. En este sentido, hemos comprendido el papel
primordial de la estadistica en el andlisis e interpretacion de un conjunto de datos a
estudio, pues las numerosas técnicas que la conforman nos han permitido manejar la
informacion de manera clara y precisa; conocimiento adquirido durante la realizacion de

este trabajo.

También hemos aprendido a elaborar una buena base de datos, ya que constituye
la base que sustenta todo este trabajo y, por lo tanto, supone uno de los principales pilares
sobre los que recae el peso de una investigacion. En este caso hemos empleado la
plataforma Excel, una herramienta de la que pobremente conociamos su utilidad. De esta
manera, y gracias a ella, hemos elaborado una consistente base de datos que nos ha
permitido mantener ordenada toda la informacion, facilitando asi el analisis de dichos

datos.
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Otro aspecto en el que hemos mejorado durante la realizacion de este proyecto ha
sido el perfeccionamiento en la redaccion y comprension de cdmo estructurar trabajos de
esta indole, pues a pesar de que la metodologia es similar a la de otros trabajos que hemos
elaborado, hay particularidades en la escritura de estudios del mundo de la investigacion
que no conociamos. Asimismo, todo este proceso de aprendizaje también nos ha
permitido experimentar como es trabajar en equipo de manera coordinada en un proyecto
de estas caracteristicas, puesto que colaborar en un trabajo que necesita varios dias de
dedicacion no requiere lo mismo que cooperar en una investigacion de meses o afnos de
trabajo, la cual, ademas, precisa de un proceso de adaptacion mucho mas profundo por

parte de los integrantes del equipo.

Por ultimo, pero no por ello menos importante, nos gustaria destacar como la
busqueda exhaustiva de literatura del GB, y el andlisis de esta, nos ha proporcionado
mucha mas informacion acerca del GB, suponiendo ello un enorme enriquecimiento para
nuestro conocimiento, tanto por toda la formacion adquirida en el proceso de elaboracion
este trabajo, como por conocer con mayor profundidad un tema de enorme e importante

actualidad.
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11. ANEXOS

Figura suplementaria 1. Analisis jerarquico no supervisado de clusteres para identificar subgrupos

moleculares en glioblastoma, segin Verhaak et al., 2010.
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Tabla suplementaria 1. Correpresores AR

sssss

Correpresores AR Descripcion

Calreticulina Inhibe la unién al DNA vy la transcripcion.

Reduce la transcripcion y funciona como un

Ciclina D1
IS coactivador de ER.

Reduce la transcripcion de AR en presencia de

DHT.

Tabla suplementaria 2. Coactivadores AR

Coactivadores AR Descripcion

ANPK (PKY) Mejora la estabilidad de la proteina AR.

Interactia con el dominio NH2-terminal que
contiene la repeticion de poliglutamina.

ARA24 (Ran)
ARA54 Mejora la transcripcion.
ARASS (Hic5) Mejora la transcripcion.
ARA70 (RFG, ELE1) Mejora la transcripcion.
ARA160 (TMF) Mejora la transcripcion.

Contiene los dominios SET y PHD. Interactiua

ARA267 (NSD1) con RAR, RXR, ER y TR



ARIP3 (PIASax)

BAG-1L
B-CATENIN

BRCA1

4CAVEOLIN-1

CYCLIN E
E6-AP

FHL2 (DRAL)
GELSOLIN

HMG-1/-2

HSP40 (DNAJ, YDJ1P)

PGC-1 (LEMG6)
PIASI

Facilita la interaccion entre los terminales AR
NH2 y COOH. Reprime la transcripcion mediada
por AR del promotor probasin en una proporcion

alta (1: 200 AR: coactivador).

Funciona para regular hsp70.
Mejora la transcripcion

Gen de susceptibilidad al cancer de mama.
Interactia con el CBP. Mejora la transcripcion
AR sinérgicamente con ARA70 y ARASS. Las

mutaciones asociadas a la enfermedad de BRCA1
reducen su capacidad para mejorar la
transcripcion de AR.

Proteina de membrana
Posee actividad acetiltransferasa.
Coactiva multiples factores de transcripcion.

Mejora la actividad transcripcional de AR
independientemente de la progresion del ciclo
celular.

Contiene dominios de coactivacion y
ubiquitinaligasa.

Expresado predominantemente en el corazon;
Expresion también observada en los epitelios y
estroma de la prostata.

Mejora la transcripcion de AR en prostata y
células musculares. También funciona como una
proteina de corte de filamentos de actina y

capping.

Mejora la transactivacion por PR y GR. Mejora la
unién al DNA de AR, PR, ER y GR. Se encuentra
como una proteina abundante asociada a la
cromatina que no se une a una secuencia de
reconocimiento de DNA especifica.

Miembro del heterocomplejo chaperon. La
mutacion de hsp40 en levadura reduce la
activacion transcripcional AR.

Coactivador general de receptores nucleares

Coactiva GR, pero funciona como un correpresor
de PR.
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SNURF (RNF4)

SRC-1 (NCoA-1)

SRC-3 (Rac3, ACTR, AIB1, p/CIP, TRAM1)

Supervillin

TIF2 (GRIP1, NCoA-2, SRC-2)

Mejora la union del DNA AR y GR.

Supresor de tumor. Mejora la transcripcion de
wtAR y AR (T877S). Interactiia con el
coactivador TR230 de TR para reprimir la
transcripcion de TR.

Funciona como un coactivador en bajas relaciones
receptor-coactivador, pero como un represor en
una alta proporcion. Influye en la actividad
transcripcional de ER, PPARy y PPARa.

Puede reclutar el factor de remodelacion de la
cromatina HMGI (Y). También interactua con ER
y PR.

También mejora la transcripcion por PR, GR y
ER. Mejora la transactivacion a través del
dominio AF-1 de GR y PR. Funciona como una
transcripcion de RNA y se asocia con un
complejo corregulador que contiene SRC-1

Coactivador general de receptores nucleares.
Posee actividad débil de acetiltransferasa.

También mejora la transcripcion por TR, PR y
RAR. Interactua con CBP / p300. Posee actividad
acetiltransferasa.

Proteina de unién a la actina. También interactia
con GR.

Coactivador general de receptores nucleares. Las
mutaciones de AR que interrumpen las
interacciones del dominio NH2 / COOH también
interrumpen las interacciones de AR con TIF2.

Miembro de la familia MYST / SAS de histonas
acetiltransferasas. También coactiva PR y ER.

Enlaza covalentemente la molécula de ubiquitina
tipo SUMO-1 con proteinas objetivo. También
interactua con GR.

Puede funcionar como un coactivador de AR en
HeLacells pero como un correpresor en 1471.1
cells. También interactia con ERa, TR, y GR. En
las HeLacells, la coactivacion es sinérgica con
TIF2.

37



Tabla suplementaria 3. Genes de respuesta de androgenos validados (ARGs) que son inducidos por la

activacion del receptor de androgenos (AR) en células HPr-1AR (linea celular de prostata normal) y LNCaP

(linea celular de cancer de prostata) (extraido de Bolton et al, 2007).

Tipo ARGs

ATP1ALI
MCEE
ELL2
SLC26A2
ARG FKBP5
ARG VEGFA
ARG Sgk
ARG SLC22A3
ARG NDRG1
NFKBIA
PYGB

Proceso biolégico
Transporte de iones acoplado a la hidrolisis
ATP, motilidad espermatica
Metabolismo de L-metilmalonyl-CoA

Proteina cotranslacional dirigida a la
membrana
Alargamiento/elongacion de RNA a partir del
promotor RNA polimerasa (pol) II
Osificacion, transporte de sulfato

Plegado de proteinas

Proliferacion celular, transduccion de sefiales,
morfogénesis
Respuesta al estrés, transporte de iones de
sodio
Transporte de cationes organicos

Desarrollo, respuesta a estimulos quimicos
Cascada de senalizacion intracelular,
apoptosis

Catabolismo de glucogeno

Proliferacion celular, desarrollo, regulacion de
la transcripcion

Expresion media

9.97 (SD=0.46)
6.35 (SD=0.41)
7.71 (SD=0.44)
7.52 (SD=0.66)
6.28 (SD=0.52)
8.52 (SD=0.85)
8.70 (SD=1.07)
9.35 (SD=0.70)
4.97 (SD=0.54)
9.15 (SD=0.89)
8.69 (SD=0.53)
8.73 (SD=0.45)

6.27 (SD=0.40)

Tabla suplementaria 4. Top-10 genes mutados relacionados con el cancer en toda la cohorte TCGA (290

muestras perfiladas).

Numero de
mutaciones

o
s
’

2
7

ATRX 17

s

Numero de muestras
con una o mas
mutaciones

Frecuencia

90 31.0%
84 29.0%
77 26.6%
33 11.4%
32 11.0%
32 11.0%
28 9.7%
25 8.6%
17 5.9%
15 5.2%

MutSig (Q-valor)

3.02E-12
3.02E-12
3.02E-12
0
1.40E-10
4.53E-12

4.53E-12
1.53E-02
1.55E-06
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Tabla suplementaria 5. 10 genes mas comunes relacionados con el cancer con alteraciones en el nimero de

copias en toda la cohorte TCGA (577 muestras perfiladas).

Nimero de muestras
Citobanda CNA  conunaomas CNA  Frecuencia Gistic (Q-valor)

9p21.3 DEL 331 57.4% 0
9p21.3 DEL 323 56.0% 0
9p21.3 DEL 303 52.5% 0
7pll.2 AMP 253 43.8%

12q14.1 AMP 83 14.4% 0
9p21.3 DEL 77 13.3%

4q12 AMP 75 13.0% 0
4q12 AMP 74 12.8% 0
4q12 AMP 69 12.0%

10923.31 DEL 56 9.7% 0

Tabla suplementaria 6. Aberraciones de numero de copias somatica a nivel de brazo en grupos de expresion

de AR bajo y alto.

Expresion del Receptor de Andréogenos (RPPA)
Baja Alta
Recuento % Recuento % p-valor  FDR

No llamado 89 89.9% 96 91.4%
Ganancia 7 7.1% 9 8.6%
Estado 1p . 0.342 0.882
Pérdida 2 2.0% 0 0.0%
Mezclado 1 1.0% 0 0.0%
No llamado 87 87.0% 95 90.5%
Ganancia 11 11.0% 10 9.5%
Estado 1q - 0.517 0.882
Pérdida 1 1.0% 0 0.0%
Mezclado 1 1.0% 0 0.0%
No llamado 93 88.6% 103 94.5%
Ganancia 7 6.7% 3 2.8%
Estado 2p . 0.281 0.882
Pérdida 5 4.8% 3 2.8%
Mezclado 0 0.0% 0 0.0%
No llamado 95 90.5% 105 94.6%
Ganancia 6 5.7% 3 2.7%
Estado 2q - 0.478 0.882
Pérdida 4 3.8% 3 2.7%
Mezclado 0 0.0% 0 0.0%
No llamado 93 90.3% 99 93.4%
Ganancia 5 4.9% 3 2.8%
Estado 3p - 0.685 0.882
Pérdida 5 4.9% 4 3.8%
Mezclado 0 0.0% 0 0.0%
No llamado 89 90.8% 99 94.3%
Estado 4q Ganancia 4 4.1% 3 2.9% 0.627 0.882
Pérdida 5 5.1% 3 2.9%
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Estado 4p

Estado 4q

Estado Sp

Estado 5q

Estado 6p

Estado 6q

Estado 7p

Estado 7q

Estado 8p

Estado 8q

Estado 9p

Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado

0
95

95

80

12

23

80

18
85

95

108

36

24
0

0.0%
92.2%
1.9%
5.8%
0.0%
91.3%
1.9%
5.8%
1.0%
97.5%
8%
1.7%
0.0%
96.1%
1.0%
2.9%
0.0%
93.2%
1.9%
4.9%
0.0%
84.2%
2.1%
12.6%
1.1%
22.3%
77.7%
0.0%
0.0%
17.5%
82.5%
0.0%
0.0%
90.5%
2.9%
6.7%
0.0%
91.5%
3.4%
5.1%
0.0%
58.1%
3.2%
38.7%
0.0%

0
99

97

105

89

16

80

22

21

83

20
89

94

107

38

30
0

0.0%
89.2%
5.4%
5.4%
0.0%
89.8%
5.6%
4.6%
0.0%
91.3%
5.2%
3.5%
0.0%
92.7%
3.7%
3.7%
0.0%
81.7%
2.8%
14.7%
9%
76.9%
1.0%
21.2%
1.0%
20.2%
79.8%
0.0%
0.0%
18.3%
81.7%
0.0%
0.0%
87.9%
3.7%
7.5%
9%
93.0%
4.3%
1.7%
9%
55.1%
1.4%
43.5%
0.0%

0.409

0.386

0.098

0.408

0.07

0.412

0.737

1.000

0.754

0.38

0.711

0.882

0.882

0.882

0.882

0.882

0.882

0.882

1.000

0.882

0.882

0.882

40



Estado 9q

Estado 10p

Estado 10q

Estado 11p

Estado 11q

Estado 12p

Estado 12q

Estado 13q

Estado 14q

Estado 15q

Estado 16p

Estado 16q

No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado

No llamado

91

11

84

12

92

91

94

85
10

86

71

19

72

24

86

13

88

85

88.3%
5.8%
5.8%
0.0%
11.1%
4.0%

84.8%
0.0%
11.5%
0.0%

88.5%
0.0%

89.2%
2.0%
8.8%
0.0%
91.3%
2.9%
5.8%
0.0%
85.9%
10.1%
4.0%
0.0%
86.0%
8.0%
5.0%
1.0%
77.2%
2.2%
20.7%
0.0%
74.2%
1.0%
24.7%
0.0%
86.0%
1.0%
13.0%
0.0%
90.7%
2.1%
7.2%
0.0%
83.3%

92

16

88

10

94

91

12

96

96

95

65

28

75

23

85

13

100

91

86.0%
5.6%
7.5%

9%

15.0%
1.9%
82.2%

9%
9.5%
0.0%

89.5%
1.0%
85.0%
2.8%
11.2%

9%

89.7%
2.8%
6.5%

9%

90.6%
5.7%
2.8%

9%

91.3%
3.8%
3.8%
1.0%
69.1%
1.1%
29.8%
0.0%
75.8%
0.0%
23.2%
1.0%
83.3%
2.0%
12.7%
2.0%
92.6%
4.6%
1.9%

9%

85.8%

0.749

0.498

0.549

0.680

0.796

0.462

0.612

0.317

0.560

0.509

0.154

0.092

0.882

0.882

0.882

0.882

0.887

0.882

0.882

0.882

0.882

0.882

0.882

0.882
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Estado 17p

Estado 17q

Estado 18p

Estado 18q

Estado 19p

Estado 19q

Estado 20p

Estado 20q

Estado 21q

Estado 22q

Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Perdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No llamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado

107

86

66
36

59
22

73
32

70
33

93

2.0%
13.7%
1.0%
90.1%
2.0%
7.9%
0.0%
94.9%
2.0%
3.1%
0.0%
90.7%
3.4%
5.9%
0.0%
87.8%
6.1%
6.1%
0.0%
63.5%
34.6%
1.9%
0.0%
68.6%
25.6%
5.8%
0.0%
68.2%
29.9%
1.9%
0.0%
66.7%
31.4%
1.9%
0.0%
91.2%
4.9%
2.9%
1.0%
66.3%
3.8%
29.8%
0.0%

93

10

94

92

13

87

10

10

66

34

63
28

74
32

74
31

96

65

33
1

6.6%
5.7%
1.9%
86.9%
3.7%
9.3%
0.0%
94.0%
3.0%
3.0%
0.0%
80.0%
7.0%
11.3%
1.7%
80.6%
9.3%
9.3%
9%
62.3%
32.1%
2.8%
2.8%
65.6%
29.2%
3.1%
2.1%
67.9%
29.4%
2.8%
0.0%
68.5%
28.7%
1.9%
9%
90.6%
5.7%
2.8%
9%
63.7%
2.9%
32.4%
1.0%

0.691

0.912

0.101

0.471

0.356

0.422

0.91

0.769

0.996

0.728

0.882

0.882

0.961

0.882

0.882

0.882

0.882

0.961

1.000

0.882
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Tabla suplementaria 7. Analisis GISTIC de las 10 amplificaciones focales y deleciones més comunes en

genes relacionados con el cancer en el glioblastoma para grupos de expresion de AR baja y alta.

Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion
Normal
Delecion
profunda
Amplificacion

Normal

Expresion del receptor de andrégenos

Bajo

Recuento
50

0
67

50

0
67

63

0
54

72

45
0

103

15

105

13
102
16

103
15

103

15

106

11

(RPPA)
Alto
% Recuento
42.7% 55
0.0% 0
57.3% 60
42.7% 55
0.0% 0
57.3% 60
53.8% 70
0.0% 0
46.2% 45
61.5% 64
38.5% 51
0.0% 0
87.3% 97
12.7% 18
0.0% 0
89.0% 101
0.0% 0
11.0% 14
86.4% 101
13.6% 14
0.0% 0
87.3% 101
12.7% 14
0.0% 0
87.3% 103
12.7% 12
0.0% 0
90.6% 106
0.0% 0
9.4% 9

%

47.8%

0.0%
52.2%

47.8%

0.0%
52.2%

60.9%

0.0%
39.1%

55.7%

44.3%
0.0%

84.3%

15.7%
0.0%

87.8%

0.0%
12.2%

87.8%

12.2%
0.0%

87.8%

12.2%
0.0%

89.6%

10.4%
0.0%

92.2%

0.0%
7.8%

valor p

0.510

0.510

0.291

0.424

0.576

0.840

0.846

0.684

0.816

FDR

0.940

0.940

0.940

0.940

0.940

0.940

0.940

0.940

0.940
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Tabla suplementaria 8. Firma mutacional de los 10 genes mutados mas comunes relacionados con el cancer

en el glioblastoma para grupos de expresion de receptores de androgenos bajos y altos.

Expresion del receptor de andrégenos

(RPPA)
Bajo Alto
Recuento % Recuento % p-valor  FDR
Mlssen‘se Mu'tatlon 97 7829, 84 70.0%
(putative driver)
Truncatl.ng M}ltatlon 27 21.8% 36 30.0%
(putative driver)
Inframfe Mut'atlon 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
PTEN Mlsse?nse Mutation 0 0.0% 0 0.0% 0.147 0550
(putative passenger)
Truncailting Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
Infra@e Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
No Mutation 0 0.0% 0 0.0%
M1ssen§e Mu.tatlon 101 81.5% 93 71.5%
(putative driver)
Uiimeziilng vl 23 18.5% 27 22.5%
(putative driver)
Inframfe Mut'atlon 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
TP53 Mlssejnse Mutation 0 0.0% 0 0.0% 0.526 0.623
(putative passenger)
Trunca.ltmg Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
Inframe Mutation
. 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
No Mutation 0 0.0% 0 0.0%
LR DB 107 863% 107 89.2%
(putative driver)
Truncatl.ng M}ltatlon 17 13.7% 13 10.8%
(putative driver)
Infram‘e Mut.atlon 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
Mlsse.nse Mutation 0 0.0% 0 0.0% el 0.623
(putative passenger)
Truncsjttmg Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
Inframe Mutation 0 0.0% 0 0.0%

(putative passenger)
No Mutation 0 0.0% 0 0.0%

N?ij;f::gtj::)’n 117 94.4% 107 89.2%
el TruI;catin Mutation W U
5 S 7 5.6% 13 10.8%
(putative driver)
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“‘%%“‘

PCLO

Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)

110

14

118

114

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%

88.7%

11.3%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
96.0%

4.0%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%

95.2%

0.0%

0.0%

0.0%

3.2%

1.6%
0.0%

91.9%

111

109

11

112

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%

92.5%

7.5%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
90.8%

9.2%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%

92.5%

0.0%

0.0%

0.0%

6.7%

8%
0.0%
93.3%

0.383

0.125

0.403

0.808

0.623

0.550

0.623

0.808
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Truncating Mutation

1 19 79
(putative driver) 0 8-1% ’ o
Infram.e Mut.atlon 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
Mlsse?nse Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
Truncailtmg Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
Inframe Mutation 0 0.0% 0 0.0%

(putative passenger)
No Mutation 0 0.0% 0 0.0%
Missense Mutation

124 100.09 11 .39
(putative driver) 00.0% 8 98.3%
Truncatl.ng Ml.ltatlon 0 0.0% ) 1.7%
(putative driver)
Inframe Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
Mlsse?nse Mutation 0 0.0% 0 0.0% 0.241 0.602
(putative passenger)
Trunca.ttmg Mutation 0 0.0% 0 0.0%
(putative passenger)
Infi Mutati
nframe Mutation 0 0.0% 0 0.0%

(putative passenger)
No Mutation 0 0.0% 0 0.0%
Missense Mutation

. . 119 96.0% 111 92.5%
(putative driver)
Truncatl‘ng M}ltatlon 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
Infram.e Mut'atlon 0 0.0% 0 0.0%
(putative driver)
M1ss§nse Mutation 0 0.0% 0 0.0% 0.505 0.623
(putative passenger)
Trunca'ltmg Mutation 4 3.2 7 5.8%
(putative passenger)
Infra@e Mutation | 8% ) 7%
(putative passenger)
No Mutation 0 0.0% 0 0.0%

Tabla suplementaria 9. Aberraciones en el numero de copias somaticas a nivel de brazo en grupos de Ar-

score bajo y alto.

AR-score (mRNA)

Bajo Alto
Recuento % Recuento % p-valor  FDR
No 49 87.5% 49 90.7%
llamado
e ko Ganancia 5 8.9% 4 7.4% 0.380 0.674
Pérdida 2 3.6% 0 0.0%
Mezclado 0 0.0% 1 1.9%
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Estado 1q

Estado 2p

Estado 2q

Estado 3p

Estado 3q

Estado 4p

Estado 4q

Estado Sp

Estado 5q

Estado 6p

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado
No
Ilamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No
Ilamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

47

50

52

52

54

85.5%

12.7%
1.8%
0.0%

85.7%

7.1%
7.1%
0.0%

87.7%

5.3%
7.0%
0.0%

90.7%

3.7%
5.6%
0.0%

90.9%

1.8%
7.3%
0.0%

89.7%

1.7%
8.6%
0.0%

88.1%

5.1%
6.8%
0.0%

92.2%

3.1%
4.7%
0.0%

94.7%

0.0%
5.3%
0.0%

93.1%

51

57

57

54

51

55

62

56

50

89.5%

8.8%
0.0%
1.8%

95.0%

5.0%
0.0%
0.0%

95.0%

5.0%
0.0%
0.0%

91.5%

6.8%
1.7%
0.0%

92.7%

7.3%
0.0%
0.0%

93.2%

5.1%
1.7%
0.0%

93.2%

3.4%
1.7%
1.7%

96.9%

3.1%
0.0%
0.0%

94.9%

3.4%
1.7%
0.0%

84.7%

0.482

0.092

0.112

0.429

0.055

0.154

0.379

0.215

0.223

0.022

0.694

0.592

0.592

0.694

0.592

0.592

0.674

0.592

0.592

0.592
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Estado 6q

Estado 7p

Estado 7q
Estado 8p

Estado 8q

Estado 9p

Estado 9q

Estado 10p
Estado 10q

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado
No
Ilamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No
Ilamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida

14

41

11
45

49

55

27

13

49

12

42

10

45

5.2%
1.7%
0.0%

88.5%

3.8%
7.7%
0.0%

25.5%

74.5%
0.0%
0.0%

19.6%

80.4%
0.0%
0.0%

87.5%

7.1%
3.6%
1.8%

85.9%

9.4%
3.1%
1.6%

64.3%

4.8%
31.0%
0.0%

86.0%

7.0%
7.0%
0.0%

20.7%

6.9%
72.4%
0.0%

18.2%

0.0%
81.8%

43

10

46

12
46

50

59

17

16

47

54

0.0%
13.6%
1.7%

82.7%

0.0%
13.5%
3.8%

17.9%

82.1%
0.0%
0.0%

20.7%

79.3%
0.0%
0.0%

87.7%

1.8%
10.5%
0.0%

92.2%

1.6%
6.3%
0.0%

50.0%

2.9%
47.1%
0.0%

85.5%

5.5%
7.3%
1.8%

8.8%

1.8%
87.7%
1.8%

6.8%

0.0%
91.5%

0.178

0.364

0.187

0.146

0.35

0.765

0.095

0.119

0.592

0.674

0.592

0.592

0.674

0.843

0.592

0.592
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Estado 11p

Estado 11q

Estado 12p

Estado 12q

Estado 13q

Estado 14q

Estado 15q

Estado 16p

Estado 16q

Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

45

50

48

46

34

12

43

46

51

0.0%
83.3%

1.9%
14.8%
0.0%

87.7%

5.3%
7.0%
0.0%

85.7%

8.9%
5.4%
0.0%

88.5%

7.7%
3.8%
0.0%

70.8%

4.2%
25.0%
0.0%

82.7%

1.9%
15.4%
0.0%

82.1%

3.6%
14.3%
0.0%

91.1%

7.1%
1.8%
0.0%

84.5%

8.6%
3.4%
3.4%

52

53

36

13

41

14

42

1.7%
86.2%

3.4%
8.6%
1.7%

86.4%

1.7%
10.2%
1.7%

92.9%

5.4%
0.0%
1.8%

89.8%

5.1%
1.7%
3.4%

73.5%

0.0%
26.5%
0.0%

73.2%

0.0%
25.0%
1.8%

79.2%

1.9%
15.1%
3.8%

92.9%

0.0%
5.4%
1.8%

87.3%

1.8%
9.1%
1.8%

0.542

0.498

0.198

0.468

0.352

0.316

0.487

0.111

0.239

0.701

0.694

0.592

0.694

0.674

0.674

0.694

0.592

0.592
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Estado 17p

Estado 17q

Estado 18p

Estado 18q

Estado 19p

Estado 19q

Estado 20p

Estado 20q

21q Estado

Estado 22q

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado
No
Ilamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado
No
Ilamado
Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

Ganancia
Pérdida
Mezclado

No
llamado

50

53

45

35

18

29
13

38

17

38

19

50

36

89.3%

3.6%
7.1%
0.0%

92.9%

1.8%
5.4%
0.0%

82.8%

9.4%
6.3%
1.6%

80.4%

12.5%
7.1%
0.0%

62.5%

32.1%
3.6%
1.8%

61.7%

27.7%
8.5%
2.1%

66.7%

29.8%
3.5%
0.0%

65.5%

32.8%
1.7%
0.0%

90.9%

7.3%
1.8%
0.0%

66.7%

51

52

55

49

35
22

32

17

42
16

43

14

52

38

86.4%

1.7%
11.9%
0.0%

94.5%

1.8%
3.6%
0.0%

85.9%

4.7%
7.8%
1.6%

84.5%

6.9%
6.9%
1.7%

59.3%

37.3%
0.0%
3.4%

61.5%

32.7%
3.8%
1.9%

70.0%

26.7%
3.3%
0.0%

72.9%

23.7%
1.7%
1.7%

88.1%

6.8%
1.7%
3.4%

66.7%

0.582

0.909

0.765

0.582

0.448

0.778

0.926

0.56

0.593

0.243

0.701

0.950

0.843

0.701

0.694

0.843

0.950

0.701

0.701

0.592
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Ganancia 5 9.3% 1 1.8%
Pérdida 13 24.1% 17 29.8%
Mezclado 0 0.0% 1 1.8%

Tabla suplementaria 10. Analisis GISTIC de las 10 amplificaciones focales y deleciones mas comunes en

genes relacionados con el cancer en el glioblastoma para grupos de bajo y alto AR-score.

AR-score (mRNA)

Bajo Alto
Recuento % Recuento % vcll)l-or FDR
Delecion profunda 39 60.9% 24 37.5%
CDKN2A Amplificacion 0 0.0% 0 0.0% 0.013  0.065
Normal 25 39.1% 40 62.5%
Delecion profunda 39 60.9% 24 37.5%
Amplificacion 0 0.0% 0 0.0% 0.013  0.065
Normal 25 39.1% 40 62.5%
Delecion profunda 42 65.6% 31 48.4%
Amplificacion 0 0.0% 0 0.0% 0.074 0.247
Normal 22 34.4% 33 51.6%
Delecion profunda 37 57.8% 34 53.1%
Amplificacion 27 42.2% 30 46.9% 0.722 1
Normal 0 0.0% 0 0.0%
Delecion profunda 55 85.9% 54 84.4%
Amplificacion 9 14.1% 10 15.6% 1 1
Normal 0 0.0% 0 0.0%
Delecion profunda 56 87.5% 59 92.2%
Amplificacion 0 0.0% 0 0.0% 0.560 1
Normal 8 12.5% 5 7.8%
Delecion profunda 55 85.9% 56 87.5%
FIP1L1 Amplificacion 9 14.1% 8 12.5% 1 1
Normal 0 0.0% 0 0.0%
Delecion profunda 56 87.5% 56 87.5%
Amplificacion 8 12.5% 8 12.5% 1 1
Normal 0 0.0% 0 0.0%
Delecion profunda 56 87.5% 56 87.5%
Amplificacion 8 12.5% 8 12.5% 1 1
Normal 0 0.0% 0 0.0%
Delecion profunda 56 87.5% 58 90.6%
Amplificacion 0 0.0% 0 0.0% 0.778 1
Normal 8 12.5% 6 9.4%
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Tabla suplementaria 11. Firma mutacional del glioblastoma de los 10 genes mutados relacionados con el

cancer mas comunes en los grupos con bajo y alto AR-score.

PTEN
TPS3

EGFR
PIK3R1

Missense Mutation
(putative driver)

Truncating Mutation

(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation

Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation

Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)

Recuento

44

21

55

10

AR-score (mRNA)
Alto

%
67.7%

32.3%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
84.6%

15.4%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
87.7%

12.3%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
96.9%

3.1%

0.0%

0.0%

0.0%

Recuento

137

42

139

40

157

22

161

18

%
76.5%

23.5%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
77.7%

22.3%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
87.7%

12.3%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
89.9%

10.1%

0.0%

0.0%

0.0%

p-valor

0.186

0.283

1.000

0.111

FDR

0.465

0.566

1.000

0.465
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PIK3CA

Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation

Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)

64

0.0%
0.0%
95.4%

4.6%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
95.4%

4.6%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%

4.6%

0.0%
0.0%
95.4%

4.6%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
98.5%

0
0
159

20

166

13

164

15

178

0.0%
0.0%
88.8%

11.2%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
92.7%

7.3%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
93.3%

0.0%

0.0%

0.0%

5.0%

1.7%
0.0%
91.6%

8.4%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
99.4%

0.143

0.570

0.569

0.414

0.463

0.633

0.633

0.633

0.633

0.633
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Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)
No Mutation
Missense Mutation
(putative driver)
Truncating Mutation
(putative driver)
Inframe Mutation
(putative driver)
Missense Mutation
(putative passenger)
Truncating Mutation
(putative passenger)
Inframe Mutation
(putative passenger)

No Mutation

1.5%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
90.8%

0.0%

0.0%

0.0%

9.2%

0.0%
0.0%

6%

0.0%

0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
95.5%

0.0%

0.0%

0.0%

2.8%

1.7%
0.0%

0.061

0.465
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